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 TEMA 1 CONCEPTO DE MICROBIOLOGÍA El concepto de microbiología se define como la ciencia que estudia los microorganismos vivos. La microbiología estudia forma, estructura, reproducción, fisiología, metabolismo e identificación de los microorganismos; de esta forma la microbiología engloba varios campos de estudio: • Bacteriología: que se ocupa del estudio de las bacterias. • Virología: que se ocupa del estudio de los virus. • Micología: que se ocupa del estudio de los hongos. • Parasitología: que se ocupa del estudio de los parásitos (protozoos, helmintos y artrópodos). Su estudio comprende la mauro parte de los agentes patógenos causantes de las enfermedades infecciosas, es importante no considerar la microbiología médica como la identificación y tratamiento de las enfermedades causadas por patógenos, pues la patógena no es una consecuencia inevitable de las asociación huésped-microorganismos. Pues existen microorganismos que pueden ser patógenos en una determinada situación e inofensivos en otras. ORGANISMOS Como vimos, las enfermedades infecciosas están causadas por organismos pertenecientes a una amplia gama de grupos (bacteria, virus, hongos, protozoos, helmintos y artrópodos). Pero existen organismos todavía más simples que los virus como son los agentes causantes de la enfermedad de Creutz-Feldt Jacob y encefalopatía esponjiforme bovina y consiste únicamente en partículas proteicas infecciosas que son los conocidos como Priones. En medicina clínica es esencial realizar una identificación correcta para poder aplicar un diagnostico exacto y dar un tratamiento efectivo. SISTEMA DE CLASIFICACIÓN Se utiliza el sistema binomial. La unidad fundamental es la especie (son organismos interprocreados, se reproducen solos o preferentemente entre ellos o similares) y estas especies a su vez se agrupan en género (especies u organismos íntimamente relacionados). A los géneros más afines se les agrupan en categorías más amplias que son las familias. También se identifican subespecies de acuerdo con sus características bioquímicas y sus propiedades inmunológicas. Por ejemplo una especie son las enterobacteracias, una familia la Echerichia, un género la coli y una subespecie una determinada cepa. VIROLOGÍA Los virus se distinguen en que no son células si no que son organismos o partículas de los demás microorganismos formados por material genérico (ADN ó ARN) que se encuentra en el interior de una cápsula que se conoce con el nombre de cápside. Carecen de membranas celulares, citoplasma y de los orgánulos necesarios para detectar macromoléculas por lo que dependen de la célula huésped para realizar este proceso. Los virus varían en su organización pero todos tienen unas características comunes: 1·- Tienen material genético que puede ser: ADN ó ARN, monocatenario ó bicatenario en forma lineal o circular que se encuentra en el interior de una cápsula o cápside. 2·- La unidad completa de ácido nucleico y la cápside se denomina nucleocápside que a menudo posee simetría propia icosaédrica, elíptica o compleja. 3·- En ocasiones la nucleocápside se encuentra envuelta por una cubierta o membrana exterior (bicapa lipídica de origen celular procedente del huésped con proteínas víricas).



 Las formas más comunes de trasmisión vírica pueden ser por: A·- Inhalación de gotitas (rinovirus –virus de la gripe-) B·- Por comida y/o agua (hepatitis A) C·- Transferencia directa procedente de otros huéspedes infectados (VIH. Hepatitis B, mononucleosis infecciosa). D·- Picadura de vectores artrópodos (fiebre amarilla). Características de los virus: los virus tienen una especificidad por el huésped basada inicialmente en el tipo de adherencia en la célula huésped. Por ejemplo: el virus de la gripe se adhiere a las glucoproteínas en la membrana de glucosas y los hematíes. Una vez adherido tiene lugar la entrada en el huésped. Replicación de los virus: sintetizan en primer lugar ARN mensajero por diferentes vías según el tipo de virus. Posteriormente ocurre la traducción del ARN mensajero del virus en el citoplasma del huésped para la producción de proteínas víricas también se produce la replicación de su ácido nucleico. La etapa final es de ensamblaje y liberación de nuevas partículas víricas que se pueden producir con: A·- Muerte celular: infecciones líticas (gripes) B·- La célula continua viva y libera estas partículas víricas lentamente lo que va a producir infecciones persistentes y la persona infectada puede actuare como portador asintomático (hepatitis B). C·- Infecciones latentes: el virus permanece quiescente (quieto) de 2 formas: 1·- Puede permanecer quiescente en el citoplasma (el virus del herpes) 2·- Puede permanecer incorporado en el genoma celular (retrovirus) La replicación no ocurre hasta que aparece una señal que activa el estado de latencia (Ejemplo: el herpes  estrés (bajo de defensas)  herpes labial). Algunos virus pueden transformar la célula huésped en una célula cancerosa o tumor (verrugas  crecimiento celular benigno producido por un grupo de papovirus). BACTERIOLOGÍA Es el estudio de las bacterias. Existen pocas especies bacterianas causantes de enfermedades comparándolas con la enorme cantidad de bacterias con vida libre. La mayoría están bien estudiadas pero siempre aparecen patologías nuevas. Estructuras de las bacterias: las bacterias son organismos procariotas con una organización celular características: A·- Carecen de núcleo propiamente dicho (no poseen membrana nuclear). B·- Su ADN está formado por un solo cromosoma circular, puede tener también ADN adicional en forma de plásmidas pequeñas. C·- Puede realizarse trascripción y traducción de información genética simultáneamente D·- El citoplasma no presenta organelas asociadas (mitocondrias, retículo endoplasmático, aparato de Golgi y lisosomas). E·- Presentan una gruesa pared celular (Excepto los micoplasmas). F·- En el exterior de la pared celular pueden encontrarse las cápsulas los flagelos y los ‘pili’. Según la pared celular las bacterias se clasifican en gran positivo y negativo. En los gran positivos el péptido glicano es una capa gruesa (entre 20-80 nanómetros) y en gran negativo el péptido glicano es una capa fina (entre 5-10 nanómetros) también existen lipoproteínas y lipopolisacáridos. La pared celular externa puede estar rodeada por una cápsula adicional que le confiere resistencia a la fagocitosis por las células del huésped y son determinantes de virulencia.



 Flagelos: son unos filamentos helicoidales largos que salen de la superficie celular y permiten a la bacteria moverse en su medio ambiente. Los ‘pili’ son otra forma de proyección de la superficie bacteriana más rígidas que los flagelos y participan en al adhesión. Nutrición: todas las bacterias patogénicas son heterotróficas (obtiene la energía mediante la oxidación de moléculas orgánicas. Basado en el requerimiento de oxígeno se clasifican en: ~ Aerobias: necesitan oxígeno para su crecimiento. ~ Anaerobias: utilizan una atmósfera sin oxígeno. ~ Anaerobias facultativas: pueden desarrollarse en la ausencia o presencia de oxígeno. ~ Microaerófilos: se desarrollan en presencia de bajas presiones de oxígeno y altas de dióxido de carbono. Algunas especies necesitan solo nutrientes mínimos de su medio ambiente mientras que otros requieren nutrientes más complejos, lo que nos permite su aislamiento y diferenciación en medios de cultivo. Crecimiento y división: las células bacterianas triplican su genoma bacteriano ADN antes de dividirse. Se produce la separación de los genomas replicados se forma un tabique en la mitad de la célula y se divide la célula en 2 células hijas. Formas de resistencia: ciertas bacterias forman endoesporas que pueden sobrevivir en condiciones adversas y cambian las condiciones del medio ambiente o se agotan los nutrientes continua siendo viables incluso durante años y cuando las condiciones mejoran devuelven a la bacteria a la vida vegetativa. Abundan en la tierra y algunas como los clostridium y los bacillus son particularmente peligrosos y producen tétanos y carbunco asociado a la infección de heridas con endoesporas que penetran en tejidos donde encuentran un medio idóneo y se convierten en bacterias patógenas. MICOLOGÍA Los hongos son organismos eucariotas diferentes de las plantas y animales. Entre las características más importantes destacan las de ser multinucleados y multicelulares. Poseen pared celular gruesa, que crecen como filamentos hilados (hifos). Se pueden dividir los hongos responsables de producir enfermedades atendiendo a: A·- La forma de crecimiento B·- Tipo de infección que causa: 1·- Atendiendo a la forma de crecimiento: • Filamentosa: filamentos hilados cuyo conjunto se denomina micelio, la reproducción sexual de lugar a la formación de esporangios con la liberación de esporas. • Levaduras: unicelulares con multiplicación por división o gemación. • Ambos tipos: son hongos limórficos que a temperatura ambiente se presentan como hifas y en el organismo se presentan como levaduras. Una excepción es la cándida que en el organismo se presenta como hipa. 2·- Atendiendo al tipo de infección que causa, produce: • Micosis superficial: infección de la piel, pelo, uñas,... • Micosis profunda: con afección de órganos internos Las micosis son frecuentes en individuos inmunodeficientes. Algunos hongos son parte de la flora normal y son inocuos a no ser que las defensas del huésped sean deficientes.



 PARASITOLOGÍA Es la ciencia que estudia los parásitos. • PROTOZOOS: son organismos unicelulares, muchas especies son importantes parásitos del hombre y sus infecciones se suceden con mayor prevalencia en las zonas tropicales y subtropicales. Su trasmisión ocurre: A·- Por picaduras de insectos (Paludismo) B·- Por ingestión accidental de fases infecciosas del parásito (Giardiasis). Las infecciones adquiridas por vía orla son más frecuentes por zonas de poca higiene social y personal y zonas templadas y pantanosas donde la fase de supervivencia infectiva es mayor. Los protozoos infectan tejidos y órganos del cuerpo. Existen parásitos intracelulares y extracelulares. Su reproducción en el hombre suele ser tipo asexual, aumentando mucho el número de protozoos y a la forma vegetativa se le conoce como trofozoito. Son más dañinos cuando el mecanismo de defensa es más débil como en el caso de los recién nacido y personas inmunodeficientes. • HELMINTOS: los 3 grupos fundamentales en el hombre son: A·- Cestodos (tenias) (gusanos planos) B·- Trematodos (duelas) (gusanos planos) C·- Nematodos (gusanos redondos) Los helmintos son organismos generalmente grandes con una organización corporal compleja. Su tamaño varía desde fases larvarias entre 100-200 micras a algunos adultos de centímetros e incluso metros. La transmisión puede ocurrir de 4 maneras: 1·- Por ingestión de huevos infecciosos o de larvas por la vía fecal-oral. 2·- Ingestión de larvas infecciosas que se encuentran en los tejidos de otro huésped. 3·- Por penetración activa a través de la piel de la fase larvaria. 4·- Por picadura de un insecto hematófago. Reproducción: la mayoría de los helmintos no se replican o dividen dentro del huésped. Los gusanos del intestino tienen reproducción sexual dando lugar a huevos que son liberados con la materia fecal del huésped. En otras se acumulan los huevos y las larvas pero nunca llegan a madurar. El nematodo estronjiloides es una excepción porque los huevos eclosionan en el interior del intestino, liberan larvas infectivas que reinvaden el organismo. • ARTRÓPODOS: muchos insectos se alimentan de sangre humano como los mosquitos, moscas, pulgas, chinches, garrapatas, piojos (pedicullum humano -de la cabeza- phthirus pubis, ladillas) están en contacto más permanente más con el hombre y se reproducen sobre su cuerpo o en las vestimentas y se alimentan de sangre. En el hombre sólo vive de forma permanece el ácaro de la sarna (sarcoptes scabiei) que se alimenta y deposita huevos en las capas de al piel. Los individuos inmuno deficientes pueden sufrir infecciones serias. FLORA NORMAL Los organismos parásitos o patógenos se encuentran asociados con cambios patológicos y raramente se encuentran en individuos sanos. Existen otros organismos que causan enfermedades en ciertas circunstancias (recién nacido, inmuno-deficientes, ancianos, etc) pero que normalmente coexisten pacíficamente con sus huéspedes muchos de estos organismos forman lo que se denomina flora normal que son especies que se encuentran habitualmente en le individuo sano pero que en las personas inmuno-deprimidas originan enfermedades.



 TEMA 2 FLORA NORMAL DE LA ESPECIE HUMANA FLORA NORMAL. CONCEPTOS La población de microorganismos que normalmente colonizan la piel y las membranas mucosas de las personas adultas sanas se denomina flora normal de la especie humana. La piel y las mucosas siempre están colonizadas por una amplia variedad de microorganismos. Esta población de microorganismos es sumamente dinámica, es decir, se producen numerosos cambios cualitativos y cuantitativos constantemente. De una forma general se puede hablar de 2 poblaciones: • Flora residente ó autóctona: que consiste en un número relativamente fijo de especies de microorganismo que se encuentran en una zona definida. • Flora transitoria: que consiste en microorganismos no patógenos o potencialmente patógenos que colonizan la piel o las mucosas durante un periodo corto de tiempo. La flora transitoria tiene poca importancia mientras la flora residente permanece intacta. Sin embargo, si la flora residente se altera transitoria puede multiplicarse y producir infección. La flora residente está compuesta de microorganismo comensales que se reproducen en una zona del cuerpo debido a que encuentran condiciones fisiológicas y nutritivas adecuadas. Su presencia no es esencial para la vida pero es beneficiosa. La flora residente de las mucosas impide la colonización por microorganismos generalmente patógenos. La supresión de la flora residente habitual produce vacío ecológico que tiende a ser ocupado por microorganismo ambientales o de otras zonas del cuerpo. Estos microorganismo pueden producir infecciones. No debe olvidarse que microorganismos pertenecientes a la flora residente normal pueden comportarse a veces como patógenos. Cuando los microorganismos presentes, normalmente en la flora residente producen una infección se denomina patógenos oportunistas. La forma más habitual de que estos agentes produzcan infección es el acceso a lugares normalmente estériles. Por ejemplo Streptococus viridans que es un comensal habitual del tracto respiratorio superior y de la boca. Si un gran número de ellos alcanza el torrente sanguíneo en un paciente que tenga una válvula cardiaca dañada por alguna razón pueden colonizar e infectar dicha válvula y producir una válvula de endocarditis. Otro ejemplo son los bacteroides que son comensales habituales en el intestino grueso si por alguna razón) por ejemplo apendicitis perforada) se introducen en la cavidad peritoneal producen un cuadro de peritonitis supurada o incluso una bacteriemia. Otro ejemplo claro es el aumento de infecciones por gérmenes oportunistas en poblaciones de pacientes que están inmuno deprimidos. En conclusión los microorganismos que forman la flora residente no son dañinos para la especie humana y muchos de ellos son beneficiosos en las localización habitual. No debe olvidarse que pueden producir infecciones y el huésped tiene factores predisponentes que disminuyen sus defensas normales o si su microorganismo alcanza en gran número zonas en el que habitualmente no está presente. A pesar de que se han realizado numerosos trabajos para conocer exactamente y separar de forma tajante y diáfana a la flora normal de la especie humana de la flora patógena; esto no se ha conseguido tan claramente. Debe aclararse que actualmente y principalmente debido a la complejidad de la medicina y los tratamientos que esta conlleva es muy difícil establecer la ausencia de patogenicidad de un microorganismo atendiendo únicamente a que se ha recuperado en numerosas ocasiones en la flora normal de la especie humana o que no se ha recuperado nunca. Por lo tanto a pesar de que la lista de microorganismos clasificados como flora normal y patógena son útiles no se puede utilizar de forma categórica.



 FLORA NORMAL DE LA PIEL, BOCA Y VÍAS RESPIRATORIAS SUPERIORES La piel contiene una flora residente constante y bien definida que varía dependiendo de la flora anatómica en especial dependiendo de las secreciones o de la proximidad de las membranas mucosas. Se puede considerar como componentes de la flora normal de la piel los siguientes organismos: Staphylococcus, streptococcus, micrococos y neiserias, peptostreptococcus (anaerobios), propionibacterius, etc. Los factores más determinantes en la eliminación de la flora no residente de la piel son: el pH ácido, los ácidos grasos de las secreciones sebáceas y la presencia de liso-enzimas. Otros factores como el sudor y el lavado diario influyen de una manera determinante en la flora normal, se puede conseguir una disminución transitoria con lavados intensos y diarios con jabones que contengan desinfectante, pero la repoblación de la flora normal es muy rápida. La membrana mucosa de la boca y de la faringe son estériles en el momento de nacer pero tras 12 horas post-parto son colonizadas por el S. Viridans. También se encuentran especie de estafilococos, stiroquetas, bacteroides, fusobacterium, actynomicetes, algunas levaduras, etc. En la faringe y en la tráquea también se suelen encontrar algunos de estos microorganismos. Sin embargo los bronquios, los bronquíolos y los alveolos suelen ser estériles. FLORA NORMAL DEL TRACTO INTESTINAL En el momento del nacimiento del intestino del recién nacido es estéril, rápidamente es colonizada por microorganismos que principalmente se introducen con los alimentos. La dieta tiene una influencia muy notable en la composición microbiana del intestino y de la flora fecal. En el adulto normal el esófago contiene microorganismos que le llegan con la comida y la bebida. El estómago debido a su pH ácido mantiene un número muy reducido de microorganismos. El pH del estómago protege de una forma muy clara de la infección por diversos microorganismos que causan patologías entéricas (cólera, salmonelosis). Según se va avanzando hacia el intestino delgado el pH se va convirtiendo alcalino, lo que conduce a un aumento de la flora intestinal. En el intestino delgado superior la flora es predominante la flora fecal. La flora normal del colon de un adulto consiste fundamentalmente en anaerobios (bacteroides, fusobacterium, lactobacilos anaerobios –bífido bacterium- clostridium, y cocos gran positivos anaerobios, etc. La utilidad de la flora intestinal es diversa, entre las diversas funciones que desempeñan se incluyen la producción de vitamina K, transformación de los pigmentos biliares en ácidos biliares, la contribución en la absorción y el metabolismo primario de numerosos nutrientes, por lo tanto, cualquier alteración que se produzca puede ser importante. FLORA NORMAL DE LA URETRA La uretra suele estar colonizada por microorganismos por la parte más próxima al periné. Es evidente que la flora normal de la uretra será parte de la flora que coloniza la piel. Los microorganismos que se encuentran con mayor frecuencia en individuos sanos son: estafilococos, enterococos, enterobacterias, neiserias no patógenas. Por esa razón se insiste tanto en la necesidad de que tanto el hombre como la mujer se limpien de una forma muy cuidadosa toda la zona perineal antes de recoger un cultivo de orina. FLORA NORMAL DE LA VAGINA Nada más nacer la vagina se coloniza por lactobacilos aerobios que permanecen varias semanas. Posteriormente el pH ácido se convierte en neutro y aparece una flora mixta de cocos y bacilos. Cuando comienza la pubertad la vagina se coloniza nuevamente por lactobacilos aerobios y anaerobios que contribuyen al cambio y mantenimiento de un pH ácido.



 El mantenimiento del pH ácido es un mecanismo de protección frente a la colonización por otros microorganismos especialmente por aquellas que pueden ser patógenos de flora viva normal de una mujer adulta engloba además de los lactobacilos mencionados, estreptococos anaerobios, bacteroides, gardnevella vaginalis, etc. El moco cervical contiene lisoenzimas y por tanto posee actividad bactericida. Cuando se produce la menopausia la flora cambia de nuevo produciendo una población mixta de cocos y bacilos. FLORA NORMAL DE LA CONJUNTIVA DEL OJO La flora predominante en la conjuntiva del ojo son: difteroides, estafilococos epidermidis, estreptococos no hemolíticos, otras especies de microorganismos pueden estar presentes. El control de la flora conjuntiva lo ejercen las lágrimas por su contenido en lisoenzimas.



 TEMA 3 CONTROL DE CALIDAD EN MICROBIOLOGÍA El control de calidad es esencial en un laboratorio de microbiología para asegurar la fiabilidad del aislamiento la identificación de los microorganismos así como las técnicas serológicas y de sensibilidad microbiana. Actualmente muchas técnicas microbiológicas siguen teniendo una interpretación de sus resultados más o menos sujetiva y poco cuantitativa. El control de calidad debe servir también para que los procedimientos se estandaricen cada vez más u los resultados se interpreten correctamente independientemente de las características del propio laboratorio. Otro aspecto básico es el control de calidad de las muestras por su gran repercusión sobre la interpretación y calidad de los resultados. Para ello es imprescindible una buena comunicación con los clínicos y el personal encargados de obtenerlas. En definitiva un buen programa de control de calidad beneficia directamente e indirectamente a los pacientes, aumenta la profesionalidad del personal del laboratorio y la confianza de los clínicos en los resultados. MÉTODOS Y ÁREAS DE CONTROL DE CALIDAD EN EL LABORATORIO DE MICRO • Control de calidad de las muestras: el laboratorio de microbiología clínica debe controlar las muestras desde su obtención, transporte y procesamiento hasta la emisión de resultados siguiendo una serie de procedimientos: A·- Elaboración de un manual de normas de obtención y transporte de muestras distribuidas por todo los servicios y consulta facilitando además la comunicación directa para aclarar dudas. B·- Establecer horarios fijos de recepción de muestras y tener criterios claros de rechazo de las mismas cuando no cumplan las normas de recogida del manual. C·- Evaluar la calidad de la muestra una vez que se recibe y de las peticiones solicitadas antes del procesamiento. D·- Información rápida de los resultados clínicamente más útiles antes de la emisión de informes definitivos. • Control de calidad de los medios de cultivo: debe distinguirse entre los medios de cultivo comerciales y los preparados en el propio laboratorio. Los medios de cultivo preparados comercialmente generalmente no requieren la realización rutinaria del control de calidad. Todos los medios preparados en el laboratorio deber ser empaquetados correctamente en bolsas cerradas para evitar su desecación; almacenados correctamente y etiquetados con la fecha de preparación. La mayor de las placas o tubos de utilización rutinaria almacenados a 4ºC en bolsas de plástico bien cerradas presentan una caducidad de 8-10 semanas. Sin empaquetar a 4ºC la caducidad será de 2 semanas. Los caldos y medios de agar en tubo presentan en general una vida media de 45 semanas cuando se incuban a 4ºC. Si tiene tapón de rosca pueden durar hasta 6 meses. ~ Controles que se hacen a los medios de cultivo: • Control de esterilidad: debe comprobarse la esterilidad de cada lote que se introduce en el autoclave o se filtra. Para ello se tomará una unidad ó 3 unidades si es un lote mayor (300 placas), que se incubarán otras 24 horas más a temperatura ambiente. Si aparecen contaminantes debe repetirse la operación con otro lote y desecharse el primero. • Control de crecimiento: se realiza cada vez que se prepara o recibe un nuevo lote de medio inoculando en el mismo un microorganismo control. Es importante utilizar un



 inóculo reducido que asegure el crecimiento cuando la muestra clínica exista un pequeño número de microorganismo • Control de características selectivas: los medios selectivos están diseñadas para conseguir el crecimiento de cierto microorganismos pero también pero también para la inhibición de otras, por lo tanto, se utilizarán microorganismo de ambos grupos. El microorganismo que no debe crecer puede inocularse directamente mientras que el que se espere que crezca, se hará un inóculo estándar. • Control de características bioquímicas: se utilizarán siempre un control negativo y un control positivo. • Control de calidad de los reactivos de identificación: generalmente los reactivos como la catalasa, la oxidasa y coagulasa se controla cada vez que se empieza o se prepara un número lote y una vez a la semana utilizando un control positivo y otro negativo. Los discos de identificación (optoquina, bacitracina) se controlará también en cada nuevo lote. Los colorantes sobre todo si son de uso diario deben comprobarse como mínimo una vez por semana siendo ideal introducir controles una vez al día. • Cepas control y mantenimiento de las cepas de control: las cepas control deben mantenerse de manera que no pierdan sus característica típicas. Para ello los medios más utilizados son: ~ Medio cistina-tripticasa-agar ~ Medio tripticasa-soja-agar ~ Medio agar-sangre ó agar chocolate (H. influenza ó N) ~ Medio cooked-meat (anaerobios) ~ Congelación en leche descremada, medio de glicerol a menos 20ºC ó menos 70ºC. ~ Liofilización: es el método más seguro • Control de aparatos: el laboratorio de microbiología debe mantener una temperatura ambiente entre 23-29ºC y la humedad entre el 30-50%. Todos los días al terminar el trabajo se limpiará con un antiséptico las superficies de las bancadas (mesados) del laboratorio. Todos los aparatos del laboratorio necesitan una revisión periódica por el personal que trabaja con ellos y también en algunos casos por la propia casa comercial. Se debe llevar una relación de los controles que se realiza utilizando unas hojas de registro que se revisarán periódicamente por el responsable del control de calidad. ~ Limpieza de los aparatos: todos los aparatos deben limpiarse por dentro y por fuera a intervalos de tiempo razonables y las neveras y congeladores deben ser descongelados periódicamente. Las cabinas de seguridad y otros aparatos (centrífugas o agitadores de tubos) se limpiarán todos los días al acabar el trabajo con un antiséptico. Las estufas y los baños se limpiarán al menos 1 vez cada 6 meses. ~ Temperatura de los aparatos: se realizará un control de temperatura diario de todas las estufas baños, neveras y congeladores antes de empezar el trabajo se usará un termómetro para cada aparato colocado en el interior del mismo. ~ Atmósfera de incubación: se debe controlar a diario el contenido de CO2 de las estufas que lo requieren con disposición que existen para el laboratorio. El control de la atmósfera anaerobia se realiza mediante catalizadores e indicadores de azul de metileno comerciales que se introducen en todas las campanas de incubación de anaerobios y que nos confirman la presencia de una atmósfera anaerobia. ~ Control de cabinas de flujo laminar: es necesario realizar un cambio periódico de los filtros y un control de las lámparas de ultravioletas. ~ Control de los autoclaves: control de la temperatura del ciclo completo también control de esterilización para ello se utilizan esporas de microorganismo como bacillus subtilis que posteriormente se siembran para comprobar se crecimiento. Este tipo de controles deben



 realizarse mensualmente también se utilizan a diario tiras de papel adhesivas impregnadas con sustancias químicas que cambian de color al alcanzar determinadas temperaturas. ~ Control de microscopios: los objetivos de los microscopios se limpiarán con suavidad cada vez que se use con pañuelos de tisú y siempre al terminar la jornada. Así mismo una vez por semana se limpiarán los objetivos con una mezcla de alcohol-éter. Es muy importante secar bien después de limpiar para quietar los restos de la solución. Periódicamente se realizará también un ajuste de condensadores y objetivos. Una vez al año realizará el servicio técnico de la casa comercial una revisión. • Personal: el personal del laboratorio debe recibir una formación continuada a través de varias guías: ~ Manuales de recogida y transporte de muestras ~ Organización de sesiones periódicas en las que se discutan temas de actualidad ~ En todo laboratorio debería existir una biblioteca con libros y revistas de actualidad que facilitará la consulta de todo personal. • Pruebas de capacidad (ó control interno): consiste en la introducción periódica y regular de muestras simulados con un resultado conocido. Estas pruebas nos permite revisar nuestras técnicas y localizar los fallos que pudieron existir desde el procesamiento hasta la interpretación de los resultados. CONTROL DE CALIDAD EN SEROLOGÍA El control de calidad en serología es lógicamente el mismo que el de otras áreas del laboratorio en lo que respecta a la vigilancia de aparatos y las normas generales de funcionamiento. Es muy conveniente disponer de muestras de suero con titulación conocida que se introducen periódicamente al realizar una técnica para darnos idea del estado de los reactivos. Es importante llevar un control estricto de la calidad de los reactivos, así como introducir siempre controles positivos y negativos e incluso intermedios o bajos. En toas las técnicas debe tenerse en cuenta y conocer su sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo, sobre todo cuando se evalúan técnicas nuevas. En la actualidad los laboratorios de serología están cada vez más automatizados y el uso de estos aparatos conlleva a la realización de controles estrictos indicados por el fabricante. CONTROL DE CALIDAD DE LAS PRUEBAS DE SENSIBILIDAD (antibiograma) La realización de las pruebas de sensibilidad conlleva los siguientes controles: A·- Control del medio de cultivo: el medio de cultivo utilizado para la realización de antibiogramas debe permitir el crecimiento de la mayor parte de los microorganismos. El más estandarizado es el de Muller Hinton (para enterococos se utiliza agar-sangre). Es muy importante ya que repercute en la fiabilidad de los resultados: ~ El control del pH del medio ~ La atmósfera de incubación que debe ser libre de CO2 ~ El inóculo utilizado ~ El tiempo y temperatura de incubación que varían según el microorganismo a estudiar. B·- Antibióticos: para antibiograma de infusión se utilizan discos de papel de filtro con una carga estándar que deben ser almacenados a la temperatura adecuada utilizando desecadores como indican las instrucciones del fabricante. Cuando se trata de pruebas de dilución se emplea polvo valorado en antibiótico. C·- Cepas control: las cepas más usadas son la de estafilococos saurios, E. Coli y pseudomona aerogino. D·- Procedimiento del control de calidad dentro de los antibiogramas de difusión: mantener las cepas control almacenadas en stock de forma adecuada. Almacenar los cultivos de



 trabajo en un medio idóneo. Realizar un antibiograma con cepas estándar. Medir todos los alos de inhibición con una regla milimetrada y anotar los resultados. E·- Frecuencia de los controles :estos controles se realizarán al principio a diario hasta que se compruebe que no hay errores, momento en que puede pasar a realizarlos una vez por semana. PREGUNTAS 1·- Nombra al menos 4 normas de seguridad que se deben seguir en un laboratorio de nivel 1 y otras 4 que deberían seguirse además de las anteriores en un nivel 2. En un nivel 1: A·- Puertas cerradas mientras se trabaja B·- No pipetear con la boca C·- Todo el material contaminado se esteriliza al desecharlo D·- E diseño del laboratorio debe permitir una fácil limpieza En un nivel 2: A·- Es obligatorio el uso de batas o pijamas que no deben usarse fuera del laboratorio especialmente en el comedor o salidas fuera del laboratorio. B·- Las técnicas serológicas con antígenos sin capacidad infectante pueden realizarse en las mesas de trabajo C·- SE deben utilizar guantes en todas las técnicas en que se manejan productos peligrosos o animales. D·- Se debe tomar una muestra de suero de todo el personal cuando comienza a trabajar que se archivará como suero base. 2·- Indica que nivel de seguridad se requiere para el laboratorio de: A·- Un instituto de enseñanza --------------------------------------------------- Nivel 1 B·- Un centro de investigación de virología ---------------------------------- Nivel 4 C·- Laboratorio de microbiología de un centro de atención primaria ------ Nivel 2 3·- Indica que nivel de seguridad se requiere para trabajar con: A·- E. Coli ------------------------------ Nivel 1 B·- Brucella ---------------------------- Nivel 3 C·- Virus de la fiebre de Lassa ------ Nivel 4 D·- Virus de la hepatitis B ----------- Nivel 2 E·- Salmonella Typhi ----------------- Nivel 2



 TEMA 4 MEDIOS DE CULTIVO Los medios de cultivo sirvan para respaldar el desarrollo de los microorganismos además de exhibir una morfología colonial y microscópica típicas. Las variaciones en la composición del medio pueden alterar estas características. Los medios de cultivo se utilizan además para demostrar otras características de los seres vivos como por ejemplo :producción de ácido y gas en medios de fermentación de hidratos de carbono. CLASIFICACIÓN DE LOS MEDIOS DE CULTIVO Se podrían hacer varias clasificaciones de los medios de cultivo: • Según su estado físico: ~ Sólidos: presentan en su composición un agentes solidificante que es el agar. En una proporción de 12-15 gr/l. También pueden contener gelatina o albúmina. ~ Semisólidos: presentan agar en su composición, pero en una proporción mucho menos que en los medios de cultivo sólidos. ~ Líquidos: no contienen ningún agente solidificante. • Según su composición: ~ Empíricos: en su composición aparecen sustancias orgánicas. ~ Sintéticos: en su composición aparecen sustancias químicas definidas. ~ Semisintéticas: en su composición aparecen moléculas naturales hidrolizadas. • Según el uso al que se destina: ~ Medios generales ó comunes: permiten el aislamiento de todos las cepas existentes en la muestra sembrada de patógenos y no patógenos. Ejemplos: muller-hinton, agar-nutritivo. ~ Medios enriquecidos: son medios generales adicionados de sustancias altamente nutritivas tales como la sangre de ternero, suero, extractos tisulares, etc que estimulan el crecimiento de gérmenes exigentes permitiendo su aislamiento. Ejemplo: agar-sangre, agar-chocolate. ~ Medios diferenciales ó de aislamiento: contienen colorantes e indicadores de pH, azúcares, que permiten una respuesta bioquímica por parte de los microorganismos generalmente por el color que producen. Ejemplo: agar-levine (EMB), agar-Sabourand. ~ Medios selectivos ó inhibidores: son medios que permiten por acción de sustancias enriquecedoras e inhibidoras a alguno de los microorganismos de la muestra inhibiendo el crecimiento de los demás que en la mayoría de los casos es flora contaminante. Ejemplos: agar-Salmonella-Shigella (Agar-SS) (para muestras de heces para aislar solo salmonella y shigella si es que existe en la muestra), agar MacConkey, agar-levine, Thayer-martin, (agar-chocolate agregado de vancomicina, colistina y nistatina que permite el crecimiento de neiseria gonorreal y neiseria meningitidis. ~ Medios de transporte y mantenimiento: se utilizan en la recogida de transporte y conservación de muestras microbiológicas. Son medios no nutrientes que inhiben las reacciones enzimáticas autodestructivas dentro de las células y evitan los efectos letales de la oxidación. ~ Medios para filtros de membrana: son técnicas que permiten el examen de grandes volúmenes de líquido con una población muy baja de microorganismos la separación de los microorganismos del medio de cultivo e incluso su cambio de un medio de cultivo a otro sin interrumpir su ciclo de crecimientos



 COMPOSICIÓN DE LOS MEDIOS DE CULTIVO A continuación se expondrá los constituyente más utilizados en la composición de los medios de cultivo. • AGAR: la concentración en la que aparece en los hidratos de carbono depende del propósito para el que está destinado el medio. • PEPTONA: producto de composición variable obtenido mediante la hidrólisis ácida o enzimática obtenido mediante proteínas de animales o vegetales, a partir de material como por ejemplo: hígado, músculo, leche, etc. • CARNE: el corazón de buey, el músculo y el hígado son utilizados frecuentemente pero también se puede utilizar cerebro, bazo y la placenta de ternera. • EXTRACTOS DE CARNE: contiene bases orgánicas, solubles productos de degradación de las proteínas, vitaminas y minerales. • EXTRACTOS DE LEVADURAS: es una fuente rica en aminoácidos y vitamina del complejo B. • SANGRE: la más utilizada es la de ternero y caballo, tiene que estar libre de agentes microbios • PLASMA: normalmente se utiliza plasma humano ó de conejo. Se utiliza para demostrar la actividad coagulasa. • SUERO • BILIS: contiene varios ácidos biliares como compuestos conjugados como aminoácidos. • SALES BILIARES: son extraídos de la bilis inhibiendo el crecimientos de organismos Gram positillo y bacilos en formas de esporas sin afectar al desarrollo de los bacilos entéricos gram negativo. • GELATINA: proteínas obtenidas mediante extracción de material (colágeno) a partir de los tejidos animales. • HIDRATOS DE CARBONO (azúcares): que se utilizan normalmente para enriquecer medios, para promover el crecimiento o la pigmentación y para determinar si los organismos pueden producir ácidos y gas a partir de ellos. • INDICADORES DE pH: se incorporan en algunos medios de cultivos para dar pruebas visual de pH y otros cambios producidos durante el crecimientos de la bacteria. ALMACENAMIENTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO DESHIDRATADOS Los medios de cultivo deshidratados exigen protegerse de la luz y del calor en un lugar seco y en un recipiente que debe estar fuertemente cerrado. Normalmente se almacenan a una temperatura inferior a 30ºC y algunos de ellos requieren una temperatura de alrededor a 4ºC. MEDIOS DE CULTIVO DE USO MÁS COMÚN • AGAR SANGRE: es el medio utilizado con mayor frecuencia y es conocido como TSA (significa agar con soja tríptica) es un medio de uso general enriquecido. La suplementación del medio con un 6% de sangre proporciona un mejor crecimiento de los microorganismos más fastidiosos así como la obtención de reacciones hemolíticas de estreptococos β hemolíticos. El medio está libre de azúcares reductores ya que estos influirían de forma adversa en las reacciones hemolíticas. La composición por litro: ~ Digestivo pancreático de caseína -- 15 gr. ~ Peptona de soja ----------------------- 5 gr. ~ Agar ------------------------------------ 15 gr. ~ ClNa ------------------------------------ 5 gr. ~ pH = 7’3 ± 0’2 El almacenamiento: el medio preparado en placa perfectamente embolsado tiene una duración de 2 meses a una temperatura de 4-8ºC.



 El agar-sangre es un medio en el que crece muy bien estreptococos, estafilococos, enterobactereaceas, pseudomonas, etc. • AGAR-CHOCOLATE: es un medio enriquecido de uso general que se utiliza para procedimientos cualitativos como el aislamiento y cultivo de microorganismos como haemófilos influenzae, neiseria gonorreal, meningitidis, estreptococos, pneumonae. El almacenamiento: el medio preparado en placa perfectamente embolsado tiene una duración de 2 meses a una temperatura de 4-8ºC. • THAYER-MARTIN: es un medio selectivo, usado para el aislamiento de neiseria Spp (cualquier especie) de muestras que contengan flora acompañante, básicamente es el medio de agar-chocolate con los factores V y X al que se añade 4 antibióticos para que actúen en su misión de inhibición (VCAT: vancomicina, colistina, anfotericina, tremetropin). En el crece muy bien la neiseria meningitidis y gonorreal. El almacenamiento: el medio preparado en placa perfectamente embolsado tiene una duración de 2 meses a una temperatura de 4-8ºC. • AGAR-MACCONKEY: es un medio diferencial recomendado para aislamiento y diferenciación de microorganismos fermentadores y no fermentadores de lactosa. Lleva lactosa como único hidrato de carbono. Su acción diferencial está basada en que los microorganismos capaces de fermentar lactosa producen una caída de pH junto con una absorción de colorante (rojo neutro) apareciendo en la colonia el color rojo y las colonias de microorganismos que no fermentan la lactosa permanecen incoloras. El almacenamiento: el medio preparado en placa perfectamente embolsado tiene una duración de 2 meses a una temperatura de 4-8ºC. • EMB-LEVINE-AGAR: (eosina, azul de metileno) es un medio selectivo y diferencial que se usa para el aislamiento, el cultivo, y la diferenciación de bacilo entéricos, gram negativos fermentadores de lactosa y no fermentadores de lactosa gracias a los 2 indicadores y contienen eosina y azul de metileno. Los colorantes sirve par que le medio sea diferencial y además para inhibir el crecimiento de bacterias gram positivas. El almacenamiento: el medio preparado en placa perfectamente embolsado tiene una duración de 2 meses a una temperatura de 4-8ºC. • AGAR CLED: es utilizado como medio diferencial par el aislamiento, enumeración e identificación de microorganismos en orina. Al tener deficiencia electrolítica este medio inhibe la aglomeración de proteus que de otra forma entorpecería la observación. El medio incluye lactosa para detectar contaminantes coliformes que fermentan la lactosa que hace que el medio entrono a la colonia vire a color amarillo. Este medio contiene entre otros componente lactosa, L-cistina (permite el buen crecimiento de las coliformes), y el indicador de azul de bromotimol, se usa como indicadores de pH para diferenciar los microorganismos fermentadores de lactosa de los no fermentadores. • AGAR SABOURAND: es un medio diferencial recomendado para el cultivo y crecimiento de hongos. APRA que ocurra el crecimiento selectivo de hongos sobre bacterias en las muestras a analizar este medio depende tan solo de la reacción ácida (pH = 5’6 ácido). Para hacerlo selectivo cuando se requiera se podrá añadir cloranfenicol y ciclo-heximida. • CALDO TIOGLICOLATO: se utiliza para cualquier tipo de microorganismos así como para comprobar la esterilidad de antibióticos, alimentos y otros productos. El almacenamiento: el medio preparado, en tubos y frascos, tiene una duración de unos 3 meses y se conserva entre 4-8ºC • MULLER-HINTON- AGAR: se utiliza en la comprobación de al susceptibilidad de microorganismos a antibióticos. Es un medio simple, transparente y sin materiales termolábiles. La técnica de trabajo en este medio consiste en depositar en la superficie discos de papel impregnados de antibióticos a probar., una vez sembrada la placa para poder ver el alo que se



 forma alrededor del disco y constatar así la inhibición de los distintos discos en su diferentes concentraciones de antibióticos. El almacenamiento: el medio preparado en placa perfectamente embolsado tiene una duración de 2 meses a una temperatura de 4-8ºC. • CALDO COMÚN (TSB): es un medio de uso general utilizado para el crecimiento de microorganismo exigentes, así como para los no exigentes. El almacenamiento: el medio preparado en placa perfectamente embolsado tiene una duración de 2 meses a una temperatura de 4-8ºC. • AGAR ENTÉRICO DE HEKTOEN: es un medio diferencial-selectivo par aislamiento y diferenciación de patógenos entéricos gram negativos. Crecen muy bien la salmonella y la shigella. • KLIGLER HIERRO AGAR (KIA): se recomienda para la identificación de bacilo entéricos gram negativos basada en la fermentación de dextrosa y lactosa, y es la producción de SH2 (sulfhídrico). Se recomienda par identificar posteriores cultivos puros de colonias tomadas de medios primarios como agar McKoong, agar SS (salmonella-shigella). Es un medio que permite una diferenciación de los bacilos gram negativos tanto en su capacidad para fermentar dextrosa y galactosa como en su capacidad de producir SH 2. el rojo fenol es el indicador de producción de ácido y el sulfato ferroso lo es de la producción de ácido sulfhídrico. El almacenamiento: el medio preparado en placa perfectamente embolsado tiene una duración de 2 meses a una temperatura de 4-8ºC. PREPARACIÓN DE LOS MEDIOS DE CULTIVOS • Material: el material que se va a utilizar debe estar en perfectas condiciones de limpieza y además debe estar aclarado con agua destilada o desionizada. Los aparatos que se van a utilizar deben estar perfectamente calibrados. • Agua: debe ser destilada o desionizada y no debe contener cloro, cobre, plomo, ni detergentes. El agua debe tener una conductibilidad adecuada y un contenido iónico tal y como indican las especificaciones para aguas purificadas de la USP. • Esterilización: el tiempo de esterilización debe ser el óptimo. • Modelo estándar de preparación: se disuelve la cantidad del medio que aconsejan los manuales de microbiología del medio que se va a fabricar en el volumen de agua destilada o desionizada que nos indiquen. Al disolución se debe hacer calentando y agitando al mismo tiempo cuando se trata de un medio de cultivo sólido o semisólido hasta que se disuelve por completo. Si el medio de cultivo fuera un caldo con una agitación sería suficiente. Se esterilizará el medio de cultivo ya disuelto en autoclave hirviéndolo o filtrándolo. Lo más habitual es la esterilización en autoclave pero existen determinados medio que para conservar sus propiedades órgano-eléctricas no pueden ser sometidos a temperaturas elevadas y por tanto se proceden a hervirlos o filtrarlos según sean sólidos o líquidos respectivamente. Los medios se trasladan a una zona estéril parar irlos enfriando lentamente y añadirles si procede los suplementos a una temperatura que social entre los 45-50ºC. se dosifica el medio de cultivo en el tipo de envase que se vaya a requerir en condiciones totalmente asépticas. Una vez hecho esto hay que realizar el control de calidad de los medios preparados.



 TEMA 5 EXAMEN MICROSCÓPICO DE LAS BACTERIAS Examen en fresco: se puede realizar tanto desde muestras clínica como desde cultivos. Es necesario que los cultivos sean jóvenes ya que los microorganismos de los cultivos viejos pierden movilidad y gran parte de ellos están lisiados. Existen varias técnicas para el examen en fresco: ~ Preparaciones húmedas (porta y cubre): cuando partimos de un cultivo líquido basta con poner una gota del producto entre porta y cubre. Si la muestra es de cultivo sólido ponemos 1 gota de agua estéril o suero fisiológico en un porta y tomamos en un asa de platino una pequeña cantidad de cultivo sólido, emulsionamos suavemente sobre el porta y colocamos suavemente sobre el porta y colocamos el cubre presionando con precaución de que no se formen burbujas de aire, llevamos a observar al microscopio en general con objetivo de 40X. El inconveniente de este método es que la preparación se seca muy rápidamente y además no permite observar tan bien la movilidad del microorganismo como en la gota pendiente. ~ Método de la gota pendiente: se utilizan unos portas especiales con una o varias excavaciones. Se coloca 1 gota de la suspensión en el centro del cubre con un asa previamente esterilizada, a continuación se coloca el porta sobre el cubre de forma que la gota de suspensión coincida con el centro de la excavación después se le dará la vuelta rápidamente al porta manteniéndola cubre en su posición. El tamaño de la gota debe ser el adecuado para evitar la evaporización y suficientemente pequeña par evitar el contacto con el porta. Este método permite observar mejor la movilidad del germen. ~ Examen en fresco con nigrosina: mediante este método se obtienen imágenes en las que destacan las bacterias incoloras sobre un fondo negro parduzco. Se utiliza principalmente par el estudio de detalles estructurales como cápsulas y flagelos. En el centro de un porta se coloca con el as a 1 ó 2 gotas de nigrosina (mejor que tinta china) a continuación con el asa se toman unas gotas del material estudio y se mezclan lo más homogéneamente posible. Se seca al aire y se observa con el objetivo de inmersión. Coloraciones vitales: las tinciones o coloraciones vitales son montajes de materia viva teñidos suelen utilizarse par ello determinados colorantes (azul de metileno, rojo neutro,...) a bajas concentraciones. Su objetivo es facilitar la observación mediante el colorante de la morfología y estructura bacteriana pero sin provocar alteraciones celulares no destruir la bacteria. Preparaciones fijadas y coloreadas: este tipo de preparaciones son las más frecuentes tanto las obtenidas directamente a partir de muestras clínicas como las obtenidas a partir de desarrollo de cultivos. Puede ser: 1·- tinciones simples: son las que utilizan un solo colorante y permiten conocer la morfología y tipos de agrupación bacteriana. A·- Tinción de azul de metileno. B·- Tinción fucsina fenicada. 2·- tinciones diferenciales: utilizan más de un colorante y sirven para poner de manifiesto las características de afinidad de ciertos microorganismo. A·- Tinción del GRAM B·- Tinción de los bacilos ácidos-alcohol-resistente (BAAR) 3·- tinciones estructurales: utilizan más de un colorante y sirven para poner de manifiesto estructuras bacterianas. A·- Tinción de flagelos: método de Rhodes, de Tribordeau, de Leifson. B·- Tinción de esporas: métodos de Moeller, de Wirtz-conklin C·- Tinción de cápsulas: método de Hiss, de tinta china D·- Tinción de corpúsculos metacromáticos: métodos de Albert, de Loeffler.



 Realización del frotis: • Para la realización del frotis: puede prepararse a partir de productos líquido o sólido. Si el producto es líquido se coloca sobre un porta una gota del material a estudiar y se extiende con ayuda del asa de platino. Si el material es sólidos (esputo, colonias) se pasa sobre la superficie del porta el hisopo sobre el que se ha formado la muestra. Una vez que se ha confeccionado el frotis se pasa al secado. • Secado: se dejará secar el frotis a temperatura ambiente. Una vez secado viene la fijación. • Fijación: tiene como objeto la inmovilización de las estructuras del material estudiado en un estado más próximo posible al estado vivo. La fijación consiste en la muerte rápida de los microorganismo debida al a coagulación de las albúminas protoplasmáticas. Las forma más habituales de fijación son: ~ Calor: que se pasará varias veces la parte inferior de la preparación por la llama azul de un mechero Bunsem hasta que se norte caliente en el dorso de la mano pero sin que queme. ~ Alcohol en frío: que se cubre la preparación con etanol y metanol (más barato). Se deja actuar durante varios minutos se escurre y se deja secar. • Coloración: es para colorear los microorganismos • Lavado: consiste en la eliminación del exceso de colorante. • Una vez lavado seca al aire. Procedimientos de tinción: se utiliza principalmente el procedimiento basado en la decantación de los líquidos empleados. Se puede utilizar unos cristalizadores sobre los que se dispone un puede formado por 2 varillad de cristal unidas por sus extremos con una separación entre ellas de variaos centímetros. Sobre el puente se colocan las preparaciones secas y fijadas y se realiza la técnica de tinción según el protocolo a seguir. Técnicas de tinciones: 1·- Tinciones simple: A·- T. Azul de metileno: se utiliza como reactivo una disolución de azul de metileno. Técnica: se extiende la preparación con colorante y se deja actuar de 15 minutos. Se lava bien con agua quitando el exceso. Se seca al aire y se ve con el objetivo de 100%. Las bacterias aparecerán de color azul en mayor o menor grado. B·- T. de fucsina fenicada: se utiliza como reactiva la solución de fucsina fenicada. La técnica es la misma que la del azul de metileno pero utilizando fucsina fenicada y se deja actuar de 1-3 minutos. Las bacterias se van a observar de color roja. 2·- Tinciones diferenciales: son aquellas que utilizan más de un colorante y sirven para poner de manifiesto algún carácter propio del microorganismo. A·- T. de GRAM: por medio de ella se divide a los microorganismo en 2 grandes grupo: gram positivo y gram negativo. Según retengan o no el cristal violeta utilizado en la tinción. El fundamento de la técnica es la siguiente: cuando se tratan las bacterias con cristal de violeta y una solución de Yodo (lugol) todas ellas se van a teñir de un color violáceo, al unirse el colorante (cristal de violeta) al yodo en la pared celular. Si a continuación se les trata con una solución decolorante mientras que las gram negativas el color se elimina. Si a continuación se trata la preparación con otro colorante de contraste las bacterias gram negativas serán teñidas por él. La tinción gram puede utilizarse no solo por bacterias procedentes de colonias aisladas sino también para el examen directo de muestras clínicas (esputos, exudados,...) Reactivos: o cristal violeta o solución de lugol o solución de colorante alcohol-acetona o solución de fucsina (solución de contraste) también safranina.



 Técnica: extender, secar y fijar al calor. Cubrir la preparación con violeta de genciana ó con cristal violeta. Lavar con agua. Cubrir con lugol y dejar actuar durante 1 minuto. Lavar con agua., decolorar con alcohol-cetona hasta que se arrastre todo el colorante. Volver a lavar con agua. Cubrir con fucsina diluida y dejar actuar entre 30-45 segundos. Lavar con agua. Secar a temperatura ambiente. Observar con el objetivo de inmersión. Se observa al microscopio con objetivo de inmersión las bacterias gram positivas aparecerán coloreadas de violeta oscura y las de gram negativas de color rosado. B·- T. del BAAR (bacilos ácido-alcohol-resistentes ó tinción de Ziehl-neelsen): se utiliza para diferenciar las bacterias ácido-alcohol resistentes de las no ácido-alcohol resistente. Algunas bacterias poseen en su pared celular ciertos ácidos grasos de cadena larga que les confiere la propiedad de resistir la decoloración con alcohol ácido tras haber sido teñidas con colorantes básicos. Esta tinción requiere un calentamiento para que el colorante atraviese la pared bacteriana que contiene ceras. Reactivos: o Fucsina fenicada de Ziehl-neelsen o Solución de colorante de alcohol-clorhídrico o Azul de metileno fenicado o no como colorante de contraste Técnica: una vez preparada y fijada el frotis por calor se cubre con fucsina fenicada y se calienta mediante una llama hasta la emisión de vapores calentando periódicamente durante 5-10 minutos. Se lava con agua destilada. Se cubre el porta con la solución decolorante durante 1 minuto y luego se escurre. Hay que asegurarse que no se desprende más colorante roja. Se lava con agua y se elimina el exceso. Se cubre con el colorante de contraste y se deja actuar 1 minutos aproximadamente. Se lava con agua destilada eliminando el exceso. Secar el aire. Se observa al microscopio con el objetivo de inmersión y los bacilos ácido-alcohol resistente aparecen de color rojo sobre el fondo azul de la preparación. El informe debe hacer siempre referencia al número de campos observados y se expresará ausencia de BAAR sobre N campos microscópicos o la presencia de BAAR debe expresarse cuantitativamente. C·- T. de Tan-Thiam-Hok (T. de Kinyoun): esta tinción permite una coloración más rápida que la anterior y evita la necesidad de calentamiento. Reactivos: o Solución de Kinyoun o Decolorante: solución de Gabett. Técnica: se realiza el frotis se seca al aire y se fija. Se cubre la preparación con el colorante de Kinyoun y se deja actuar durante unos 3 minutos. Se lava con agua y después se cubre con la solución de Gabett. Se deja actuar durante 1 minutos. Se lava con agua y se seca al aire. Se observan al microscopio con objetivo de inmersión y los BAAR aparecen teñidos de color rojo. 3·- Tinciones estructurales: son las que utilizan más de un colorante y sirven para poner de manifiesto distintas estructuras bacterianas. A·- T. de flagelos: para su observación se debe partir de cultivos jóvenes de entre 6-12 horas y si es posible sembrarlo en agar nutritivo blando. En la preparación del frotis deben utilizarse portas nuevos perfectamente limpios tratados con mezcla sulfo-crómica, perfectamente aclarados con agua destilada y secados en estufa. Se prepara una suspensión del germen en agua destilada mezclando suavemente hasta obtener una suspensión lechosa. Si se sospecha que el germen es infecciosos se debe utilizar agua formolada entre el 5-10%. Se coloca el porta ligeramente inclinado y se deposita sobre él unas gotas de la suspensión. Si está perfectamente limpio las gotas se deslizarán en toda su longitud formando una delgada película que se dejará secar al aire sin aplicar calor.



 • Método de Rhodes: Reactivos: Mordiente de Rhodes Nitrato de plata amoniacal (NO3Ag amoniacal) Técnica: se cubre la extensión con el mordiente de Rhodes entre 3-5 minutos. Se lava cuidadosamente con agua destilada (mejor por inmersión). Se cubre con al solución de NO 3Ag amoniacal calentando hasta casi ebullición y dejándolo actuar de 3-5 minutos. Se lava con agua destiladas y se seca. Se observa con el objetivo de inmersión y los flagelos podrán observarse gracias al precipitado de NO3Ag que se ha depositado en torno suyo. • Método de Tribordeau: (fijar con alcohol) • Método de Leifson: Reactivo: colorante de Leifson Técnica: se cubre la preparación con el colorante de Leifson se deja actuar unos 10 minutos hasta que el alcohol se evapore. Se lava con agua sin volcar el colorante. Se seca. Se observa con objetivo de inmersión. Los flagelos se observan de rojo oscuro a azul negruzco. B·- T. de esporas: las esporas son la forma de resistencia de las bacterias. Al microscopio las esporas sin teñir se observan como gránulos brillantes. Según su localización en la célula se distinguen 3 tipos de esporas: ~ Centrales: se sitúan en el centro de la célula. ~ Subterminales: próximas al extremo ~ Terminales: situados en el extremo. • Método de Moeller: Reactivos: Solución acuosa al 5% de ácido crómico Fucsina fenicada de Ziehl-neelsen Solución acuosa de clorhidrato de anidrina al 5%. Solución de azul de metileno Alcohol absoluto (100º) Técnica: se cubre el frotis fijado con la solución de ácido crómico y se deja actuar de 510 minutos. Se lava con agua abundante. Se cubre el frotis con la fucsina fenicada y se calienta hasta la emisión de vapores hasta 10 minutos. Se lava con agua destilada. Se añaden unas gotas de clorhidrato de anidrina y de alcohol absoluto. Se mezclan soplando sobre la preparación y se deja actuar unos 20 segundos. Se lava con agua destilada cuidadosamente y se cubre con azul de metileno durante 1 minuto. Se lava y se seca al aire. Se observa con objetivo de inmersión las esporas se verán de rojo-rosados y las bacterias azules. • Método de Wirtz-conklin: Reactivos: Solución acuosa de verde de malaquita al 5% Solución acuosa de safranina de cobre al 2% Técnica: se fija el frotis al calor. Se cubre la preparación con verde malaquita y se calienta hasta la emisión de vapores (unos 8 minutos). Se lava con agua destilada. Se añade la solución de safranina y se deja actuar unos 30 segundos. Se lava con agua y se deja secar a temperatura ambiente. Se observa con objetivo de inmersión. Las esporas estará de color verde y el resto de color rojo. C·- T. de cápsulas: la cápsula es una capa mucosa más ó menos gruesa que envuelve la pared celular de algunas bacterias. Está compuesta de polisacáridos, mucopolisacáridos o



 mucopéptidos. A consecuencia de su elevado contenido en agua se tiñen débilmente por los colorantes. Por ello algunas técnicas colorean el fondo de la preparación destacando sobre él las cápsulas sin teñir. Las preparación de los frotis debe realizarse un frotis espeso a partir de una suspensión de los gérmenes en suero salino diluido de 1/3 en suero fisiológico. • Método de Hiss: Reactivos: Solución acuosa de cristal violeta al 1% Solución acuosa de sulfato de cobre al 2% Técnica: se fija el frotis al calor. Se cubre la preparación con la solución de cristal de violeta y se calienta a vapor fluente a 1 minutos. Se lava con la solución de safranina de cobre. Se seca a temperatura ambiente. Se observa con objetivo de inmersión. Las cápsulas se habrán coloreado a azul pálido. Las bacterias de púrpura y el fondo de color claro. • Método de la tinta china: Reactivos: Solución de fucsina diluida Nigrosina ó tinta china Técnica: sin fijar el frotis se cubre con la fucsina diluida durante 2 minutos se lava con agua destilada y se seca al aire. Se coloca en un extremo del porta 2 gotas de nigrosina ó tinta china se hace una extensión pro el método de los 2 portas. Se seca. Se observa al microscopio con objetivo de inmersión. Al haber echo la extensión con la nigrosina o con la tinta china el fondo aparecerá negro, las bacterias teñidas de rojo con la fucsina y la cápsula será un halo blanco que las envuelve. D·- T. de corpúsculos metacromáticos: el género corynebacterium presenta unos gránulos de reserva de fosfato, llamados gránulos ó corpúsculos metacromáticos. • Método de Albert: Reactivos: Solución de lugol Colorante de Albert Técnica: se fija el frotis al calor y se cubre con el colorante de Albert y se deja actuar durante unos 15 minutos. Se lava con agua, y se cubre con lugol durante 1 minuto. Se vuelve a lavar con agua y se seca a temperatura ambiente. Se observa con objetivo de inmersión y los corpúsculos metacromáticos se verán de color oscuro sobre el cuerpo bacteriano más claro. • Método de Loeffler: Reactivos: azul de metileno de Loeffler Técnica: se fija con calor. Se cubre con el colorante de Loeffler y se deja actuar 3 minutos. Se lava con agua destilada. Se seca. Se observa con objetivo de inmersión. Los gránulos se verán de azul intenso sobre el fondo de la célula azul más claro. COLORACIONES ESPECIALES Son coloraciones fluorescentes. Se denomina fluorescencia a la propiedad de algunos colorantes de excitarse al absorber luz ultra violeta para a continuación a medida que las moléculas vuelven a su estado normal liberan este exceso de energía como luz visible. • Tinción naranja de acridina: esta tinción se utiliza principalmente para el estudio de microorganismo en hemocultivos, líquido céfalo-raquídeo (LCR). Se basa en la tinción de los ácidos nucleicos de los microorganismos por el fluorocromo naranja de acridina. ~ Reactivos: naranja de acridina al 0’01% en tampón acetato de pH = 4.



 ~ Técnica: se extiende y se seca la preparación. Se fijan los frotis con metanol o calor. Se cubre la preparación con naranja de acridina y se seca al aire. ~ Se examina la preparación con objetivo de inmersión en microscopio de fluorescencia. Las bacterias presentarán una coloración naranja brillante sobre un fondo verdoso oscuro. • Tinción de rodamina-auramina: los fluorocromos rodamina-auramina tienen la propiedad de fijarse a los ácidos micólicos de las paredes celulares de las microbacterias que aparecerán de color amarillo ó naranja brillante sobre un fondo verdoso. Se utiliza además un colorante de contraste (normalmente permanganato potásico) que tiene como función evitar la fluorescencia inespecífica. ~ Reactivos: Solución colorante rodamina-auramina Solución decolorante Colorante de contraste ~ Técnica: se extiende la preparación y se seca. Se fija al calor, se cubre la preparación con rodamina-auramina. Se deja en contacto durante 15 minutos. Se lava con agua destilada. Se cubre la preparación con solución decolorante, se deja actuar durante 2-3 minutos. Se lava con agua destilada. Se cubre la preparación con colorante de contraste y se deja actuar durante 3-4 minutos. Se lava y se seca al aire. ~ Se examina con microscopio de fluorescencia y con objetivo de inmersión. las BAAR se aparecen de color amarillo naranja sobre un fondo verde.



 TEMA 6 TÉCNICAS DE DESINFECCIÓN Y ESTERILIZACIÓN DESINFECCIÓN Y ESTERILIZACIÓN. CONCEPTOS Y APLICACIONES. Son técnicas de saneamiento que tienen con objetivo interrumpir la cadena epidemiológica impidiendo la propagación de los microorganismos. La esterilización incluyen las técnicas que consiguen la destrucción de los microorganismo patógenos, saprofitos, esporas y cualquier forma de vida presente sobre un objeto. No se puede emplear sobre personas. Decimos que un material está asépticos o estéril cuando se ha destruido cualquier forma de vida presente en su superficie. La desinfección incluye las técnicas que destruyen los microorganismos patógenos actuando sobre personas, animales, el ambiente, las superficies de los edificios, las excretas y los objetos que los transportan para evitar su difusión. Se dice que un objeto está séptico cuando la superficie está contaminada. Al solución que se utiliza para destruir microorganismo patógenos de la superficie de los objetos se llama desinfectante. Los desinfectantes son agente químicos ó métodos físicos que matan a formas vegetativas pero no matan las esporas de gérmenes patógenas. Se habla de antiséptico como la solución desinfectante que se emplea sobre la piel y heridas del ser humano impidiendo el desarrollo o la acción de los microorganismos bien o por destrucción o inhibiendo su actividad. Saneamiento: es la reducción de la población microbiana a niveles no peligrosos. Germicida ó microbicida: mata a formas en desarrollo pero no forzosamente a las esporas de los microorganismos. Bactericidas: mata a bacterias Funguicidas: mata a hongos Virucidas: mata a virus Esporicidas: mata a esporas Bactereoestasis: es la supresión del desarrollo de bacterias. Las sustancias que se utilizan para la bacterioestasis se llama bacteriostático. Fungistático: impide el desarrollo de hongos Virostático: impide el desarrollo de virus Agente antimicrobiano: interfiere en la actividad de crecimiento de microorganismos Agentes antibacterianos: interfiere en al actividad de crecimiento de bacterias Antifúngico: interfiere en la actividad de crecimiento de hongos. MÉTODOS DE DESINFECCIÓN Métodos físicos: Ebullición o hervido: consiste en sumergir en agua hirviendo al menos durante 20 minutos objetos como jeringas, agujas, bateas, etc consigue destruir la mayor parte de los gérmenes patógenos pero no todos. Radiación ultra-violeta: son un tipo de radiaciones como poder germicida que se incluye entre las radiaciones solares, el mismo efecto importante para mantener el ambiente de locales cerrados se consigue colocando lámparas UVA que emiten este tipo de radiaciones se emplean en quirófanos, salas de infecciosos, prematuros, etc. Cabina ó filtros de flujos laminar: constituyen un sistema de filtrado de aire que retienen las partículas que transportan este (aire) pudiendo considerarse que queda estéril. Se emplea en salas de quemados, quirófanos y cabinas de trabajo como es en el servicio de laboratorio y en farmacia. Métodos químicos: son compuestos químicos que se aplican sobre objetos (desinfectante) o sobre la piel y heridas de los eres vivos (antisépticos) entre los más usados tenemos:



 1·- Compuestos clorados: se usan para la desinfección de piscinas, suelos, ropa, et c. uno de los más usados es el hipoclorito sódico (lejía) (ClONa) que se utiliza al 1% para la higiene personal y entre el 5-7% para saneamiento y blanqueante. También tenemos las cloraminas (cloramina T) que se descomponen en oxígeno naciente (O2 + O2) y cloro. El oxígeno actúa como potente oxidante y el cloro se combina con las proteínas de las membranas celulares. 2·- Alcoholes: • Etanol: se utiliza al 70% para la antisepsia de las manos y otras zonas del cuerpo, así como para instrumentos metálicos, es efectivo para las formas vegetativas pero no para las esporas bacterianas. • Metanol: es más tóxico que el etanol y puede producir daño en los ojos. Los alcoholes superiores son más germicidas que el etanol pero en general no se utiliza porque tienen baja solubilidad en agua. Los alcoholes actúan por desnaturalización de las proteínas, disuelven los lípidos y tiene capacidad deshidratante. El etanol al 70% inactiva los virus. 3·- Agua oxigenada (H2O2): es un compuesto que actúa como oxidante suele emplearse en la limpieza de las heridas. Otros oxidantes son: el ozono (O3) y el dicromato-potásico, permanganato. 4·- Iodóforos: son compuestos derivados el yodo (el yodo es el agente germicida más antiguo y el más eficaz). Los iodóforos ceden yodo poco a poco, son germicidas y producen porca irritación. Tiene capacidad de actuar sobre bacterias, virus, hongos y esporas. Mantiene parcialmente su acción antiséptica en presencia de pus, sangre, exudados, etc. 5·- Clorofenoles: se emplea como desinfectantes y antisépticos. Asociados con jabones son muy eficaces. 6·- Detergentes catiónicos (derivados de R-NH4+): son jabones con poder germicidas que limpian y desengrasan. Se utilizan como antisépticos en piel y heridas y como desinfectante en material médico-quirúrgico. También actúan por disminución de la tensión superficial y transferencia de los microorganismos desde el lugar que limpiamos hasta la solución. Entre ellos destacan los compuestos de amonio cuaternario. Según la concentración que se emplean pueden actuar como bacteriostáticos y si aumenta la concentración como bactericida. También tenemos detergentes aniónicos y no iónicos, pero tiene menor poder. 7·- Metales pesados: tenemos mercurio, plata, cobre. Tienen efecto bacteriostático. 8·- Ácidos y álcalis: la capacidad bactericida de un ácido o una base está en función de su grado de disociación. Modificando el pH se produce la destrucción de las bacterias. 9·- Colorantes: no se conoce su mecanismo de actuación. Los derivados del trifenilmetanol: cristal de violeta, verde brillante, y verde malaquita. Hasta el momento no se conoce el desinfectante ideal porque las condiciones que exigimos son varias: ~ Facilidad de aplicación. ~ Bajo coste ~ Alto poder germicida ~ Estabilidad como compuesto químico ~ Solubilidad en agua ó en alcohol ~ No tóxico para personas ni para animales ~ Inerte con material orgánico ~ Buena capacidad de penetración ~ No corrosivo ~ No teñir.



 La aplicación del desinfectante pueden realizarse mediante: A·- Por la loción: es el humedecimiento acompañado de frotación que se realiza en suelos, paredes, objetos. Se utilizan bayetas, esponjas,... B·- Por inmersión: es la acción de sumergir objetos, tropa, utensilios en solución desinfectantes manteniéndolos en ellos durante un tiempo determinado. C·- Por pulverización: es la producción de gotitas pequeñas mediante aparatos en el que se ha introducido el desinfectantes. Actúan sobre las superficies de forma uniforme. D·- Aerosoles, micronieblas ó microbrumas: los aparatos microdifusores que contiene el desinfectante proyectan en el ambiente una finísima niebla que flota en el aire. TÉCNICAS DE ESTERILIZACIÓN Para lograr la esterilización se pueden usar 3 técnicas: métodos físicos, métodos mecánicos y métodos químicos. Métodos físicos: existe una diferencia ente la esterilización por calor seco y calor húmedo. El calor seco mata a los microorganismos pro oxidación de los componentes celulares y si es calor húmedo matará los microorganismos por coagulación de moléculas grandes como son proteína, lípidos, etc. La forma vegetativa es más sensible al calor que la esporulada. • Incineración: se utiliza calor seco. Se realiza mediante hornos crematorios en los que los desperdicios del hospital se destruyen por cremación. • Flameado: también se utiliza calor seco. Se utiliza poniendo la llama en contacto con el objeto que se quiere esterilizar o quemando el alcohol vertido sobre una superficie. El flameado se utiliza por ejemplo para esterilizar asas de siembras. • Estufas ó hornos de calor seco pasteur ó poupinel: se emplean para esterilizar objetos de vidrio o porcelana, material de laboratorio (pipetas, matraces,...) y algunos instrumentos de metal (como instrumentos de disección, agujas de punción,...). El material a esterilizar debe introducirse limpio, seco y protegido mediante bolsas de papel sellado o en cajas metálicas. Viene un sistema de resistencias eclécticas y termostato que una vez alcanzado una temperatura adecuada la mantiene durante el tiempo necesario. Mediante el termómetro puede comprobarse la temperatura que existe el interior. Permite alcanzar temperatura de hasta 200ºC. se emplea durante 1 hora a 170ºC para materiales de vidrio y porcelana o durante 2 horas a 160 ºC para agujas y otros materiales metálicos. Ventajas: sencillo de utilizar y bajo coste. Inconvenientes: lentitud, limitación de espacio y las altas temperaturas que requieren no soportables por todos los materiales. En medio hospitalario empieza a desecharse pero sigue usándose en laboratorio. • Tindalización: esteriliza por medio de vapor fluente. Es una esterilización fraccionada (autoclave de Arnold). Consiste en 3 calentamientos discontinuos. En el primer calentamiento matamos todas las formas vegetativas y no esporuladas. Después de este calentamiento las esporas pasan a formas vegetativas y en el segundo calentamiento mataríamos las esporas que pasaron a formas vegetativas. El tercer calentamiento es por seguridad. Ejemplo: es para esterilizar un suero o medio de cultivo. • Autoclave: es esterilización por vapor a presión. Es una estufa de vapor de agua. El autoclave clásico consta básicamente de un sistema de calentamiento por gas o electricidad y una cierta cantidad de agua en el fondo que con el calentamiento se evapora y produce el efecto deseado. En el interior lleva una rejilla sobre la que se coloca el materia. La tapa del sistema cierra herméticamente. En el exterior se observa un manómetro, una llave de purga, que permite eliminar el aire contenido en el interior para que sol oque de vapor cuando se va calentando el aparato y una válvula de seguridad.



 Tras introducir el material se cierra la tapa y se conecta la fuente de calor hasta que por la llave de purga sale un chorro continuo de vapor, en ese momento cerramos la llave par que se eleve la presión en la autoclave que controlamos con el manómetro. Una vez transcurrido el tiempo para la esterilización se desconecta la fuente de calor y se espera a que la presión interior se iguales con la exterior (el manómetro indicará cero atmósferas). Por este método se esterilizan los objetos de goma o caucho, medios de cultivo, tejidos, gasas, instrumental metálico, etc. Los objetos de tela deben estar 10 minutos a 135ºC a 2 atmósfera. Los objetos de goma 20 minutos a 120ºC y a 1 atmósfera. Ventajas: eficacia, facilidad de manejo y bajo coste, es decir el método de elección en los hospitales. Inconvenientes: son su elevados temperatura y las alteraciones que producen en los materiales de goma o caucho. • Pasteurización y la uperización: se utiliza en alimentos no en objetos, ropa, etc. • Radio-esterilización o esterilización en frío: las radiaciones actúan alterando los sistemas enzimáticos bacterianos y provocan la muerte de los microorganismos. Hay 3 tipos de radiaciones: ultravioleta, rayos X y gamma. ~ Ultravioleta: principalmente en desinfección. ~ Rayos X: todos los rayos X son letales para microorganismos y seres vivos. La capacidad de penetración de los rayos X es dependiente de la energía con la que se emite. Son difíciles de manejar, peligrosos, costosos y pocos precisos. Su utilización para esterilizar está restringida. ~ Los más utilizados son las radiaciones gamma: que tienen mayor capacidad de penetración. La más utilizada es el cobalto 60. se utiliza con material de un solo uso como agujas, jeringas, sondas, bisturís, y gasas, etc. Se emplean en la producción industrial. Métodos mecánicos: • Filtración: la filtración se utiliza para esterilizar líquidos o suspensiones formadas por sustancias termolábiles (sensibles al calor) (por ejemplo: suero) las cuales se hace en pasar a través de unos filtros en lo que se quedan retenidos los microorganismos, la eficacia de estos sistemas depende del tamaño del poro del filtro o bien de su carga eléctrica; a pH óptimo la mayoría de las bacterias tienen una carga de superficie negativa por lo que la filtración será más eficaz cuando más positiva sea la carga del filtro. Existen muy diversos tipos de filtros en el mercado entre los que cabe destacar: ~ Filtro Chamberland: son cilindros de porcelana sin barnizar. ~ Filtro Berkefeld: son filtros a base de tierra de diatomeas. ~ Filtro Seitz: discos a base de amianto. ~ Filtro de vidrio poroso ~ Filtro de membrana: están construidos a base de membranas de ésteres de celulosa. ~ Ultra-filtros: suelen construirse a base de celofán. • Sedimentación: es una técnica muy lenta que se emplea fundamentalmente en las centrales depuradoras de agua y se basan en que las bacterias pesan ligeramente más y tiene una densidad levemente mayor que el agua con lo que tienden a depositarse en el fondo. Este proceso de sedimentación puede acelerarse añadiendo al agua partículas pesadas a las que se adhieren los microorganismos. En el laboratorio se puede llevar a cabo una variante de sete método de sedimentación que es la centrifugación considerándose estéril el sobrenadante. Métodos químicos: A·- Glutaraldehido: al 2% en forma de líquido. Esta concentración tiene un espectro muy amplio de actividad antimicrobiana. Se utiliza en óptica y en instrumentos urológicos.



 La esterilización por gases se llevan a cabo cuando el producto que queremos esterilizar no aguanta temperaturas elevadas. B·- Óxido de etileno: métodos por excelencia. Tiene mucha capacidad germicida y presenta capacidad de esterilizar a temperatura ambiente. Es líquido a temperaturas inferiores a 10ºC y a temperaturas superiores son gases. Presenta actividad contra formas bacterianas vegetativas y esporas. Tiene buena capacidad de penetración y nos permite esterilizar grupos de ropa. C·- β-propio-lactona: es más activo pero con menos capacidad de penetración que el óxido de etileno es más peligroso. Presenta capacidad funguicida y viricida a parte de bactericida y esporicida. No es inflamable. En la actualidad se usa poco porque presenta capacidad cancerígena y produce daño en la piel y lagrimeo de ojos. D·- Formaldehído o formol: (es un método desinfectante profundo). Es estable a temperatura y concentración elevadísima la desventaja es que baja la capacidad de penetración. Su actividad depende de la temperatura y humedad . Es útil para esterilizar recintos cerrados. Precauciones que deben observarse antes de la esterilización: • Limpieza: el material una vez utilizado debe limpiarse para eliminar restos de materia orgánica. Puede ser de forma manual o de forma mecánica. A·- De forma manual: ~ Se enjuaga con agua fría para arrastrar los restos orgánicos. ~ Se lava con agua caliente con cepillo y jabón insistiendo en los recodos de los objetos ~ Se aclara con agua caliente y se seca B·- De forma mecánica: ~ Ondas ultrasónicas: se considera un método de limpieza que facilita la desinfección o la esterilización posteriores. Los objetos se sumergen en una cubeta de líquido apropiado emitiendo en el un sonido que provoca el desprendimiento de los restos adheridos a los objetos. • Métodos de control de esterilización: sirve para comprobar la eficacia del sistema empleado y para darnos la seguridad de que podemos confiar en la asepsia del objeto. Se le añade después de preparado el paquete. Los controles pueden ser: A·- Métodos físicos: forman parte del aparato de esterilización. Son termómetro, manómetro, etc. B·- Métodos químicos: suelen ser pinturas termo-sensibles utilizadas en el exterior o interior del paquete. Los controles externos se presentan en un cinta adhesiva que después de someterse al proceso de esterilizar cambia de color. Los controles internos se colocan en el interior del paquete. C·- Métodos biológicos: consiste en una unidad cerrada que contiene microorganismos con una velocidad de muerte predecible. Ante la exposición ante parámetros físico-químicos o de ambos tipos (normalmente se utiliza el bacillus stearothermophylus). Antes de utilizar material estéril hay que comprobar la fecha de caducidad.



 TEMA 7 EPIDEMIOLOGÍA DE LAS ENFERMEDADES INFECCIOSAS. INTRODUCCIÓN Concepto: Es la ciencia que estudia las epidemias. Epi-demos-logos (sobre-pueblociencia). Se fue ampliando y ahora no sólo estudia las enfermedades infecciosas sino también cualquier enfermedad o patología como el infarto. El primero que empezó a estudiar esto fue Hipócrates en el siglo V a. c., fue un médico griego padre de la medicina. Observó la problemática de la importancia de las agua, ambientes ,etc que producían enfermedades más frecuentes en una zonas que en otras. Empieza a hablar de saneamiento de las agua,.... Los padres de la epidemiología moderna (S. XIX) son 2: W. Farr (estadística de salud, baremos, etc) y J. Snow: (es el más importante). W. Farr empezó a hacer estadísticas. Snow estudió una epidemia (cólera) sufrida en un barrio pobre cuyo suministro de agua estaba próximo a pozos negros, por lo que dedujo que la fuente del problema provenía de ahí, ya que el analizar el agua encontró materia orgánica, es decir, estaba contaminada. Fue el primero que utilizó medios científicos en epidemiología. Definición actual: es el estudio de aquellos factores que determinan la frecuencia y distribución de una determinada enfermedad (infecciosa). Los objetivos que se marcan actualmente son: 1·- Diagnósticos de salud en la población: ver de que nivel de salud goza la población. Que enfermedad tiene importancia y cuales no. 2·- Evaluación de métodos y tratamientos: si conocemos la prevalencia de una determinada enfermedad en una determinada población y al año siguiente vemos que la prevalencia disminuye vemos si los métodos o tratamientos son los correctos. 3·- Establecer probabilidades y riesgos: por ejemplo si conocemos el riesgo de contraer paludismo hay vacunación, prevención. 4·- Identificar nuevos síndromes y perfeccionar cuadros clínicos: ~ Síndromes: conjuntos de síntomas que no se conoce la causa o procedencia. ~ Aumenta la lista de síntomas 5·- Mejor comprensión de fenómenos biológicos: ejemplo trasmisión del SIDA, aparece el virus en lágrimas y saliva, pero no es contagiosos por la cantidad. 6·- Investigar causas: cólera (Snow) 7·- Evaluar el funcionamiento de los servicios de salud (Está relacionado con el 2) Se clasifica en 3 ramas: • Descriptiva: observación de fenómenos • Analítica: hacer análisis sacando conclusiones • Experimental: interceder y manipular los fenómenos para sacar conclusiones. Los métodos de investigación epidemiológica actual: 1·- Observación del fenómeno: recogida de datos 2·- Tabulación y la comparación de los datos (estadística). 3·- Formulación de hipótesis: a raíz de los datos buscar explicaciones 4·- La comprobación de la hipótesis: incluso experimentando 5·- Conclusiones o formulación de una ley en el mejor de los casos. Tipos de estudios epidemiológicos: 1·- Según la manipulación que hagamos del fenómeno A·- Descriptivas: observar B·- Experimentales: manipulamos



 2·- Según el seguimiento que hagamos A·- Estudios trasversales ó de corte: estudio en un determinado momento B·- Estudio longitudinal: seguimiento durante un determinado tiempo cogiendo a un grupo de fumadores y ver cuales van a desarrollar cáncer de pulmón 3·- Según el sentido de análisis: (B es la revés que A) A·- Los de cohortes (grupo): coger un grupo de personas que presentan un determinado factor de riesgo (tabaco) y otro sin factores y vemos como evolucionan. Causasconsecuencia B·- Los de casos y controles: dividimos a la gentes en enfermedad (cáncer) y no enfermedades (no-cáncer) y vemos cuales fumaban y cuales no fumaban. Consecuencias (efectos)causas. EPIDEMIOLOGÍA DE LAS ENFERMEDADES INFECCIOSAS Antiguamente las epidemias eran sólo enfermedades infecciosas, actualmente se habla de enfermedades infecciosas y no infecciosas.  Infección: estrictamente es la penetración de un microorganismo, agente infeccioso germen en el organismo.  Infestación: es la penetración o no de un parásito en el organismo  Enfermedad infecciosa: es cuando en el órgano aparece clínica. Los postulados de Robert Koch para una enfermedad infecciosa son: 1·- Que en todos las enfermedades aparece el microorganismo 2·- Que el microorganismo pueda ser aislado y se consiga un cultivo puro de él 3·- Que si inoculamos ese microorganismo en una persona sana se va a volver a producir esta enfermedad. 4·- Que en esa nueva enfermedad se puede aislar ese microorganismo.  Enfermedad trasmisible: es aquella que se puede trasmitir de una persona a otra (puede ser infestiosa).  Enfermedad bacteriana: una caries es causada por una bacteria, no es infecciosa ni trasmisible.  Enfermedad contagiosa: es de persona a persona  Epidemia: es la elevación del número de casos de una determinada enfermedad un una determinada población y en un determinado periodo de tiempo determinado.  Holomiántica: es un brote (comida en mal estado) de foco único y aparece de forma explosiva.  Prosodémica: no es de foco único y se trasmite de persona a persona (meningitis)  Endemia: cuando de forma habitual en una determinada población su frecuencia está aumentada de forma habitual  Pandemia: epidemia a nivel mundial AGENTE CAUSAL Y CADENA EPIDEMIOLÓGICA Una enfermedad infecciosa consta de: agente causal (infeccioso) y cadena epidemiológica. Para ello tiene que existir un microorganismo y darse una serie de condiciones. • Agente causal (microorganismo): ~ Tipos de agentes causales: o Bacterias o Virus o Hongos o Parásitos: artrópodos (piojos) helmintos (lombrices) protozoos (amebas)



 ~ La relación que tienen con los organismos: o Simbiosis: uno de los 2 es un gente infecciosos y produce beneficio al organismo y él también sale beneficiado (flora intestinal productora de vitamina K) o Saprofítica ó comensales: viven en el organismo pero no aportan ningún beneficio (bacterias oportunistas) que pueden dar infecciones. E.J.: E. Coli o Parasitismo: los microorganismos, los parásitos, son los patógenos por excelencia. Son los que viven a expensas de otro causándole un perjuicio. Otras características de los agentes infecciosos son:  Contagiosidad: la capacidad de trasmitirse de persona a persona  Infectividad: la infección implica la capacidad de penetración del microorganismo den el organismo  Patogenicidad: capacidad del microorganismo para producir la enfermedad una vez que ha penetrado en el organismo (VIH)  Virulencia: hace referencia la gravedad de la enfermedad que produce. (virus, bacterias). • Cadena epidemiológica: es la sucesión de acontecimientos necesarios par que un microorganismo llegue a producir una enfermedad. Esta cadena es la siguiente: Fuente de infección vía salid mecanismo de trasmisión vía entr hombre susceptible  Reservorio: lugar donde vive y no desarrolla ‘indefinidamente’ un microorganismo (hábitat natural) (vibrio colerae) ~ Fuente de infección: no tiene porque ser el reservorio. Por ejemplo una herida que se infecta por clostridium-tetanis ese el mismo pero no tiene porque serlo por ejemplo la rabia donde los perros son la fuente de infección para el hombre mientras que el reservorio pueden ser los zorros o los murciélagos. Las posibles fuentes pueden ser: o Humanos: se llama portador y existen 3 tipos:  Precoz: no tiene la enfermedad pero la trasmite  Convaleciente: que está enfermo y puede trasmitir la enfermedad  Sano: es el que ya pasó la enfermedad pero posee la capacidad de trasmitirla. Por ejemplo: fiebre tifoidea durante 3 meses después de su curación por heces. o Animales: se habla de zoonosis, es una infección proveniente de animales. Por ejemplo carbunco, brucelosis (leche) o Reservorio telúrico: (suelo y agua). En el suelo clostridium tetanis y en el agua vibrio colerae. ~ Vía de salida o de eliminación: vía fecal, urinaria, respiratoria, hemática, y cutáneomucoso (a través de las mucosas o cuando la piel tiene alguna herida). ~ Mecanismos de trasmisión: podemos clasificarlos en directos o indirectos. • Los directos son: o el contacto (piel, mucosas, etc) o el aire (aunque puede ser indirecto o respiratorio (cuando hablamos emitimos partículas. Si son grandes no llegan y si son pequeñas somos capaces de inspirarlas e espirarlas. Las infecciones son debidas a tamaños intermedios (adecuado para que una vez respiradas se queden en el árbol respiratorio. Por ejemplo las gotitas de Pflügge (tuberculosis) y gotitas de Wells. • Los indirectos son: o Los alimentos



 o El agua o Los fómites: es un objeto inanimado cuyo uso es capaz de trasmitir la enfermedad (vaso, tenedor, aguja,...) o Los vectores: son artrópodos. Son seres animados que trasmiten enfermedades (piojos, pulgas, mosquitos (paludismo), un piojo de la rata (peste)) ~ Vías de entrada: son análogas a las vías de salida. La fecal es oral. Las demás son las mismas: urinaria, respiratoria, hemática y cutánea-mucosa. ~ Huésped o hospedador (mejor) susceptible: susceptible porque se el microorganismo es patógeno cualquiera persona puede infectarse pero si no tiene que ser susceptible para poder padecer la enfermedad ya que está en condiciones de recibir al organismo. Aparte hay factores de susceptibilidad hacia que la persona contraiga una infección (inmunodepresión, la edad, el edad nutricional, el estrés (baja las defensas), estar enfermo (heridas), los hábitos (promiscuo) y tratamientos. INFECCIONES NOSOCOMIALES Es la que se produce en el ámbito hospitalario; lo que se puede extender a laboratorio Clasificación: 1·- Endógena: procede de la propia persona que padece la infección. Por ejemplo: infección de tu propia bacteria oportunista (E. Coli). Esto sucede por un fenómeno llamado Iatrogenia (daño producido por el médico o por el tratamiento médico, infecciones urinarias por sonda). 2·- Exógena: fuera de organismo infectados Para distinguir entre una nosocomial y la que no lo es existen 4 características para saber si es nosocomial: 1·- El paciente está expuesto a la infección 2·- Susceptibilidad (enfermedad, herida). 3·- Procedimientos sanitarios (no orina  sonda vesical  infección de orina) 4·- Resistencia (del microorganismo  hospital  desinfectante, antisépticos, estériles, etc  sobrevive). Hay que realizar un antibiograma. PREVENCIÓN ¿Cómo se puede hacer prevención? Tres puntos: 1·- Sobre la fuente: ~ Un diagnóstico y tratamiento adecuados ~ Aislamiento o cuarentena ~ Desinfección y desinfestación ~ Encuesta epidemiológica (legionela  para saber donde empezó) ~ Vigilancia epidemiológica  enfermedad de declaración obligatoria. La gripe es numérica (cada tanto tiempo  X casos). Y todas cuando es grave por ejemplo la malaria hay que advertir. 2·- Sobre el mecanismo de trasmisión: higiene 3·- Sobre el huésped o hospedador susceptible: educación sanitaria. Inmunización activa (vacunación), pasiva (administración de anticuerpos).



 TEMA 8 TOMA, TRANSPORTE Y PROCESADO DE MUESTRAS BACTERIOLÓGICAS Es fundamental que la muestra obtenida sea representativa del proceso patológico y que la cantidad recogida sea suficiente par asegurar un examen completo y adecuado. Normas básicas generales: 1·- Cumplimento del volante: cada muestra debe ir acompañada de un volante de petición que ha de ser correcto, legible y completamente cumplimentado. Cada volante debería suministrar al laboratorio la suficiente información par procesar la muestra convenientemente e interpretar adecuadamente los resultados. Todo volante deberá poseer las áreas siguientes. A·- filiación y datos administrativos (nombre, apellidos,...) B·- Datos clínicos C·- Datos de la muestra (hora de extraída, etc) D·- Terapéutica seguida (tratamiento) el ideal es que toda las muestras se tomen antes de empezar un tratamiento antibiótico. E·- Área para la solicitud (lo que pide, GRAM, BAAR, ...) 2·- Obtención de la muestra: hay situaciones en que es mejor hacer la toma junto a la cama del enfermo, como en los hemocultivos, líquidos céfalo-raquídeos pero en otros es imprescindible hacerlas en el propio laboratorio como por ejemplo de los exudados genitales. En líneas generales es necesario que la toma se efectúe en el sito exacto de la lesión con las máximas condiciones de asepsia que eviten la contaminación con los microorganismos exógenos. Las muestras nunca deben ponerse en contacto con antisépticos o desinfectantes y la toma será lo más precoz posible y se prefieren siempre los productos purulentos, frescos; líquidos o tejidos sospechosos. 3·- Recogida de la muestra: cada tipo de muestra requiere un material estéril para su recogida. A la hora de procesar muestras se deben utiliza medios de cultivos específicos para aislar el patógeno sospechoso. PROCEDIMIENTOS PARA LA TOMA DE MUESTRAS El fracaso en el aislamiento de un germen se debe más a menudo a una mala toma de muestras que un deficiente transporte de ellas que a un fallo en las técnicas de hemocultivos. 1·- La toma de muestras se debe realizar antes de empezar el tratamiento antimicrobiano 2·- Es muy importante según las normas necesarias par evitar la contaminación externa de las muestras. 3·- La extracción ó recogida de las muestras debe realizarse en estado adecuado del enfermo 4·- Las muestras deben recogerse en cantidad suficiente para permitir un examen completo, debe colocarse en recipientes estériles y remitirse lo más pronto posible al laboratorio. 5·- Es un requisito indispensable que el laboratorio recibe la suficiente información clínica para orientar al microbiólogo en la selección de técnicas y medios adecuados.



 6·- El personal de laboratorio debe rechazar las muestras que no se han recogido adecuadamente. CONSIDERACIONES ESPECÍFICAS PARA LA TOMA DE DIFERENTES MUESTRAS 1·- Para la toma de un absceso ó quiste: limpiar la superficie frotando con suero salino estéril ó con etanol al 70%. Si el quiste está cerrado se recomienda cubrir la aguja con un tapón de goma para evitar tanto la pérdida de material como la entrada de oxígeno mientras si es quiste está abierto se recoge con torunda pasando esto firmemente por los bordes de la lesión, se envían 2 torundas, para tinción de GRAM y otra para cultivo. Enviar cada torunda en medio de transporte de Stuart o Amies para preservar los anaerobios. Se deben enviar a laboratorio en las siguientes 2 horas a la extracción y se conserva 24 horas a temperatura ambiente. 2·- Catéter intravenoso: se limpia la piel alrededor del catéter con alcohol. Se retira el catéter y se corta los 5 cm distales asépticamente dentro de un tubo estéril con tapón de rosca. Se envía a laboratorio inmediatamente para evitar que se reseque. Si se conserva en nevera un máximo de 24 horas. También se puede realizar la siembra a la cabecera del enfermo rotando el catéter una 4 veces sobre la placa de agar sangre utilizando una pinza estéril. 3·- Conducto auditivo: • Si el conducto auditivo es externo con una torunda humedecida que se deshecha se retiran primero los restos de cera. Se toma la muestra con torunda [rotando firmemente par no pasar por alto una celulitis estreptocócica]. La muestra se envía en medio de transporte y se conserva en nevera menos de 24 horas. • Si el conducto auditivo es interno: la toma de la muestra la realiza el especialista. 4·- Cultivo dental: se limpia cuidadosamente la superficie dental y el margen gengival para limpiarlos de saliva y restos y placa dental. Se recoge material de la lesión subgengival y se inoculan en medio de transporte en medio de anaerobios. Se conserva a temperatura ambiente hasta 24 horas. Estas muestras sólo se deben enviar a laboratorio especializados. 5·- Recogida de heces: • Coprocultivos: A·- Cultivo de rutina: recoger las heces en un recipiente limpio, seco y estéril. Llevarlas al laboratorio de microbiología en la hora siguiente a su recogida. Si se demora recogerlos en medio de transporte adecuado por ejemplo de Cary-Blair. Se debe recoger más de 2 gramos. Son medios de transporte que se pueden mantener 1 hora a temperatura ambiente ó 24 horas e nevera. Con medios de transporte se mantiene hasta 48 horas a temperatura ambiente. Se procesará como máximo una muestra por paciente y día. [no se debe procesar para cultivo heces de pacientes ingresados por un periodo superior a 3 días, si el motivo de ingreso no fue gastroenteritis. Salvo en el caso que se pida detección de la toxina de clostridium difficile]. Para estudio de la presencia de parásitos o portadores es altamente recomendable estudiar varias muestras obtenidas en distintos días. B·- Detección de la toxina clostridium difficile: se deben recoger heces líquidas o blandas en un contenedor limpio. Se deben recoger más de 5 ml. Se pueden conservar a temperatura ambiente entre 1-24 horas a menos 20ºC. se pueden procesar hasta 2 muestras por paciente y día. C·- Torundas rectales: se introduce la torunda pasado el esfínter anal, se rota suavemente y se introduce en medio de transporte. Se conserva hasta 24 horas a temperatura ambiente. Se deben ver heces evidentes sobre torunda.



 Es muy importante resaltar en la petición el germen sospechosos ya que existen algunos microorganismos que requieren técnicas de cultivo especiales • Toma de muestras para estudio parasitológico: dado que la eliminación de microorganismo tiene lugar de forma intermitente es conveniente recoger las muestras durante 3 días alternos. Se deben guardar en la nevera en recipientes cerrados par evitar la desecación hasta su envío al laboratorio. En la nevera los huevos, las larvas y los quistes de protozoos permanecen viables varios días. La cantidad de heces que se necesita es muy pequeña y se deposita en un frasco preparado con alcohol-polivinídico (PVA). Una parte de heces más 3 de alcohol-PVA. A·- Para la investigación de oxiuros: se realiza la preparación con cinta de celofán. Se proporciona al paciente los portas con cinta adhesiva transparente. Se toma la muestra a primera hora de la mañana antes de lavarse, para ello la cinta se dispone sobre un depresor de lengua con la cara engomada hacia fuera. Se toca varias veces la región perineal (pliegues anales) con la superficie engomada. Se retirará la cinta que se pega sobre un porta y se colocará la cara engomada hacia abajo. 6·- Toma de muestras para hemocultivos (cultivos de sangre)se denomina hemocultivo a la inoculación de sangre del paciente en unas botellas con medios de cultivo líquido para aislamiento primario, una ventilada y otra no ventilada (para aerobios y anaerobios respectivamente). No es aconsejable hacer extracción de sangre a través de una derivación a catéter porque estos dispositivos pueden estar colonizados pro bacterias y darnos falsos positivos salvo que se sospeche bacteriemia asociada a catéter. Se desinfecta la superficie del frasco de hemocultivo con alcohol y suprapírico al 709% y se espera 1 minuto. Se desinfecta el lugar de veno-punción con alcohol al 70%. Después se frota la piel con un iodóforo del centro hacia fuera. Se deja secar (no palpar la vena en este momento) y luego se extrae la sangre. Después de la veno-punción retirar el yodo de la piel con alcohol. Primero se inocula en la botella no ventilada y después en la ventilada. Se inocula en cada frasco un volumen de sangre equivalente al 10% del volumen de cada botella generalmente 5-10 ml/ frasco para adultos y de 1-5 ml/ frasco par niños. Se envían 3 parejas de botellas en 24 horas. Se conservan en estufa hasta su introducción en cualquier sistema automatizado de procesamiento. Los frascos se marcarán con una etiqueta en la que consta el nombre del paciente, el número de cama, y la hora de la extracción para identificar correctamente las parejas de frascos de cada una de las extracciones. 7·- Recogida de líquido céfalo-raquídeo: tras desinfectar la piel con pobidona iodada al 2% se realiza una punción lumbar a la altura del espacio intervertebral (lumbar 4-5) para llegar al espacio subanacnoideo se recogen unos pocos (2-4 ml) de muestra en 3-4 tubos estériles con tapón de rosca. Uno de los tubos se utiliza par bioquímica, otro para el recuento celular. Si se busca micobacterias cuanto mayor volumen se envíe de muestras mejor. Si solo se extrae un tubo enviarlo primero al laboratorio de microbiología para poder retirar de forma aséptica el volumen de muestra necesario. Una vez inoculados los cultivos el resto de la muestra se remite para el estudio citológico y bioquímico. El envío será inmediato al laboratorio y si no se procesa inmediatamente se conserva en estufa a 37ºC hasta 24 horas, salvo que se sospeche ‘listeria monocytognes’ que se conservaría en nevera par cultivo vírico, también se conserva en nevera hasta un máximo de 42 horas. 8·- Recogida de otros líquidos estériles: al igual que la punción lumbar la aspiración percutánea de líquido xenobial, pleural, pericárdico y peritoneal debe hacerse de forma aséptica para evitar la contaminación de la muestra y para evitar la introducción accidental de microorganismo en los que espacios anatómicos. La muestra debe inyectarse inmediatamente en un frasco o tubo esterilizado que debe contener una pequeña cantidad de heparina para



 evitar la formación de coágulos. Como en estos espacios infectados suele haber anaerobios se recomienda recoger el líquido o el pus con una jeringa y una aguja esterilizada y nunca recogerlo con torunda. Luego pasarlo a un medio de transporte par anaerobios se conservan a temperatura ambiente hasta 24 horas excepto el líquido pericárdico o cuando se solicita cultivos de hongos, en estos casos 2 casos se guarda la muestra en nevera hasta 24 horas. 9·- Recogida de muestras del tracto respiratorio: • Tracto respiratorio superior: A·- Exudado faríngeo: la toma de muestra se realiza mediante una torunda de algodón frotando vigorosamente ambas áreas amigdalinas, la faringe posterior y todas las zonas de inflamación, ulceración, exudación ó formación de cápsula. La lengua debe oprimirse con un comprensor para reducir la mínima l contaminación con secreciones bucales. Se guardar en medio de transporte y se conserva hasta 24 horas a temperatura ambiente. B·- Exudado nasal: la toma de muestras se realiza introduciendo un signo profundamente en cada fosa nasal y rotando suavemente. Se introduce en medio de transporte y se guarda hasta 24 horas en envera. C·- Cavidad oral: se retiran los restos celulares y secreciones con una torunda que se tira. Con una segunda torunda se frota vigorosamente la lesión evitando las zonas de mucosa sana. Se recoge la muestra en medio de transporte y se puede conservar 2 horas a temperatura ambiente y 24 horas en nevera. • Tracto respiratorio inferior: A·- Esputo: se recoge la muestra por la mañana preferiblemente el primer esputo. El paciente debe enjuagarse la garganta con agua y luego debe tose profundamente para recoger una muestra del tracto respiratorio inferior que no sea fluido post-nasal. Se recoge en un contenedor estéril y se conserva 2 horas a temperatura ambiente y hasta 24 horas en nevera. Una buena muestra es aquel esputo que al microscopio a bajo aumento presenta por campo más de 25 polimorfonucleares o menos de 10 células epiteliales. El esputo inducido se hace inhalar al paciente 25 ml de suero salino estéril entre el 310%. Una muestra más profunda es el lavado bronquio-alveolar y existir otras muestras como el aspirado bronquial y el cepillado bronquial. 10·- Recogida de orinas: La toma de muestras se realizará en un frasco estéril que no deberá abrirse antes de la recogida. La recogida de la orina puede realizarse de tres formas: A·- Recogida de la porción media de la micción: es aconsejable que la orina recogida sea de la primera hora de la mañana. El paciente debe lavarse cuidadosamente los genitales externos con agua y jabón, aclarando finalmente con agua limpia. Iniciará la micción despreciándose la primera parte. A continuación y sin detener la micción debe recogerse la segunda mitad de la misma en un frasco estéril de unos 20-35 ml evitando tocar el interior o borde del frasco. B·- Sondaje vesical o punción de sonda: el sondaje vesical debe utilizarse lo menos posible ya que conlleva el riesgo de provocar una infección pro introducir microorganismos del exterior. Se efectuará en condición de rigurosa asepsia y por personal cualificado. En enfermos portadores de sonda permanente debe recogerse la muestra a través de la sonda y nunca directamente de la bolsa. C·- Punción suprapúbica: esta técnica permite extra en la orina directamente de la vejiga mediante una jeringa con aguja asegurando una muestra libre de contaminaciones. Este método puede realizarse con muy poco riesgo en lactante, niños y adultos con vejigas llenas. En este caso pueden buscarse anaerobios. Puesto que no existe contaminación con flora uretral.



 Dado que la orina es un excelente medio de cultivo para la mayor parte de las bacterias la muestra debe refrigerarse inmediatamente después de la extracción. A 4ºC el recuento de bacterias permanece constante durante 24 horas. 11·- Recogida de muestras del tracto genital: El recipiente utilizado para la recogida de muestras y transporte es un tubo con escobillón de algodón ó arginato de calcio preparado con un medio de transporte. A·- Lesión superficial: se limpia la solución con suero salino estéril se elimina la superficie con una hoja de bisturí estéril se deja que el trasudado se acumule que mientras se presiona la base de la lesión se recoge el exudado firmemente con una torunda estéril. Se recoge en medio de transporte y se puede guardar e nevera hasta 24 horas. B·- Tracto genital femenino: • Líquido amniótico: es un aspirado mediante amniocentesis ó bien a través de incisión de cesárea o catéter intrauterino. Recogerlo en medio de transporte para anaerobios. Se puede guardar a temperatura ambiente hasta 24 horas. Las muestras recogidas con torundas no se procesan por contaminación de flora vaginal. • Glándula de Bartolino: se limpia la piel con pobidona yodada al 2% y se aspira el fluido. Se recoge en medio de transporte para anaerobios. Se conserva a temperatura ambiente hasta 24 horas. • Cerviz: se visualiza el cerviz con un especulo se retira las secreciones o el moco con una torunda que se tira, con firmeza aunque suavemente se toma una muestra del canal endocervical con una torunda estéril. Se recoge en medio de transporte. Se conserva a temperatura ambiente hasta 24 horas. • Endometrio: se recoge aspirado trascervical con un catéter especial en medio de transporte para anaerobio. Se guarda a temperatura ambiente hasta 24 horas. • Vagina: se recogen las secreciones con una torunda estéril. En caso de petición de tinciones se toma una segunda muestra con torunda para las extensiones. Se recoge en medios de transporte y se conserva a temperatura ambiente hasta 24 horas. En caso de dispositivos intrauterinos colocar el dispositivo entero en un contenedor estéril y enviarlo a laboratorio a temperatura ambiente. C·- Tracto genital masculino: • Uretra: se inserta una torunda uretra-genital entre 2-4 cm dentro de la luz de la uretra, se rota suavemente y se mantiene así al menos 2 segundos. Se recoge en medio de transporte y se conserva a temperatura ambiente hasta 24 horas. • Próstata: se realiza para el posible diagnóstico de prostatitis. Preparación abstinencia sexual durante 3 días y no orinar desde la noche anterior a la recogida de la muestra. El lavado se limpia el glande con agua y jabón. Retirar el jabón con agua y secar con una gasa. La recogida de las muestras se realiza de la siguiente forma: en el primer frasco se recoge 10 ml de orina del primer chorro. En el segundo se recogen aproximadamente 200 ml de orina. En el tercer frasco se recoge semen. En el cuarto recoger la orina que sea capaz de emitir. 12·- Recogida de muestras de ojo: A·- Conjuntiva: humedecer una torunda con suero salino estéril y rodarla sobre la conjuntiva. Tomar muestras de ambos ojos por separado Para determinar la microflora endógena. El ojo sano sirve par de control. Inocular en el medio de cultivo directamente o introducir la torunda en medio de transporte tras la toma de muestras. Una vez inoculados los medios de aislamientos primarios se preparan con cada torunda dos extensiones par tinciones. Si no se procesan inmediatamente la muestra se guarda en nevera hasta 24 horas. B·- Raspados cornéales: se instaura el anestésico y se hace la toma de la lesión con una espátula estéril. Con la espátula se inocula en los medios directamente. También en ese momento se hace 2 extensiones en porta para tinción.



 PROCEDIMIENTOS PARA LA MUESTRA EN ANAEROBIOS Generalmente el material para cultivos en anaerobios se obtiene mejor con la ayuda de una jeringa y una aguja a los que deben expulsarse todo el aire. El ejemplo de hisopos es una mala alternativa a causa de la excesiva exposición de la muestra a efecto del oxígeno y a la desecación. TRANSPORTE DE MUESTRAS Deberá ser un recipiente estéril y la muestra debe inocularse tan pronto como sea posible. El equipo de recolección más usado es el hisopo de madera con punta de algodón ó bien de arginato de calcio o de un poliéster que se llama Dracrón. Una modificación de los hisopos emplea alambre de nicromo con calibre 28 o un alambre delgado de aluminio en lugar de la varilla de madera. Debido a su flexibilidad esto hisopos se recomiendan para la toma de muestras naso-faríngeas. En el mercado existen hisopos en tubo de plástico que llevan incorporadas diversos medios d transporte. El medio consiste en un agar semi-sólido con pH regulado que carece de nutrientes pero contiene tioglicolato de sodio como reductor en el que se introduce el hisopo una vez recogida la muestra. La misión de estos medios de transporte es prolongar la viabilidad de los microorganismos cuando exista una demora entre la recogida de la muestra y su cultivo. Los 2 medios más utilizados son: • Medio de Stuart: este medio se utiliza para el transporte de la mayor parte de los exudados, faríngeos, conjuntivas y de heridas. Se caracteriza porque mantiene un pH favorable e impide la desecación de las secreciones durante el transporte y la oxidación y autodestrucción enzimática, de los patógenos presentes y sin multiplicación excesiva de los microorganismo. • Medio de Cary-Blair: suelen utilizarse para el transporte de muestras fecales. TRANSPORTE DE MUESTRAS PARA ANAEROBIOS Cuando la muestra va a ser procesada dentro de los 30 minutos siguientes a su recogida. Puede servir como transporte una aguja insertada en un tapón de goma. Si la demora va a ser mayor se recomienda el uso de un tubo o frasco para recolección de muestras llenas de dióxido de carbono libre de oxígeno o con nitrógeno y que contiene un sistema indicador de agar ó caldo. La muestra se inyecta a través del tapón de goma después de haber expulsado todo el aire de la jeringa y aguja. Si la muestra solo puede ser recogida con un hisopo se podrá emplear uno que se halla mantenido en un tubo de anaerobios y que puede ser transferido luego a otro tubo con tapón de goma que contenga una columna de medio de transporte previamente reducido y esterilizado en condiciones de anaerobios. ENVÍO DE MUESTRAS (no) A veces es necesario enviar las muestras por correo a un laboratorio de referencia. En este caso deberán adoptarse una serie de medidas especiales: 1·- Todas las muestras que contengan virus deben ser refrigeradas inmediatamente y enviarse en una caja con unidades comerciales refrigerantes. 2·- La sangre se envía entera. Se separa el suero y se envía en un tubo estéril (serología)



 3·- La muestra para el diagnóstico con un Volumen menor de 50 ml deben envasarse en un recipiente hermético bien tapado que se coloca dentro de un segundo recipiente hermético bien tapado que se coloca dentro de un segundo recipiente irrompible. El espacio entre ambos debe contener suficiente material absorbente como para retener el contenedor total en caso de ruptura y pérdida. Estos se colocan en un envase par envíos de fibra prensada, latón, madera u otros materiales- el envase externo debe editarse con el rotulador rojo y blanco para agentes biológicos, material biomédico que se encuentra en el mercado. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS (no) Para determinaciones específicas consultar el manual de procesamientos de laboratorio o en su defecto al de microbiología. 1·- Orinas: tiras Leucocitos/Nitratos: ~ Positivo: con asa calibrada de 0’01 ml (para recuentos) MacConkey (aislado), agar Levine (gram negativo) Agar chocolate (neiserias gonorreas) ~ Negativo Agar sangre (para recuento) 2·- Punción vesical: Tira L/N; agar sangre (aire y ANA); MacConkey; tioglicolato. 3·- Coprocultivos: A·- Aspectos macroscópico: si las heces son duras o formes emulsionar un gramo en 5 ml de suero salino estéril. Si las heces son líquidas test del Clostridium Difficile (BGP) y parásitos (si los piden). Se siembra en: agar sangre; MacConkey; Salmonella-Shigella; Desoxicolato y XLD. Incubar a 37ºC. Yersinia (incubar a 32ºC, selectivo para yersinia); Campylobacter (incubar a 42ºC en jarra campy, aislar campylobacter); caldo selenito (añadir sobre el dióxido de carbono, incubar a 37ºC a las 24 horas. Se siembra en SS y caldo selenito); caldo GN (incubar a 37ºC a las 24 horas. Se siembra en DC). B·- Si el paciente es menor es menor de 2 años hacer Rotavirus y Adenovirus. 4·- Genitales (vaginales y uretrales): 2 torundas: una para gram y otra para siembra. Medios: gram, TSA, choco (neiseria), thayer (neiseria), EMB (BGN: coli, proteus). 2 Tubos de hongos: sabourand + chloramphenicol + cicloheximida (antibióticos para que sólo crezcan hongos); sabourand + gentamicina. Roiron: medio líquido. Buscar tricomonas vaginalis (se ven en sedimentos urinarios –leucocitos con flagelos) (parásitos protozoos) Mycoplasma: bacterias sin pared bacteriana. Infección vaginal Petición de Chlamydias, torunda especial: infección vaginal. 5·- Prostatitis: ORINA 1 ORINA 2 SEMEN ORINA 4 GRAM GRAM TSA TSA TSA TSA CHOCO CHOCO CHOCO CHOCO THAYER THAYER THAYER THAYER EMB EMB EMB EMB HONGOS HONGOS HONGOS HONGOS ROIRON ROIRON ROIRON ROIRON MYCOPLASMA MYCOPLASMA MYCOPLASMA MYCOPLASMA CHLAMYDIAS CHLAMYDIAS Nota: centrifugar la orina 1 del sedimento se hace la chlamydias. Siembra par recuento todas las placas. Si en el diagnóstico aparece: aborto, salpingitis, bartolinitis, inflamación pélvica, absceso escrotal, adenopatía inguinal, sknitis sembrar en tioglicolato + gentamicina.



 6·- Exudados: GRAM, TSA (aire y anaerobios), CNA (medio enriquecido, aire y anaerobios), Schadler, Choco, MacConkey, tioglicolato. 7·- Bilis: Gram, Schadler, choco, MacConkey, tioglicolato, CNA (aire y anaerobios), 2 TSA (aire y anaerobios, con asa calibrada de 0’01 ml y 0’001 ml para siembra con recuento). 8·- Tejidos: Triturar con tioglicolato y arena. Siembra: gram, TSA (aire y anaerobios), CNA (aire y anaerobios), Schadler, Choco, MacConkey, Tioglicolato. 9·- Líquidos orgánicos: se procesan en hemocultivos. • LCR: TSA, choco, tioglicolato, panel de meningitis, gram (sedimento: hay que centrifugar el líquido 10 minutos a 1.000 r.p.m.). • LDP (líquido diálisis peritoneal): ~ 0’25 ml TSA (para recuento) ~ 0’25 ml Sangre anaerobios (para recuento) ~ 0’25 ml Choco (para recuento. • Líquido ascítico, pleural y articular: TSA (aire y anaerobios), Choco, 2 frascos hemocultivos (Aire y anaerobios), Gram. 10·- Catéter: con punta flameada, rodar en placa de sangre por lo menos 4 veces. Sembrar en caldo tioglicolato. 11·- Sangre de banco de sangre: ~ 1 ml de tioglicolato a 37ºC ~ 1 ml de tioglicolato temperatura ambiente ~ 1 ml de tioglicolato nevera 12·- Agua: se siembra: ~ 3 tubos 0’1 ml caldo Mc ~ 3 tubos 1 ml caldo Mc ~ 3 tubos 10 ml caldo Mc concentrado. 13·- Respiratorio alto: • Faríngeo y nasal: Gram, CNA (discos de bacitracina y optoquina), TSA, Todd Hewitt. • Senos y maxilar: Gram, TSA (aire y anaerobios), CNA ( aire –discos de bacitracina y optoquina) y anaerobios), tioglicolato, Todd Hewitt. • Ótico y bucal: gram, TSA, CNA (discos de bacitracina y optoquina), EMB, tubos de hongos (oídos) (Sabourand + chloranphenicol + cichoheximida y sabourand + gentamicina). 14·- Respiratorio bajo: • Esputos: gram (observación microscópica. Si la muestra es adecuada se siembra), TSA, choco, CNA (discos de bacitracina y optoquina), EMB. • Bronquial y traqueal: gram, TSA (Aire y anaerobios), CNA (aire y anaerobios), Choco, EMB, Hongos (Sabourand + chloranphenicol + cicloheximida y Sabourand + gentamicina) 15·- Ojos: se llama el oftalmólogo, preparar batea de toma de muestras. Gram, TSA, Giemsa, Choco, tioglicolato, hongos (sabourand + chloranphenicol + cicloheximida y sabourand + gentamicina), chlamydias bajo petición específica. • Zona de toma de muestras: ~ zonas del cuerpo que son normalmente estériles: sangre, médula ósea, líquido cefalorraquídeo, líquido de los serosas (líquido xenobial, pericardio, peritoneal,...), tejidos, vías respiratorias inferiores, vejiga. ~ zonas del cuerpo con flora comensal normal: boca, nariz, vías respiratorias superiores, piel, uretra, tracto gastrointestinal y tracto genital femenino.



 TEMA 9 TÉCNICA DE SIEMBRA DE MUESTRAS BIOLÓGICAS NORMAS GENERALES EN EL LABORATORIO 1·- Toda muestra es potencialmente infecciosa. 2·- Lavado de manos antes y después de la manipulación. 3·- Trabajar en silencio. 4·- Limpieza del mesado con lejía al acabar. 5·- Utilizar guantes 6·- Siembra al abrigo de al llama. 7·- Utilizar material estéril. MANEJO DE LA MUESTRA EN LA SIEMBRA Y TOMA DEL INÓCULO 1·- Colocar el material al alcance y próximo al mechero. 2·- Flameado del asa de siembra y enfriado 10 segundos cerca de la llama antes y después del contacto. 3·- Se coge la muestra con la mano no dominante. Si es un tubo se sujeta el tapón entre el meñique dela mano dominante. Si es placa de petri se coloca boca abajo y se levanta cara a la llama. 4·- Toma del inóculo, directo o diluido. Un inóculo diluido sería una suspensión de gérmenes en solución estéril, suero fisiológico, agua destilada, lingerlatato ó caldo nutritivo. Se suele hacer a partir de muestras de cultivo puro joven (en fase exponencial de crecimiento). Se diluye cuando está muy concentrado o muy viscoso. Lo que más se utiliza es de 5 ml con valor 0’5 en la escala de McFarland. La toma de un inóculo si es de un líquido se sumerge el asa y se remueve un poco y si es de placa rozando la colonia. A continuación se cierra el tubo de la misma manera, flameando la boca del tubo al abrirlo y al cerrarlo. 5·- Transferir el inóculo (siembra propiamente dicha) 6·- Flamear el asa. SIEMBRA EN MEDIO LÍQUIDO El líquido va a estar en tubo, sumergimos el asa y movemos un poco para que se suelte del asa. También existe otra forma: se inclina el tubo 30º, metemos el asa y tocamos una zona que no contiene líquido y retiramos el asa. Al poner derecho el tubo el inóculo queda sumergido. Se agita en aerobiosis pero no en anaerobiosis. SIEMBRA EN MEDIOS SEMISÓLIDOS Se hunde el asa en el medio y se retira por el mismo trayecto. SIEMBRA EN MEDIO SÓLIDO A·- En tubo con agar horizontal: se siembra igual que en medio semisólido. B·- En tubo en “Slant” ó pico de flauta: se siembra en 2 tiempos (igual a los medios semisólidos) y después sobre la superficie se hace un zig-zag.



 C·- Siembra por agotamiento de estrías: esta técnica es para aislamiento. Es la más utilizada. Es rápida y es sencilla. La finalidad es separar unas células de las demás que genere un clon (descendencia igual a la madre). Una colonia es visible a partir de 109 células. D·- En estría primaria: es para recuento de colonias en placa a partir de una muestra líquida por ejemplo de orina. Consiste en el contaje de bacterias, es decir, de colonias resultantes de sembrar una determinada cantidad ó volumen de inóculo. Para hacer esto se utiliza un asa calibrada (es aquella que al coger el inóculo siempre coger un volumen conocido) las asas son de 0’01 ml y de 0’001 ml. E·- Técnica por inundación: se utiliza para recuento ó antibiograma. Para antibiograma se suele sembrar 0’01 ml con un valor 0’5 en la escala McFarland. Se coge los 0’01 ml se echa en la placa y se reparte con u nasa de vidrio acodada (ó de Drugalsky). Esta siembra se realiza a partir de inóculos diluidos. Se deposita el disco del antibiótico en el agar y se observa si inhibe el crecimiento alrededor. Los antibiogramas sirven para observar la sensibilidad de los microorganismos a los diferentes antibióticos. Es resistente al 2, 3, 4 y sensible al 1. es sensible cuando muere o inhibe su crecimiento lo que es lo mismo cuando el antibiótico es bactericida o bacteriostático y es resistente cuando su crecimiento no se ve alterado. Para hacer un antibiograma la superficie de la placa tiene que estar seca. F·- Técnica de vertido en placa: consiste en mezclar la muestra en el agar y luego se hace la placa con el microorganismo por el medio de un agar . TÉCNICAS DESDE EL PUNTO DE VISTA DE SU UTILIZACIÓN • Técnicas de aislamiento: sirven para obtener cultivos puros, y si hay dudas si vuelve a resembrar. Los cultivos puros se llaman axénicos. Tenemos el agotamiento de estrías. El aislamiento por siembra por diluciones seriadas consiste en preparar diluciones de la muestra hasta asegurarnos de que al sembrar resulten colonias separadas. Técnica: 1·- con pipeta de 10 ml se toman 9’9 ml de suero estéril previo flameado de la punta de la pipeta. 2·- pasar a tubo estéril, flameando la boca del tubo 3·- repetir el mismo proceso a otro tubo 4·- preparar del mismo modo varios tubos con 9 ml de suero estéril (tantos como precisemos) 5·- con pipeta de 1 ml tomar 0’1 ml de la muestra original y la pasamos al primer tubo. Agitar bien el tubo girando entre las manos. 6·- pasar 0’1 ml del tubo 10-2 al segundo tubo de 9’9 ml agitar y marcar como 10-4 (con un pipeta nueva) 7·- con otra pipeta nueva pasa 1 ml del tubo 10-4 a uno de los tubos con 9 ml y marcamos el tubo como 10-5 8·- repetir el paso número 7 hasta conseguir un factor de dilución deseado. 9·- una vez que tenemos los tubos sembramos por inundación al menos 2 placas pro cada tubo (0’01 ml con pipeta). Podemos empezar por la más diluida para poder utilizar la misma pipeta. 10·- Incubar a 37ºC 24 horas. Esta técnica tiene una segunda parte que utilizaremos para recuento. • Técnica de recuento: ~ Técnica por diluciones seriadas: para hacer recuento tomamos aquellas placas que contengan entre 30-300 colonias, por que es el resultado más aproximado a la realidad. Cerciorarse que cada colonia sea pura por morfología, tinción, ... Si hay dudas: resembrado ó por agotamiento de estrías. Calculamos el número de bacterias con una fórmula que es la siguiente:



 Número de células formadoras de colonias (Nº CFU) número de colonias X factor de dilución Nº CFU/ml= -------------------------------------------------ml sembrados ~ Técnica por estría primaria (asas calibrada para pode hacer el recuento) después contamos las colonias y se hallan por la fórmula obtenemos el número de microorganismos viables en una muestra. La viabilidad viene dado o la entendemos por la capacidad de multiplicarse en un medio de cultivo, es decir, un microorganismo capaz de reproducirse una vez sembrado. ~ Turbidimetría: consiste en la estimación del número de bacterias de un cultivo a partir de la luz trasmitida por la suspensión. Una variante de la turbidimetría es la nefelometría en esta lo que se mide es la luz difractada por la suspensión. Para esto se utiliza el espectrofotómetro y funciona emitiendo luz monocrómica de una longitud de onda elegida. Generalmente la longitud de onda que se utiliza es 540 nm. La luz atraviesa a la muestra y después se registra la luz trasmitida. Mayor número de bacterias mayor turbidez mayor luz trasmitida. La cantidad de luz absorbida se le llama absorbancia. La multiplicación bacteriana se conoce como absorbancia. El nefelómetro se utiliza para medir la luz refractada en el nefelómetro. Las aplicaciones de esta técnica son: 1·- Estimación del número de células viables con un cultivo por comparación con un patrón. La curva patrón se obtiene haciendo recuento por diluciones seriadas y turbidimetría simultáneamente. Uno de estos patrones que hay es la estandarización de McFarland. Esta estandarización es válida para estafilococos, estreptococos, enterococos, gonococos y otros. Las diluciones de McFarland está realizado con diluciones de sulfato bárico al 1%. 2·- Es la obtención de curvas de crecimiento. Técnica: A·- Añadir 2 ó 3 ml de suero estéril a un slant de E. Coli y agitar para suspender. B·- Tomar 0’5 ml de la suspensión y añadir a un matraz con 50 ml de caldo nutritivo ó de cultivo estéril. C·- Tratar a 37ºC y 200 r.p.m. D·- Medir la absorbancia a distintos tiempos, la λ utilizada es la de 540 nm. E·- Antes de cada medida hay que ajustar el espectrofotómetro al 100% con caldo nutritivo estéril.



1·- latencia o fase LAG: no crecen las bacterias en número sino solo en tamaño. Las bacterias se aclimatan al medio crecimiento. 2·- exponencial (LOG): las bacterias se están reproduciendo. Aumentan la absorbancia con bacterias tiene su pared más delgada. (cultivo joven). 2.A·- empieza a despegar la curva y es la fase exponencial acelerada. Cambio de la exponencial. 2.B·- decelerada es donde empiezan a dejar de crecer en número. 3·- fase estacionaria: se mantiene el equilibrio ya que no aumenta ni disminuye su número. Producen toxinas que se depositan en el medio.



 4·- Muerte celular: disminuye el número de bacterias por acumulo de toxinas o porque no hay alimento en el medio. Diauxia: fenómeno que sucede en un medio de cultivo cuando ponemos 2 nutrientes distintos. Por ejemplo: glucosa y xilosa.



TEMA 10 TAXONOMÍA Y NOMENCLATURA BACTERIANA TAXONOMÍA MICROBIOLÓGICA La unidad taxonómica de microbiología es el clon ó cepa. El clon proviene de una población de microorganismos singénicos (derivados de la misma célula madre). Tenemos varios enfoques: • Enfoque clásico: es el que se ha realizado desde que se descubrió la microbiológico desde hace 100 años. Consiste en estudiar un grupo de caracteres de varios organismos que suele ser el menor número posible de caracteres y suele darse cierta importancia a unas características que a otras. De esta forma agrupamos las bacterias en géneros y especies., dentro de las características importantes tenemos la morfología que va estar en función de los genes del organismo y tiene un cierto grado de independencia con el medio ambiente. Genéticamente la morfología suele ser estable o no, se producen variaciones con el cambio de un gen. Es fácil de determinar en función del tamaño. Otras características que tienen importancia son (aparte de la morfología): ~ La química de la pared celular ~ Inclusiones celulares ~ Productos de reserva ~ Presencia de la cápsula ~ Pigmentos ~ Requerimientos nutritivos ~ Capacidad para utilizar más fuentes de carbono, sodio, azufre, energía ~ Productos de fermentación ~ Necesidades gaseosas ~ Requerimientos y tolerancia a pH y temperatura ~ Sensibilidad a los antibióticos ~ Patogenicidad ~ Características inmunológicas. • Numérica: utiliza los mismos sistemas que la taxonomía clásica aunque difiere en que realiza un gran número de experiencias, al menos deben buscarse 50 caracteres y se le dan valores positivos o negativos según tengan o no las características. Una vez todos los caracteres son introducidos en un ordenador que realiza una matriz y compara según índice de similitud. • Enfoque molecular ó genético: se trata de comprobar la relación genética entre distintos microorganismos.



 CLASIFICACIÓN DE LAS BACTERIAS DE INTERÉS CLÍNICO I·- Células flexibles, motilidad conferida por mecanismos de deslizamiento: o Bacterias deslizantes II·- Células flexibles, motilidad conferida por endoflagelos: o Espiroquetas  Trepomona  Borrelia  Leptospira III·- Células rígidas, inmóviles o motilidad debida a flagelos: o Miceliales (actinomicetos)  Mycobacterium  Actinomyces  Nocardia  Streptomyces o Unicelulares simples:  Parásitos intracelulares obligados • Rickettias • Coxiella • Chlamydia  De vida libre • GRAM Positivos o Cocos  Streptococos  Staphylococos o Bacilos no esporulados  Corynebacterium  Listeria  Erysipelothrix o Bacilos esporulados  Aerobios obligados • Bacillus  Anaerobios obligados • Clostridium



 •



GRAM negativos o Cocos  Neisseria (género) o Bacilos no entéricos  Spirillum  Pasterurella  Brucella  Yersinia  Francisella  Haemofilus  Bordetella  Legionella o Bacilos entéricos (anaerobios facultativos)  Escherichia  Salmmonella  Shigella  Klebsiella  Proteus  Vibrio o Bacilo entéricos (aerobios obligados)  Pseudomona o Bacilos entéricos (anaerobios obligados)  Bacteroides  Fusobacterium IV·. Carentes de pared celular o Micoplasma



 TEMA 11 BACTERIOLOGÍA COCOS GRAM POSITIVOS ESTAFILOCOCOS A·- Características: Los estafilococos son cocos GRAM positivos que se encuentran aislados, en parejas, en cadenas cortas, pero sobretodo en racimos de uvas. Son inmóviles, no esporulados y pueden tener o no cápsula. La mayoría son anaerobios facultativos, son bastante resistentes al calor, a la acción de las sales biliares, a la desecación y al cloruro sódico al 9% y también a la optoquina (Antibiótico). Son catalasa positivas. Los inhibe el hexaclorofeno y es común la producción de blactamasa (enzima que actúa sorbe la penicilina rompiendo un anillo) pero son sensibles a la vancomicina (antibiótico). Los estafilococos se engloban junto con otros géneros no patógenos como es el micrococo dentro de la familia micrococaceae. El género estafilococo se compone de muchas (27) especies, la mayor parte de las cuales son flora habitual del hombre. El hábitat normal de las mismas (flora normal) suelen ser la piel y las mucosas, tracto respiratorio, tracto intestinal que dependiendo de las especie se localizarán preferentemente en ciertas áreas. Las especies de interés clínico son: • Estafilococo aureus • Estafilococo epidermidis • Estafilococo saprophiticus (saprofítico) • Estafilococo haemolyticus (hemolítico) B·- Aislamiento Las muestras clínicas con sospechas de tener estafilococos se sembrarán siempre en un medio sólido general como es agar sangre y agar chocolate y en un medio líquido como es caldo de infusión-cerebro-corazón y en caldo tioglicolato. A las 18-24 horas de incubación en atmósferas de aire y a 37ºC se observarán un buen crecimiento de los estafilococos. Las colonias de estafilococos aureus son grandes y a menudo presentan una coloración amarillenta en el aislamiento primario. pero con la coloración y volverse traslúcidos. Los colonias de estafilococos epidermidis son algo menores que las de estafilococo aureus y son blanco-grisáceos. Las colonias de estafilococos saprofítico son grandes, brillantes, opacos, butirosos (grasientos) y más convexas que las de estafilococo epidermidis. Cuando se quiere proceder al aislamiento de estafilococos a partir de muestras contaminadas (heces) es conveniente recurrir a empleo de medios selectivos: agar-manitolsalado, agar lipasa-manitol-salado, agar-columbie-CNA. C·- Identificación: diferenciación de otros cocos:



 El género estafilococos se puede diferenciar del género micrococos (no patógeno) por su resistencia a la bacitracina y los estafilococos son sensibles a la lisostafina y los micrococos son resistentes a la lisostafina. El género estafilococo se puede separar del género estreptococo por la prueba de la catalasa. Los estafilococos son positivos a la prueba de la catalasa y los estreptococos son negativos a la prueba de la catalasa (H2O2 no burbujas). Dentro del género estafilococos las especies de interés clínico pueden identificarse por: • La morfología de las colonias • La producción de ácido (H+) por fermentación de carbohidratos (manitol): la fermentación de los hidratos de carbono por los estafilococos se pone de manifiesto mediante el uso de medios líquidos ó sólidos que contienen el azúcar a estudiar en una determinada concentración en ellos se inocula los microorganismos y la reacción se lee por viraje de un indicador de pH incorporado al medio (rojo de fenol que viraría a amarillo al producir ácido). • La producción de la enzima coagulasa: el estafilococo aureus produce una proteína llamada coagulada que tiene la capacidad de aglutinar el plasma en presencia de un factor contenido en el suero. Este factor sérico reacciona con la coagulasa activando el fibrinógeno produciendo una coágulo o trombo de fibrina. El estudio de la actividad coagulasa puede llevarse a cabo en un tubo o en un porta. La prueba en porta se hace con una suspensión densa de células en agua destilada, a la que se añade una gota de plasma observándose si en los 10 primeros segundos se forman grupos. Esta prueba es más rápida que la reacción en tubo pero menos exacta. La prueba en tubo se hace mezclando 100 µl de caldo de infusión de cultivo de cerebro-corazón con 500 µl de plasma. La mezcla se incuba a 37ºC durante 4 horas y se considera positiva ante cualquier grado de aglutinación. Actualmente existe métodos en el mercado para investigar el factor de coagulación como son las pruebas rápidas de hemoaglutinación y aglutinación en látex. • La hemólisis • La resistencia a la novobiocina • La actividad fosfatasa • La prueba de la desoxirribonucleasa (prueba DNAasa) • Crecimiento anaerobio en medio tioglicolato • La actividad pirrolidonilamidasa • La actividad ureasa Manitol (H+) Coagulasa S. Aureus + + S. Epidermidis S. Saprofítico S. hemolítico -



Resistencia a NoVB Prueba DNAasa Sensible + Sensible Resistente Sensible -



Sistemas comerciales de identificación: existen en el mercado una gran variedad de sistemas de múltiples pruebas de identificación de estafilococos basados en pruebas bioquímicas, enzimáticas y de sensibilidad. Los sistemas de API-staph-ident y de ATB-32-staph (antibiograma) consisten en tiras ó galerías con microcúpulas que contiene los sustratos deshidratados, inocula una suspensión de microorganismos en cada una de ellas y tras la incubación se leen los resultados directamente o por revelado con reactivos. Las reacción positivas se traducen a un perfil numérico con el que se acude al manitol suministrado por el comerciante que identifica así la especie. D·- Estructura antigénica:



 Están compuestos por péptidos glicanos que es un polímero polisacáridos que es el constituyente del exoesqueleto de la pared celular. El péptido glicano desencadena la producción de interleuquina I y anticuerpos opsonizantes por los monocitos humanos. Puede ser también un agente atrayente de los leucocitos polimorfonucleares, activa el complemento y posee actividad endotóxica. Enlazados al péptido glicano se encuentran los ácidos teicoicos también los ácidos teicoicos pueden estar unidos a los lípidos de la membrana celular. En muchos estafilococos aureus se encuentra la vitamina A que se encuentra unida covalentemente al péptido glicano. Esta proteína es capaz de unirse a la región Fc de la IgG humana y de activar el complemento. También en el estafilococos aureus se encuentra un factor de aglutinación que es la coagulasa. Los estafilococos epidermidis producen un hexopolisacárido llamado Slime responsable de la adherencia de estos microorganismo a superficie plasmáticas de la resistencia a la fagocitosis y del fracaso de al técnica antimicrobiana. E·- Toxinas y enzimas: Estafilococos aureus producen y segregan toxinas y enzimas que son consideradas como potenciales factores de patogenicidad. De este las enzimas que producen se encuentra la catalasa, la coagulasa, la hialuronidasa, la β-lactamasa, las nucleasas y las lipasas. También elabora productos extracelulares llamados toxinas: ~ La α-toxina ó hemolisina pueden producir ~ La β-toxina ~ La χ-toxina ~ La δ-toxina: a esta se le ha asociado un papel en la diarrea aguda disminuida en las infecciones estafilocócicas. ~ La toxina exfoliativa, estafilococos aureus, puede producir la escamación generalizada del síndrome estafilocócico de piel escaldada., también produce unas series de toxinas implicadas en el síndrome del Shock tóxico, que se caracteriza por fiebre, choque y afección. Aproximadamente la mitad de las cepas de estafilococos aureus producen enterotoxinas (A, B, C, D, E, F)que se caracterizan por que son termoestables y resistentes a la acción de las enzimas del tubo digestivo. Son responsable de un número importante de intoxicaciones alimentarias y se producen cuando los estafilococos aureus crecen en alimentos ricos en hidratos de carbono y proteínas. F·- Epidemiología y patología: Los estafilococos aureus constituyen el principal patógeno dentro del grupo de los estafilococos. Aproximadamente un 2-40% de los adultos son portadores nasales del estafilococo aureus. Entre las infecciones causadas por estafilococos aureus las más habituales son las infecciones de la piel, como son los forúnculos, la celulitis, los impétigos, etc. Este microorganismo es también responsable de procesos más serios como bacteriemias, endocarditis, meningitis, neumonía y osteomielitis que se pueden originar por la entrada del microorganismo, si se tiene una herida en la piel lo que permite su diseminación hacia otros órganos. También se le ha atribuido a estafilococos aureus el síndrome de Shock tóxico caracterizado por fiebre, erupción descamativa de la piel, hipertensión y afectación multisistémica. Finalmente estafilococos aureus es responsables de numerosas intoxicaciones alimentarias por ingestión de las toxinas preformadas. Un grupo importante de estafilococos los constituyen los coagulasas negativas. En este grupo se encuentran estafilococos epidermidis responsable de bacteriemias y endocarditis infecciosa, peritonitis asociada a diálisis, osteomielitis, infección del tracto urinario e infecciones de catéteres y prótesis; a excepción de la endocarditis y de la infección de catéteres de diálisis peritoneal casi todos las infecciones tienen un origen nosocomial.



 El estafilococos saprofítico es un agente etiológico importante de infecciones del tracto urinario en mujeres jóvenes sexualmente activas. El estafilococos hemolíticos es un patógeno oportunista en pacientes diabéticos, cancerosos, etc. Que pueden causar septicemias, peritonitis, etc. G·- Sensibilidad a antibióticos: Las cepas de estafilococos aureus no productoras de b-lactamasa son sensible a la penicilina G y a otros compuestos β-lactámicos. Las cepas resistentes a la penicilina G son sensibles a penicilina β-lactamasa resistentes, cefalosterina y a la vancomicina. Un problema importante lo constituyen las cepas resistentes a la melilcelina cuya resistencia a compuestos β-lactámicos no dependen de la producción de β-lactamosas. La mayor parte de estas cepas son resistente a un gran número de antibióticos utilizados habitualmente en terapéutica y constituyen un serio problema a nivel hospitalario. Estas cepas son siempre sensibles a la vancomicina que es siempre el tratamiento de elección. El grupo de estafilococos de coagulasa negativa suelen ser resistentes a muchos antibióticos. A los antibióticos a los que son sensibles la mayor parte de estos estafilococos coagulasa negativa son la vancomicina, la rifanpicina y al ciprofosxacina. ESTREPTOCOCOS A·- Características: Los estreptococos son cocos gram positivos inmóviles y negativos apara la catalasa y la oxidasa. Crecen en parejas o en cadenas de diferentes longitudes. Las células aisladas son esféricas u ovoides y se dividen en un plano perpendicular al eje de la cadena de modo que cuando se presentan en forma de diplococos puede tener aspecto de bacilos. Además en cultivos viejos las bacterias pueden perder el carácter gram positivo y aparecer como gram negativo. Los estreptococos se engloban en al familia Streptococcaceae. Los estreptococos son aerobios facultativos aunque hay cepas que crecen mejor en condiciones reducidas de oxígeno y que reciben el calificativo de microaerofílicas. Los estreptococos anaerobios reciben el nombra de peptostreptococcus. Los estreptococos son microorganismos muy distribuidos en la naturaleza, alguno de ellos son flora normal del hombre, otros se asocian a infecciones. Se trata de un grupo muy heterogéneo de microorganismos cuya clasificación resulta difícil por ello se recurre a una combinación de factores morfológicos bioquímicos, serológicos y genéticos. B·- Aislamiento: La mayor parte de los estreptococos crecen bien en los medios generales del laboratorio que contiene sangre o derivados como agar columbiae, agar tripticasa soja con 5% de sangre de ternero y en agar chocolate. Los estreptococos viridans favorecen su crecimiento en medio de cultivo la presencia de piridoxal (vitamina B6). Una alternativa sería cultivarlos juntos con estafilococos aureus. Otros medios son: medio de enriquecimiento como infusión-corazón, tripticasa-sojaproteasa-peptona, agar-alcohol-fenil-etílico y agar-columbeae-colistina-nalidixico. C·- Identificación: • Pruebas bioquímicas: las pruebas bioquímicas más habituales llevadas a cabo en el laboratorio para la identificación de estreptococos son las siguientes: 1·- Sensibilidad a la bacitracina (Antibiótico): los estreptococos β-hemolíticos del grupo A son sensibles a la bacitracina. 2·- Hidrólisis del PYR: permite la hidrólisis del L-pirrolidonil-β-naftilamida da lugar a L-pirrolidona. Es una prueba de identificación presuntiva para los estreptococos el grupo A. 3·- Prueba de CAMP: [estafilococos y estreptococos alo] 4·- Prueba de Vojes-Proskaver: esta prueba permite comprobar la producción de acetona a partir de la fermentación de la glucosa. [para ellos se inocular caldo (que contiene



 glucosa –VP-) con una colonia de la cepa problema y se incuba a 37ºC durante 6 horas]. A continuación se revela con los reactivos VP1 (a-naftol) y VP2 (KOH- hidróxidos de potasio). Una reacción positiva se manifiesta pro el color rojo cereza en el medio. 5·- Hidrólisis del hipurato: algunos estreptococos son capaces de hidrolizar la sustancia hipurato gracias a la presencia de la enzima hipuricaza. Esta reacción la dan prácticamente todos los estreptococos del grupo B y algunas cepas del grupo D y algunos estreptococos α-hemolíticos. 6·- Tolerancia a la sal: los enterococos crecen bien en medios de cloruro sódico al 6’5%. Mientras que los no enterococos crecen mal ó no crecen. 7·- Prueba de la bilis esculina: los enterococos son capaces de crecer en medios que contiene bilis e hidrolizar la esculina produciendo un oscurecimiento del medio. 8·- Solubilidad en bilis: la bilis lisa las células pneumocócicas y no lisa (no son solubles) los estreptococos viridans 9·- Sensibilidad a la optoquina: se emplea para la diferenciación de neumococos para diferenciarlos de los estreptococos viridans α-hemolíticos que son resistentes. 10·- Utilización de carbohidratos: está basado en el patrón de fermentación de carbohidratos. • Sistemas comerciales de identificación: existen en el mercado sistemas multipruebas de identificación de estreptococos de lectura rápida y sistemas automatizados. • Pruebas serológicas: se pueden emplear pruebas serológicas que permiten clasificar a los estreptococos en grupos haciendo reaccionar la cepa o la muestra clínica con anti-sueros de grupos. Para la identificación de estreptococos neumoniae se usa la prueba de Quellung. La cápsula polisacárida que posee este estreptococo se une a un anti-suero específico provocando un cambio en el índice de refracción que hace que la cápsula aparece hinchada cuando se observa con microscopio a bajo aumento. D·- Estructura antigénica: Los estreptococos presentan un antígeno específica que es un carbohidrato está localizado en la pared celular de muchos estreptococos y que permite clasificarlos serológicamente en los llamados grupos de Lancefield. Otros antígenos son la proteína M se trata de un antígeno proteico que pertenece a al pared celular y constituye el principal factor de virulencia de estreptococos e grupo A ó pyogenes. Su presencia o ausencia condiciona la virulencia de la cepa. En el caso de que no exista en el huésped anticuerpos ante esta proteína las cepas del grupo A con proteínas M son capaces de resistir la acción fagocítica de los fagocitos polimorfonucleares (PMN). Esta proteína está también implicada en los procesos de adherencia a células epiteliales. Otros antígenos son: • Sustancias ó proteínas T • Sustancias ó proteínas R • Nucleoproteínas En el estafilococo pneumoneae la presencia de una cápsula polisacárida impide que sea ingerida por los fagocitos. E·- Toxinas y enzimas: La estreptoquinasa o fibrolisina: son producidas por muchos estreptococos β-hemolíticos. Transforma el plasminógeno en plasmina que digiere fibrina y otras proteínas posibles por activación de un factor lítico presente en el suero del ser humano. Es antigénica induciendo la producción de anti-estreptoquinasa que bloquea la acción de la fibrolisina. Estreptodornasa: es un enzima que despolimeriza el DNA. Hialuromidasa: es un enzima que desdobla el ácido hialurónico. La hialuromidasa favorece la invasión de microorganismos infectantes.



 Toxina eritrogénica: produce el exantema que se presenta en al escarlatina. Solo producen esta toxina las cepas lisogénicas de estreptococos Hemolisinas: son las responsables de hidrolizar los hematíes sanguíneos en grado variables. Si la lisis es completa se habla de la β-hemólisis si es incompleta se conoce como α-hemólisis y da lugar a una pigmentación verdosa. El estreptococo pyogenes elabora 3 estreptolisinas: la estreptolisina O y la estreptolisina S. La O es una proteína inactiva en presencia de oxígeno. Los anticuerpos dirigidos contra ella poseen valor diagnóstico en clínica. Si son altos indicarán infección reciente por estreptococos. La S es el agente responsable de las zonas de hemólisis que se producen alrededor de las colonias de estreptococos en placas TSA. No es antigénica. [Anticuerpo ASLO: titulación de anticuerpos.] F·- Patología del estreptococos pyogenes: Este microorganismo puede producir enfermedad por invasión de tejidos, por infección localizada ó por hipersensibilidad tras una enfermedad estreptocócica. • Por invasión de tejidos: hay una infección difusa que se disemina rápidamente a lo largo de las vías linfáticas, todo ello con supuración local mínima. A partir de los linfáticos la infección se extiende con rapidez a la circulación sanguínea. ~ Erisipela: si la puerta de entrada es la piel. ~ Fiebre puerperal: si los estreptococos penetran en el útero después del parto. ~ Infección generalizada ó sepsis: contaminación de las heridas traumáticas ó quirúrgicas por estreptococos y como consecuencias se produce sepsis. • Infecciones locales producidas por estreptococos pyogenes y sus productos: ~ Faringitis estreptocócica: es la infección más frecuente originada por este microorganismo y aparece principalmente en niños de entre 5-15 años. Un porcentaje importante de ellos son portadores asintomáticos del estreptococos en su garganta. Si la cepa de S. Pyogenes produce toxina eritrogénica y el paciente no tiene inmunidad antitóxica se presenta el exantema de al escarlatina. ~ Pioderma estreptocócica: es una infección purulenta de la piel. Un tipo de pioderma lo constituye el impétigo que afecta principalmente a niños con edades comprendidos entre 2-5 años en zonas de clima cálido y en poblaciones de escasos hábitos higiénicos. • Enfermedad post-estreptocócicas no supurativas: tras una infección aguda por estreptococos del grupo A puede tener lugar una reacción de hipersensibilidad y desarrollarse las enfermedades conocidas como glomérulo-nefritis post-estreptocócicas y fiebre reumática. Ambas enfermedades son más frecuentes en los niños. Se trata de proceso autoinmunes por reacción cruzada entre anticuerpo dirigidos frente a los estreptococos que se unen a las células del riñón o al microscopio formando inmuno-complejos en estos órganos. La glomérulo-nefritis aguda suele ser más frecuente que ocurra tras una infección de la piel. El órgano más afectado es el riñón. La fiebre reumática es más frecuente tras una infección del tracto respiratorio, los tejidos implicados son: el músculo cardiaco y las válvulas cardiacas. G·- Tratamiento general de estreptococos: Todos los estreptococos b-hemolíticos del grupo A son sensibles a la penicilina G y a la eritromicina. Los enterococos son los estreptococos más resistentes Los estreptococos α-hemolíticos y los enterococos varían su sensibilidad y los aminoglucósidos (tipo de antibiótico) a menudo refuerzan la acción bactericida de las penicilinas especialmente en enterococos. En los neumococos el tratamiento de elección es la penicilina G.



 H·- Clasificación atendiendo a las pruebas serológicas: • Estreptococo β-hemolítico: elaboran carbohidratos específicos de grupo: o Grupo A ó Estreptococos pyogenes: suele ser sensible a la bacitracina es le principal patógeno para el hombre. o Grupo B ó estreptococos agalactiae: son miembros de la flor normal del aparato genital femenino y una causa de sepsis neonatal y meningitis. Hidrolizan el hipurato sódico. o Grupo C y G: en ocasiones se presentan en la faringe. También puede estar en el tracto gastrointestinal o vagina. Pueden causar sinusitis, bacteriemia y endocarditis. o Grupo D: dentro de este tenemos:  Enterococos (Estreptococos faecuim y estreptococos fecalis): se pueden desarrollar en medio de cloruro sódico al 6’5% ó en bilis al 40%  No enterococos (bovis): son inhibidos por cloruro sódico al 6’5% y por bilis al 40%. • Estreptococos no β-hemolíticos: por lo general estos presentan hemólisis α y otros no producen hemólisis. o S. Pneumoniae: que son los neumococos. Forman parte de la flor normal de la nasofaringe y de la orofaringe. Es el principal agente etiológico de la neumonía bacteriana adquirida fuera del hospital y la segunda causa de meningitis bacteriana. También es responsable de sinusitis, otitis y peritonitis. Son solubles en bilis inhibidos (sensibles) por la otoquina. o S. Viridans: S. slivarius y sngues. Son las especies que más prevalecen en las vías respiratorias como la flora normal del hombre. También existen en el tracto gastrointestinal. Como resultado de traumatismo puede llegar al flujo sanguíneo y son la principal causa de endocarditis infecciosas espontánea cuando se deposita sobre válvulas cardiacas anormales. o S. Peptoestreptococos: (son estreptococos anaerobios) son parte de la flora normal del intestino y del aparato genital femenino. A menudo participan en infecciones mixtas anaerobias.



 TEMA 12 BACILOS GRAM POSITIVOS



CLASIFICACIÓN • Esporulados (esporógenos) o Aerobios  Bacillus o Anaerobios  Clostridium (se ve en anaerobios) • No esporulados (asporógenos) o Aerobios  Corynebacterium  Listeria  Erysipelothrix  Lactobacillus  Gardnerella (gram variable)  Actinomyces  Nocardia  Mycobacterium (Son BAAR) o Anaerobios  Lactobacillus  Bifidobacterium



BACILLUS A·- Características: es un bacilo gram positivo aerobio ó facultativo. Es un microorganismo ubicuo (está en todas partes). Como patógeno es ‘poco importante’ cuando aparece en le laboratorio normalmente es por contaminación. B·- Aislamiento: aislarlo como causa patógena es muy raro. Crece bien a 37ºC en medios generales (no es selectivo, ni exigente) C·- Clasificación de los 2 tipos de Bacillus con interés clínico: • Bacillus antrhacis: es el causante del carbunco. Es una zoonosis, no es muy frecuente en personas. Suele aparecer sobretodo en personas que andan con animales, sobre todo ovejas (esquiladores). ~ Cultivo: agar sangre a 37ºC. forman colonias planas opacas (Color grisblanquecino)



 ~ Identificación: dan positivas en las pruebas del citrato (consiste en el medio solo hay citrato como medio de alimento; si lo utiliza es positivo; por lo tanto es Bacillus antrhacis). ~ Clínica: tiene 3 formas de aparición: o Pulmonar: propia en esquiladores. Es a más frecuente ya que se trasmite por la inhalación de las esporas. o Cutánea: produce una póstula maligna. o Gastrointestinal: es más grave pero es muy rara. ~ Tratamiento: la primera elección son penicilina y como alternativa tetraciclinas. • Bacillus cereus: es capaz de producir un toxina, concretamente una enterotoxina (toxina entérica: [intestino (entero)] es un toxina que actúa sobre el aparato digestivo). Va a producir toxiinfecciones alimentarias. La característica que tiene es que la enfermedad no es producida por la bacteria sino por la toxina que produce y que va incluida en los alimentos. Es una bacteria oportunista que generalmente sólo ataca a personas inmunodeprimidas. CORYNEBACTERIUM Es un bacilo gram positivo, aerobio ó facultativo. Son catalasa positivos. Korine en griego significa maza. Se llama así por su forma de maza porque crecen formando empalizadas o en forma de letras chinas. Contiene con frecuencia gránulos metacromáticos, que se llaman gránulos de BabésErnst. Aparecen de color púrpura-azulado, cuando se tiñen con azul de metileno (tinción de Albert) Se puede decir que sólo tiene una especie porque es la única importante. Esta especie es la C. Diphteriae que produce la difteria. Clásicamente se clasificó en 3 tipos: Gravis, Intermedius y Mitis. Esta clasificación no tiene correspondencia con la clínica. Se cultiva a 37ºC en agar sangre, medio de Löffler en tubo inclinado y en placa de telurito. Patogenia: la produce gracias a una exotexina que es la toxina diftérica. Llega al aparato respiratorio, normalmente coloniza la mucosa respiratoria por inhalación respiratoria. Faringe, laringe, bronquios y empieza a crecer y a producir su toxina. La toxina ataca a la mucosa y desarrolla una reacción inflamatoria. La característica es que se forma una pseudomembrana necrótica. Puede diseminarse y afectar a nivel general pero no es corriente. Tratamiento: además de un antibiótico (penicilina o eritromicina) se da un suero antidiftérico que es la inmunoglobulina antidiftérica por que no llega con matar a la bacteria porque ya produjo la toxina y hay que neutralizarla. Es una enfermedad muy rara ya que se previene. Existe una vacuna llamada DTP ó DTT (difteria, tétanos y pertusis ó tos ferina). Esta vacuna es de toxoide porque tienen la característica de estas producida por toxinas (toxoide: forma de la toxina inactiva). Otros tipos de Corynebacteirum son las coryneformes que son muy raras. Existen C. Jeikeium y C. Urealyticum. LISTERIA Incluye prácticamente una sola especie. L. Monocytogenes. Es un coco-bacilo o un bacilo corto gram positivo, no esporulado, facultativo y cátalas positiva. Cultivo e identificación: se cultiva a partir de sangre o líquido cefalorraquídeo. Tiene 3 características: • Presentan mayor movilidad a 25ºC que a 37ºC. En agar semisólido hacen una especie de sombrillas. • Produce β-hemólisis en agar sangre. • La tasa de aislamiento mejora con enriquecimiento en frío a 4ºC.



 Patogenia: es ubicuo pero poco frecuente como patógeno. Produce listeriosis (sepsis) con listeria por L-monocytogenes). Sólo se ve en neonatos recién nacidos, puérperas (mujeres que acaban de dar a luz) e inmuno-deprimidas. ERYSIPELOTHRIX Una especie importante es el Erysipelothrix Rhusiophatiae. El Erysipelothrix produce la erisipela porcina. En los humanos si se trasmite produce erisipeloide (Oide: parecido a ...) LACTOBACILLUS Prácticamente la especie que importa es el L. Acidophilus. Es flora normal de la vagina, no es importante como patógeno pero es importante en ginecología. Como resultado de su metabolismo produce ácido láctico con lo que acidifica el medio (protege contra infecciones). También se conoce como bacilo de Döderlein. Como característica importante se decolora fácilmente, produce SH2 en agar TSI. ACTYNOMYCES Son bacilos gram positivos no esporulados, es flora normal de algunas zonas del tracto digestivo, hay muchas especies distintas, pero que tengan importancia clínica son 4: A Israelii y A. Naeslundii: producen enfermedades granulomatosas crónicas. Los granulomas pueden derivar en absceso (foco de pus localizado). La localización más frecuente es cérvico-facial (cuello-cara), también pueden aparecer en zonas torácicas, abdominales, pélvicos o genitales. Enfermedad granulomatosa: son pelotones de bacterias rodeadas de anticuerpos y en el medio del granuloma suele haber necrosis (enfermedad paradigmática es la tuberculosis). A Viscosus y A. odontolyticos: participan en la formación de caries. NOCARDIA Bacilo gram positivo, no esporulado y aerobio estricto. Viven en el suelo, aguas fecales, materia en descomposición. Penetran en el organismo por inhalación. Las especies más importante son: N. Asteroides y N. Brasilensis. Clínica: producen 2 posibles enfermedades: • Nocardosis pulmonar en un 75-80% de los casos. A nivel neural o sistémico se puede dar pero la menor proporción. Se dan abscesos necróticos en los pulmones. La nocardosis pulmonar la produce principalmente la N. Asteroides. • Actinomicetoma: lo produce una bacteria llamada actinomadura madurae, pero también la N. Brasilensis. Es una enfermedad granulomatosa crónica que afecta a la piel, tejido subcutáneo y huesos. La Nocardia pertenece a un grupo llamado Actynomycetos. Este grupo de Actynomycetos incluye la: ~ Nocardia ~ Actinomadura ~ Nocardiopsis ~ Streptomyces ~ Rhodococcus Todos ellos pueden producir actinomicetomas. Algunos de ellos tienen una cierta AAR por ejemplo algunas especies de Nocardias son un poco AAR. Las pruebas de identificación APRA distinguir los 5 tipos de Actynomycetos: 1·- Hidrólisis de aminoácidos: los aminoácidos que se utilizan son: caseína, tirosina y lisina. Estreptomyces hidrolizan los 3. N. Asteroides no hidrolizan ninguno de los 3. 2·- Resistencia a lisoenzima: son resistentes a lisoenzima los que presentan AAR.



 3·- Prueba de ureasa: son ureasa positivas la N. Asteroides y N. Brasilensis. 4·- Licuefacción de gelatina: casi todos lo hacen excepto l N. Asteroides. 5·- Reducción de nitritos: todos son positivos excepto N. Brasilensis y Estreptomyces. 6·- Degradación del etilenglicol: sólo Rhodococcus. 7·- Prueba de la β-galactosidasa: la dan positivos. Nocardia Spp, Streptomyces Spp y Nocardiopsis Spp. 8·- Resistencia a mitomicina: Nocardia y Rhodococcus.



TEMA 13 ENTEROBACTEREACEAS CARACTERÍSTICAS Son un bacilo Gram negativo, anaerobios facultativos, oxidasa negativa y catalasa positiva. Fermentan la mucosa con producción de ácidos con o sin gas. Las mayor parte reduce los nitratos a nitritos. Pueden ser móviles o inmóviles. Sobretodo en el hombre se encuentran como flora comensal localizadas en el intestino Son responsables de un gran número de infección siendo particularmente su asilamiento a partir de determinadas muestras clínicas (son la mayor parte, causantes de infecciones urinarias). Algunas de ellas son consideradas patógenas para el hombre siempre que se aíslan en clínica (salmonella, shigella, yersinia pestis). Otras son patógenos dependiendo del sitio donde se aíslan (E. Coli, proteus), finalmente hay especies que raramente se aíslan en clínica y se cuestiona su papel patógeno para el hombre. ESTRUCTURA ANTIGÉNICA Las entero-bacterias poseen el antígeno somático O, son cadenas polisacáridos situadas en la parte más externa de la pared celular. El antígeno capsular K puede ser de naturaleza polisacárido o proteica y está relacionado con la virulencia de ciertas especies (E. Coli K1 ó salmonella typhi). El antígeno flagelar H de naturaleza proteica Algunas entero-bacterias contiene complejos polisacáridos en su pared celular llamados endotoxinas que son responsables del shock tóxico que tiene lugar en ciertos pacientes con bacteriemia. También produce exotoxinas de importancia clínica. Ciertas entero-bacterias llamadas colicinas que son tóxicas para otras cepas de la misma ó diferente especie de la cepa que las produce. AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN 1·- Medios de cultivo: las muestras clínicas sospechosas de contener entero-bacterias procedentes de heridas, líquidas y exudados orgánicos, orina y hemocultivos se deben sembrar en un medio general con agar sangre o chocolate que permita el desarrollo de todos los microorganismos y uno selectivo que permita crecer sólo a algunas entero-bacterias.



 Cuando las muestras sean heces se emplearán medios de cultivo diferenciales y caldos de enriquecimiento. Los medios diferenciales son los que permiten una identificación preliminar a la vista de la colonia y alguna reacción bioquímica. Los caldos de enriquecimiento favorecen el desarrollo de los patógenos entéricos retardando el de los microorganismos que son flora normal. Son muy útiles cuando los patógenos se encuentran en bajo número, lo que suele ocurrir cuando ha pasado la fase aguda de la enfermedad. Medios diferenciales poco selectivos (BGN) ~ Agar MacConkey: va a inhibir el crecimiento de los cocos Gram positivos y contiene en su composición lactosa para diferenciar entre los fermentadores (rosas) y los no fermentadores (incoloras). Por ejemplo: E. Coli. ~ Agar Levine: sirve para el aislamiento y diferenciación de los bacilos fermentadores y no fermentadores de lactosa. Medios diferenciales de selectividad media y alta: ~ Agar Hektoen entérico (HE) ~ Agar Salmonella-Shigella (SS) ~ Agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD) Estos 3 permiten el aislamiento y diferenciación de salmonella y shigella de otras entero-bacterias. [Agar verde brillante: permite el aislamiento de las especies de salmonella a excepción de la salmonella typhi]. Caldos de enriquecimiento: ~ Caldo selenito: para el enriquecimiento de salmonella ~ Caldo tetrationato: enriquecimiento selectivo par salmonella y shigella ~ Caldo GN: es para el enriquecimiento selectivo de los patógenos entéricos. Las entero-bacterias crecen rápidamente en medios habituales de laboratorio cuando se incuba a 37ºC en atmósferas de aire. Otra prueba preliminar que ayuda a diferenciar las entero-bacterias es la capacidad de fermentar la glucosa de forma anaerobia y producir ácidos o gas o ambos juntos con la producción o no de SH2 (ácido sulfhídrico). Para ello se pueden emplear los medios diferenciales: agar hierro-kliger (KIA), agar triple azúcar-hierro (TSI). El medio KIA contiene 2 carbohidratos (glucosa y lactosa) y el TSI 3 (glucosa, lactosa y sacarosa). Ambos medios contiene un indicador de pH (rojo de fenol) que le confiere el medio un color naranja y en condiciones de alcalinidad o acidez vira a rojo o amarillo respectivamente. Tanto el TSI como el KIA son medios sólidos en tubo que constan de 2 partes, la superior acaba en pico de flauta y permite ver el crecimiento aerobio, la inferior el crecimiento anaerobio. La siembra se hace a partir de una colonia bien reaislada tanto en la inclinación sembrando en la superficie como en el fondo pinchando en el agar. El medio se incuba con el tapón ligeramente desenroscado para que penetre el aire. Las reacciones que pueden tener lugar y su interpretación son las siguientes: ~ Alcalino-ácido  solo fermenta glucosa (rojo-amarillo) ~ Ácido-ácido  fermentación de glucosa y lactosa ~ Alcalino-alcalino  no fermenta azúcares ~ Alcalino-sin cambio  inclinación rojo, fondo naranja, no fermentan los azúcares. Los medios KIA y TSI permiten observar si existe producción de gas en cuyo caso aparecen burbujas de aire o se observa desplazamiento visible del mismo. A las bacterias productoras de gas se llaman aerogénicas. La producción de SH2 se pone de manifiesto por la formación de un precipitado negro de sales ferrosas. (salmonella). Por tanto los medios KIA y TSI ponen de manifiesto 3 características:



 ~ Capacidad de fermentar la lactosa (KIA) ó capacidad de fermentar la lactosa ó sacarosa (TSI) ~ Producción de gas ~ Producción de SH2 2·- Pruebas bioquímicas A·- Prueba de la urea: uno de los medios que se emplea para poner de manifiesto la capacidad ureásica de los microorganismos es el agar urea de Christensen. Esta consiste en al capacidad de los microorganismos de hidrolizar la urea dando lugar a NH3 por acción de la enzima ureasa. Uno de los géneros ureasa positivos es el proteus (infección urinaria). B·- Prueba de degradación de aminoácidos: ~ Descarboxilación ~ Desaminación (Sacar aminoácidos) La descarboxilación enzimática de los aminoácidos lisina, ormitina y arginina da lugar a la formación de aminas libres que alcalinizan el medio con el consiguiente viraje del indicador púrpura de bromocresol de amarillo a púrpura (violáceo positivo). C·- Prueba de la fenilalanina desaminasa: algunas entero-bacterias son capaces de desaminar el aminoácido fenilalanina liberando fenil pirúvico que se combina con cloruro férrico presente en el medio formando un compuesto de color verde. Da positivo esta prueba el género Proteus. D·- Prueba de Voges-Proskawer: esta prueba diferencia al E. Coli (voges-proskawer negativa) de la Klebsiella y enterobacter (VPH) E·- Prueba del indol: la hidrólisis del aminoácido triptófano por la enzima triptofanasa por la acción de algunas entero-bacterias libera indol que reacciona con un aldehído par formar un compuesto de color rojo. Como reactivo de esta prueba se usa el de Covas ó Erlich. Una reacción positiva se manifiesta por la aparición de un anillo rojo en la superficie del medio. Esta prueba la dan positivo el E. Coli y Proteus (el P. Vulgaris positivo y el P. Mirabilis negativo). F·- Prueba de identificación del citrato: algunas entero-bacterias son capaces de utilizar el citrato como única fuente de carbono. El medio que se suele emplear es el medio de Simmons que lleva azul de bromotimol como indicador. La utilización del citrato por el microorganismo libera productos alcalinos que hacen virar el medio de verde a azul. Esta prueba la dan positivos la: klebsiella, enterobacter, salmonella y serrratia (nosocomial) G·- Prueba de la movilidad: la movilidad de una entero-bacteria se puede verificar directamente: ~ Por un examen en fresco ~ Mediante la inoculación del microorganismo en un medio semisólido de modo que si la bacteria es móvil difundirá el medio produciendo su enturbiamiento. Son móviles la: salmonella, proteus Son inmóviles la: shigella y klebsiella. H·- Prueba de la β-galactosidasa (ONPG): detecta la presencia de la enzima inducibles β-galactosidasa presente en las bacterias fermentadoras de lactosa el sustrato que se emplea es el orto-nitrofenil-β-d-galactopiramóside que al ser hidrolizado por la enzima libera orto-nitrofenol de color amarillo. Es una prueba útil para diferenciar los fermentadores lentos de lactosa o de los fermentadores de lactosa negativos. Los ONPG positivos son: E. Coli y klebsiella. I·- Prueba de la ADNasa: detecta la producción de nucleasa extracelulares. Esta prueba permite la identificación del género serratia (ADNasa positiva).



 J·- Prueba de la fermentación de carbohidratos: determinar la capacidad de un organismo para utilizar un carbohidrato y producir ácido como productos finales con o sin gas que se puede detectar mediante la Campana de Durham. Si se produce gas durante la fermentación se observará la aparición de una burbuja en la campana. Se emplea una gran variedad de azúcares y alcoholes como sacaros, lactosa, glucosa y alcoholes como el manitol y sorbitol. SISTEMAS COMERCIALES DE IDENTIFICACIÓN La identificación de las entero-bacterias se realiza en base a pruebas bioquímicas, enzimáticas y de sensibilidad antibiótica. 1·- Pruebas bioquímicas: A·- Reacción de oxidación y fermentación que ponen de manifiesto la capacidad de las entero-bacterias para metabolismo un carbohidrato en presencia o ausencia de oxígeno respectivamente. B·- Prueba de degradación de aminoácidos: lisina, ormitina, arginina, fenilalanina y triptófano. C·- Capacidad hidrolítica de ciertos sustratos: urea gelatina y esculina. 2·- Pruebas enzimáticas: se emplean sustratos problema cuya hidrólisis libera productos cromógenos o fluorocromos (ADNasa, coagulasa, catalasa, oxidasa). 3·- Pruebas de sensibilidad a antibióticos: algunos géneros y especies de enterobacterias tiene un patrón de sensibilidad da determinados antibióticos características. Ejemplo el proteus y serratia son resistentes a colestina. Existe una gran variedad de sistemas comerciales que emplean: 1·- Tiras con cúpulas de plástico que contiene el sustrato deshidratado y que se regenera con una suspensión de la entero-bacteria. 2·- Placas con pocillos donde se inocula el microorganismo y a los que se añade un disco impregnado con el sustrato. 3·- Placas microtiters con los sustratos congelados y que deben atemperarse antes de ser inoculados. La lectura puede ser visual o automatizada y se puede realizar directamente o indirectamente. IDENTIFICACIÓN SEROLÓGICA Los géneros salmonella, shigella y E. Coli se tipifican serológicamente mediante pruebas de aglutinación en porta a partir de la muestra aislada de cultivo. Estas pruebas serológicas se basan en la identificación de al menos 3 antígenos: antígeno somático O, antígeno capsular K y el antígeno flagelar H. en un porta as coloca una gota de una suspensión densa del microorganismo junto con una gota del antisuero y se mezclan con un palillo de madera, el porta se mueve y se observa si hay formación de grumos en la suspensión. Una prueba positiva se manifiesta por la aglutinación rápida y competa de las bacterias. En E. Coli hay ciertos antígenos O que se asocian a cepas virulentas pero que no se estudian (ejemplo: E. Coli 0112 es una cepa entero-invasiva que causa un tipo de diarrea similar a la originada por shigella). Las especies de shigella se clasifican atendiendo a este tipo de determinante antigénico en 4 serogrupos: A, B, C, y D que corresponden a las 4 especies de shigella: A  S. dysenteriae B  S. flexneri C  S. boydii D  S. sonnei



 El segundo tipo de antígenos son los antígenos K. Los antígenos K de algunas cepas de salmonella se llaman los antígenos Vi. En salmonella se realiza una aglutinación preliminar con antisueros polivalentes con antisueros antisomáticos con antígenos Vi [estos sueros que suelen estar disponibles comercialmente se conocen como: A, B, C, D, E, F, G, H y Vi]. DIAGNÓSTICO INMUNOLÓGICO Para el diagnóstico de ciertas infecciones por entero-bacterias se suelen emplear pruebas serológicas que permiten diagnosticar la enfermedad aun cuando no se haya aislado el microorganismo en cultivo para ellos se determina el nivel de anticuerpos frente al patógeno recurriendo a técnicas de micro-aglutinación, enzimo-inmuno-ensayo o fijación del complemento. En caso de las fiebres entéricas por salmonella el diagnóstico serológico puede ser útil aunque no en todos los casos aporta resultados satisfactorios. Si la infección no se ha tratado aproximadamente un 50% de los pacientes multiplican por 4 su título de aglutininas frente al antígeno somático O durante el curso de la misma. Si se ha administrado antibioterapia se puede bloquear la respuesta inmunológica. Las aglutininas frente a los antígenos flagelares H no tiene valor diagnóstico. PATOLOGÍA Entero-bacterias asociadas con infecciones gastrointestinales y fiebre entérica: 1·- E. Coli: produce 4 tipos de infecciones entéricas en el hombre: A·- Enterotoxigénica B·- Enteropatogénica C·- Enteroinvasiva D·- Hemorrágica A·- E. Coli enterotoxigénica: son la principal causa de diarrea infantil en países subdesarrollado y de la llamada diarrea del viajero. Se adquiere por ingestión de agua o alimentos contaminados. La infección se parece mucho al cólera y los signos clínicos son: diarrea acuosa, náuseas, dolores abdominales y fiebre. B·- Los E. Coli enteropatógenos: producen un tipo de diarrea con eliminación de mucus y con apenas sangre en heces C·- Las cepas de E. Coli enteroinvasivas da lugar a una forma de diarrea aproximada a la disentería bacilar producida por shigella. Los síntomas son: fiebre, dolor abdominal, toxemia y diarrea acuosa con eliminación de sangre y mucus con gran contenido de leucocitos polimorfo-nucleares. D·- E. Coli 0157H7 agente etiológico de la colitis hemorrágica que es una gorma grave de diarrea y del síndrome urémico hemolítico (hay sangre pero no leucocitos como en la enteroinvasiva). No se recomienda dar profilaxis antibiótica para la diarrea del viajero con el fin de evitar la aparición de cepas resistentes, se debe proceder a restablecer el equilibrio hidroeléctrico. 2·- Salmonella spp: puede causar las siguientes enfermedades: A·- Fiebre entérica ó tifoidea: la produce la salmonella typhi y en ocasiones S. paratyphi. Se conocen como fiebres tifoideas y paratifoideas respectivamente. Las salmonellas tras ser ingeridas llegan al intestino delgado atraviesan los conductos linfáticos y alcanzan el torrente circulatorio. Los microorganismos se multiplican en los organismos linfoides y se eliminan en heces,. El periodo de incubación es de 10-14 días. Los síntomas son: fiebre, bradicardia, dolor de cabeza, malestar general.



 En las fiebres entéricas las salmonellas se pueden aislar en sangre. Se trata de un infección que reviste gravedad dado que son frecuentes las complicaciones cardiacas, hepáticas y de otros órganos. B·- S. cholerae-suis: puede causar bacteriemia C·- S. typhimurium: gastroenteritis (Enterocolitis) es la manifestación más común de una intoxicación por salmonella.. la S. typhimurium es la causante más frecuentes de gastroenteritis. Entre las 8-48 horas de haber ingerido un alimento contaminado aparecen náuseas, vómitos y diarrea. El síndrome desaparece en 2 ó 3 días sin necesidad de tratamiento. No hay bacterias en sangre pero son abundantes en heces. Las personas más propensas a padecer la enfermedad son niños, ancianos e inmuno-deprimidos. Tras una infección de fiebre tifoidea entre el 1-3% de los individuos se vuelven portadores crónicos de bacilos eliminando en las heces durantes largos periodos de tiempo tras la desaparición de los síntomas. Tanto las fiebres entéricas como bacteriemias por salmonella deben recibir tratamiento antibiótico. Las salmonellas son sensibles a la amoxicilina, cloranfenicol, trimetropinsulfametaxazol y amipicilina. 3·- Shigella: la diarrea producida por shigella se llama disentería bacilar. La vía de transmisión es fecal-oral por contaminación de alimentos con heces. (pequeños inóculos resisten al ácido gástrico). A·- S. dysenteriae tipo I: elabora una exotoxina que es neuro y citotóxica. Produce diarrea caracterizada por dolores abdominales y excreción de sangre y moco en heces. El carácter neurotóxico de la toxina determina que se pueda producir meningitis y coma. Las infecciones por shigella se pueden tratar con amipicilina, cloranfenicol, tetraciclinas, trimetropil-sulfametoxazol y fluorquilonas. 4·- Yersinia enterocolítica: da lugar a gastroenteritis por ingestión de alimentos ó agua contaminadas y con menor frecuencia por contacto directo con animales o personas infectadas. Es un patógeno capaz de crecer a temperaturas de refrigeración por lo que es una bacteria a tener en cuenta en la industria alimentaria. Tras un periodo de incubación de 4-7 días aparecen los síntomas clínicos: dolor abdominal en el cuadrante inferior derecho, fiebre y en ocasiones diarrea. La yersinia enterocolítica es sensible a aminoglicóxidos, cloranfenicol, tetraciclinas, trimetropil-sulfa y cefaloesporinas de 3ª generación. Entero-bacterias asociadas con infecciones extra-intestinales: 1·- Yersinia pestis (peste bubónica): agente etiológico de la peste bubónica trasmitida por picadura de moscas o por manipulación de animales infectados. Los principales reservorios son las ratas. Una vez que el microorganismos penetra en la piel por la picadura de la mosca es fagocitado por los macrófagos y leucocitos polimorfonucleares en el interior de los cuales se multiplican. La infección por yersinia pestis se puede manifestar con peste bubónica, peste septicémica o peste neumónica. La peste neumónica es muy contagiosa y presenta una elevada mortalidad. El antibiótico más eficaz es la estreptomicina y como alternativa la tetraciclina. 2·- E. Coli: es la principal causa de infecciones del tracto urinario especialmente en mujeres jóvenes. Puede dar lugar a cistitis (V. U. bajas), uretritis, píelo-nefritis (V. U. altas) y sepsis. Las cepas que se suelen ver implicadas en este tipo de infección son las llamadas uripatogénicos que poseen elementos de adherencia al epitelio llamadas fimbrias. El E. Coli es también responsable de infecciones de origen nosocomial entre las que se encuentran las neumonías, infecciones de heridas quirúrgicas y sepsis. También puede causas meningitis neonatal. En todos los asilados de E. Coli deben realizarse pruebas de sensibilidad a



 antibióticos en el laboratorio. [un número importante de cepas son resistentes a la amipicilina y carbenecilina]. 3·- Klebsiella, enterobacter y serratia: este grupo de entero-bacterias dan lugar principalmente a infecciones de origen nosocomial. Klebsiella pneumoniae es el agente etiológico de neumonías, infecciones del tracto urinario y causante de bacteriemias de origen nosocomial. El género enterobacter son patógenos oportunistas y se asocia principalmente a infecciones de heridas, quemaduras e infecciones en el tractor urinario y respiratorio. El género serratia puede colonizar el tracto respiratorio y urinario de pacientes hospitalizados dando lugar a infecciones de difícil tratamiento. S. marcescens: es resistente a un gran número de antibióticos (quinolonas, βlactámicos de últimas generación). 4·- Proteus, morganella y providencia: estos géneros se relacionan con infecciones del tracto urinario. La capacidad que tienen estas bacterias de hidrolizar la urea liberando NH 3 determina una alcalinización de la orina que induce la formación de cálculos renales por otros la movilidad del género proteus favorece la invasividad del tracto urinario por parte de esta entero-bacteria 2 especies de proteus: P. vulgaris (indol positivo) y P. mirabilis (indol negativo) [pH > 8 alcalina  infección proteus  favorece las infecciones de alcalinidad]. 5·- Ciclobacter: se engloba en el grupo de los patógenos oportunistas y aparece asociada a infecciones urinarias y respiratorias en pacientes hospitalizados. PREGUNTAS 1·- Una de las siguientes entero-bacterias crecen invadiendo la placa de agar sangre: A·- Salmonella B·- Proteus C·- Yersinia D·- Shigella 2·- Para la prueba de la ureasa se emplea el medio de Christensen. Una reacción positiva hace virar el medio de: A·- Naranja a rosa intenso B·- Amarillo a púrpura C·- Rojo a amarillo D·- Verde a azul 3·- La prueba del indol pone de manifiesto la presencia de la enzima: A·- β-galactosidasa B·- Ureasa C·- Triptofanasa D·- Fenilalaninadesaminasa 4·- ¿Cuál de los siguientes géneros es inmóvil?: A·- Proteus B·- Klebsiella C·- Salmonella D·- Citrobacter 5·- ¿Cuál de las siguientes pruebas diferencia a la serratia del resto?: A·- Oxidasa B·- Catalasa C·- ADNasa D·- Voges-Proskawer 6·- ¿Cuál de las siguientes especies no se asocia a infecciones gastrointestinales?: A·- E. Coli



 B·- Salmonella typhi C·- Yersinia enterocolítica D·- Klebsiella pneumoniae 7·- ¿Qué microorganismo de los siguientes está considerado como patógeno oportunista?: A·- E. Coli B·- Serratia marcescens C·- Yersinia pestis D·- Shigella dysenteriae



TEMA 14 MYCOBACTERIUM CARACTERÍSTICAS Es un grupo de bacilos rectos o ligeramente curvados, a veces se ramifican, aparecen a veces en filamentos, aerobios, inmóviles, no esporulados. Son bacilos ácido alcohol resistentes. No se tiñen bien con el Gram y suelen aparecer como Gram positivo débil. BAAR: porque en su pared tienen una sustancia, ácidos micólicos, que son los responsables de que sean resistentes a la decoloración con ácido-alcohol y también a la desecación, a muchos antibióticos siendo sensibles a los antituberculosos. Como son muy resistentes es frecuente que en los medios de cultivo se añadan sustancias o antibióticos que ataquen a otras bacterias pero no al mycobacterium para que sólo nos crezca éste. Las sustancias más empleadas son la penicilina y el verde de malaquita (colorante, inhibe el crecimiento de toas bacterias). CLASIFICACIÓN En base a 2 parámetros: 1·- Velocidad de crecimiento: distinguimos mycobacterium de crecimiento rápido (aparecen en el cultivo antes de 1 semana) y crecedores lentos (tardan más de 1 semana). 2·- Formación de pigmentos: ~ Escotocromógenos: forman pigmentos en ausencia de luz. ~ Fotocromógenos: forman pigmentos en presencia de luz. Pigmento amarillo~ No cromógenos: no forman pigmentos En base a esto existe una clasificación llamada Rumyon que clasifica a los mycobacterium en 4 grupos: 1·- Bacterias fotocromógenas 2·- Bacterias escotocromógenas 3·- Bacterias no cromógenas de crecimiento lento 4·- Bacterias de crecimiento rápido El problema es que hay alguna especie que no se encuentra dentro de esta clasificación por lo que está en desuso actualmente.



 PROCEDIMIENTOS DE MUESTRAS Proceden mayoritariamente del aparato respiratorio (esputo normal o inducido). A partir de aquí se hace un frotis. También podemos encontrar un bronco-aspirado y también cualquier líquido corporal como: orina, líquido cefalorraquídeo. El que en un frotis encontremos BAAR no quiere decir que sea un mycobacterium pero es sugestivo, es decir, si es positivo hay muchas posibilidad de que sea un mycobacterium se determina por otras pruebas. En el procesado de muestras se dan 3 fases: 1·- Concentración: se hace por centrifugación 2·- Homogeneización: se usan mucolíticos para dar otra consistencia al esputo y poder manejarlo mejor a la hora de hacer un frotis. Ejemplo: N-acetilasteína y detergente sulfatosódico. 3·- Descontaminación: eliminar de la muestra otros gérmenes que no sean mycobacterium. Para ello se utiliza hidróxido de sodio (NaOH) a distintas concentraciones según protocolo de laboratorio. Es importante el tiempo de aplicación bien hecha quedan alrededor de un 10-20%. El tiempo de contacto no debe rebasar delos 15 minutos. En caso de los líquidos normalmente estériles (orina, LCR) no hay que hacer estos 2 últimos pasos. CULTIVO E IDENTIFICACIÓN Para su identificación se utilizan 4 parámetros: • Velocidad de crecimiento • Formación de pigmentos • Morfología de las colonias • Pruebas bioquímicas A·- Medios de cultivo: las mycobacterium son muy exigentes para el cultivo, lo que implica que prefieren medios no selectivos y medios enriquecidos. La clasificación de los medios es: • Medios selectivos: ~ Medio selectivo 7H11 (Mitchinson). Contiene mycobactosel • Medios no selectivos: ~ Base de huevo: Lowestein-Jensen (se suele añadir verde de malaquita) ~ Base de agar: Middlebrook 7H10, 7H11 (permite detectar rápidamente) ~ Líquidos: caldo 7H9, Dubos • Medios diferenciales: ~ Medio PNB ~ Medio sólido de Sauton (mycobacterium atípicos) ~ Medio sólido TB • Medios de cultivo radiométricos = bactec TB: tienen una fuente de carbono marcada radiactivamente (emiten radiación). Hay carbono radiactivo si la bacteria lo utiliza luego va a emitir radiación y esta se mide con radiómetro. Conviene utilizar un medio selectivo y uno no selectivo al mismo tiempo ya que cabe la posibilidad de que como son muy exigentes no crezcan en el selectivo y si lo haga en el no selectivo. Con medios de cultivo tradicionales hay que incubar a 25ºC, en la oscuridad y en atmósfera húmeda y que contenga un 5-10% de dióxido de carbono durante la 1ª semana y luego pasar a una atmósfera normal. Es conveniente que los tapones estén desenroscados hasta que se evapore el agua. Las colonias de mycobacterium tuberculosis presentan generalmente un aspecto rugoso. Otro mycobacterium, el intracelulare, las colonias lisas.



 B·- Pruebas bioquímicas más utilizadas: • Test de la niacina ó ácido nicotínico: sirve para comprobar la producción de niacina por parte de las mycobacterium en menor ó mayor cantidad el mycobacterium tuberculoso es el que más produce. • Reducción de nitratos: sirve para comprobar la presencia de nitrato reductasa. • Prueba de la catalasa: hidroliza el peróxido de hidrógeno (H2O2). A excepción de algunas mycobacterium tuberculosas todas las mycobacterium son positivas a la catalasa. Hay 2 formas de realizar esta prueba: ~ Catalasa semi-cuantitativa: medir la altura que alcanzan las burbujas cuando están en un tubo. ~ Catalasa a 68ºC: los mycobacterium tiene 2 tipos de catalasas: termoestables (mantiene) y termolábil (destruye). A 68ºC se destruye, entonces aquellas especies de mycobacterium que sólo tengan catalasa termolábil van a perder la positividad de la prueba. Los que tengan los 2 tipos son catalasa positivas. La cátalas termolábil la tienen: M. Tuberculosis, M. Bovis, M. Africanum. • Hidrólisis del Tween80 (detergente): lo que se ve es si el mycobacterium tiene capacidad de hidrolizar con este detergente. Dan positivas las escotocromógenas y las no cromógenas de crecimiento lento no patógenas. • Test de la arilsulfatasa • Reducción de telurito: se comprueba si producen una sal de telurito potásica, que es incolora, se ve si la reducen a telurito metálico que es de color negro. Tarda en verse 3-4 días • Inhibición del crecimiento por la hidracida del ácido tiofeno-2-carboxílico (TCH). C·- Identificación: los métodos más modernos utilizan la genética. De este tipo tenemos: • Sondas genéticas: ponen en contacto la bacteria con una sonda de ADN marcada radiactivamente o marcada con compuestos quimioluminiscentes. • PCR (reacción en cadena de la polimerasa): permite amplificar una secuencia de ADN para después detectarle. • Análisis cromatográfico de los lípidos de la pared: permite conocer la composición lipídica de la pared y sabiendo éste sabemos de que bacteria se trata. Es un método rápido (2 horas), específico y muy reproducible. CLASIFICACIÓN • Lentos o No cromógenos  M. tuberculosis  M. bovis  M. africanum  M. ulcerans  M. avium  M. intracelulare o Escotocromógenos  M. scrofulaceum o Fotocromógenos  M. kansasii  M. marinum • Rápidos o No cromógenos  M. fortuitum



 



M. chelonae



BACILOSCOPIA Es la realización de una tinción AAR a partir de un frotis de una muestra biológica, generalmente esputos. Utilidades: 1·- Diagnóstico de presunción de tuberculosis 2·- Seguimiento de un paciente tratado con antituberculosos, de este modo podemos observar en que momento se negativiza la tuberculosis. 3·- Confirmar que loa aislamientos obtenidos de un cultivo son AAR. Un buen diagnóstico depende de un buen frotis. Condiciones que debe reunir un frotis (esputo): • Seleccionar aquellas partes purulentas • Utilizar un porta limpio y perfectamente desengrasado. • La extensión ni demasiado gruesas ni demasiado fina. • Dejar secar durante 30 minutos en ambiente cálido. • Tinción AAR: son 3 principalmente: ~ Zielh-Neelsen: Colorante: fucsina fenicada Contra-colorante: azul de metileno (objetivo de inmersión) ~ Kinyoun Colorante: fucsina fenicada Contra-colorante: verde malaquita (rosa fondo verde) (100X) ~ Auramina-rodamina: hace falta un micro de fluorescencia par ver el resultad Colorante: fluorocromo Contra-colorante: permanganato potásico. La extensión del frotis se hace después de la concentración pero antes de la descontaminación. El resultado es de color verde o naranja fluorescente sobre un fondo oscuro (negro ó verde oscuro). Ventajas: se observa el resultado con objetivo de 20 ó 40 aumentos. Para contar bacilos tenemos que ver un número menor de campos por lo que abarcamos más, esto hace que la pruebas sea más sensible. Desventajas: hay mycobacterium que no se tiñen mediante esta técnica. El fondo oscuro dificulta el enfoque. El micro es más complejo y costoso. El uso continuado de este micro puede dañar el ojo del observador. Sensibilidad: probabilidad de que una prueba de positivo en un paciente enfermo. (Mantoux  tuberculina). Sirven para sreaning  pacientes sospechosos. Especificidad: probabilidad de que una prueba de negativa en un paciente sano. Diagnóstico específico. Mantoux: sensibilidad elevada y especificidad baja. Al final de la baciloscopia lo que hay que hacer es una valoración cuantitativa, es decir, contar bacilos. Se cuentan por campos, 1º dentro de una misma línea (aproximadamente 100). Si estamos contando y llegamos a 50 lo dejamos (50 bacilos línea). Si hay entre 10-50 se informa del número de bacilos por línea. Si contamos en una línea menos de 10 habrá que contar 3 líneas y luego se informa del número de bacilos en 3 líneas. Otra forma de informar sería: ~ Ausencia de BAAR en 100 campos de inmersión. (0) ~ De 1 a 5 BAAR en 100 campos de inmersión (número)



 ~ Si aparecen de 10-99 en 100 campos de inmersión (+) ~ Si aparecen de 1-10 por campo (++) ~ Si hay más de 10 por campo (+++) Puede propiciar que nos de falsos positivos la presencia de restos de comida en el esputo (se selecciona), fibras de algodón, polen, ralladuras del porta, precipitados del colorante, etc. También puede aparecer falsos positivos si se juntan 2 portas, es decir, por contaminación. Fallos que nos puedan dar falsos negativos: hacer un mal frotis o una mala observación. CLASIFICACIÓN DE LAS MYCOBACTERIUM Existen 2 grandes grupos: 1·- Complejo tuberculosis: es el más importante. Son: M. tuberculosis: el más importante M. bovis: produce tuberculosis en vaca puede contagiarse a humanos M. bovis BCG: se hace la vacuna produce inmunidad M. africanum: tuberculosis frecuentemente en África. 2·- Complejo lepra: el causante de esta enfermedad es el M. leprae, M. lepraemurium (lepra en ratas). 3·- Mycobacterium atípicas: algunas de estas pueden llegar a producir tuberculosis pero la mayoría causan muycobacteriosis. Se pueden dividir en: • Lentas: M. kansasii, M. scrofulaceum, M. ulcerans, M. avium, M. intracelulare. MIA (avium e intracelulare): especies muy parecidas. Tiene relación con el SIDA, aparecen en fases muy avanzadas de esta enfermedad. • Rápidas: M. fortuitum, M. chelonae. Producen enfermedades en raras ocasiones pero cuando lo hacen es muy grave porque son resistentes a los antituberculosos. COMPLEJO TUBERCULOSIS = M. TUBERCULOSIS A·- Factores de patogenicidad: elementos de la bacteria que le confieren virulencia (gravedad) frente al hospedador: 1·- Cord-factor: permite formar unos cordones. Ventaja: al ir en grupo son más difíciles de atacar por el sistema inmune. 2·- Sulfolípidos: potencian la actividad del cord-factor. 3·- Micobactinas y exoquelinas mejoran el crecimiento y desarrollo de las bacterias 4·- Catalasa B·- Patología (producción de la enfermedad): • Produce la tuberculosis. El principal causante es el M. tuberculosis (90% de casos). • Se transmite por inhalación de partículas del 1-50 micrometros (µm) que es el tamaño ideal para que las partículas lleguen a los alvéolos que es a partir de donde van a producir la enfermedad. La tuberculosis no es una enfermedad extremadamente contagiosa, hace falta más de un contacto para padecer esta enfermedad, además que en un momento dado se encuentre el organismos en condiciones (inmunodepresión) para contagiarse. Evolutivamente se distinguen 2 fases o estadios según el enfoque que se le de a la enf: ~ Estadio exudativa ó lesión exudativa ~ Estadio profilerativo ó lesión profilerativa. Se pueden distinguir más estadios según el enfoque que ese le de a la enfermedad.



 La lesión exudativa es una primera fase inespecífica y es indistinguible de cualquier otra patología (pulmonía). Histopatológicamente lo que se produce es una reacción inflamatoria aguda. En la segunda fase aparece una necrosis tisular en los pulmones. Aparecen granulomas crónicas (bacilos en medio de linfocitos alrededor). La tuberculosis es la enfermedad granulomatosa por excelencia. Con el tiempo se acaba produciendo en los granulomas una necrosis caseosa. Llegado a este punto puede ocurrir que la enfermedad se disemine (vía sanguínea ó linfática) y puede llegar a cualquier parte de la anatomía pero son más frecuentes en el hígado, bazo, riñones, meninges (meningitis tuberculosa), etc. Cuando está diseminada se habla de tuberculosis milliar. MYCOBACTERIUM ATÍPICAS No son muy patógenos, es decir, que para que produzcan la enfermedad la persona tiene que estar inmunodeprimida. M. kansasii: cuadro prácticamente indistinguible de la tuberculosis. Puede afectar a gente inmunocompetente (Contrario a inmunodeprimido) M. avium e intracelulare (MIA): únicamente afectan a inmunodeprimidos. Producen enfermedad pulmonar. La pulmonía por MIA es muy características de pacientes con SIDA antes del SIDA era prácticamente inexistente. M. scrofulaceum: produce adenopatías (enfermedad de ganglios) cervicales en niños M. fortuitum y chelonae: si producen enfermedades es muy grave. Solamente producen enfermedades en pacientes severamente inmunodeprimidos. Son resistentes a los antituberculosos. EVOLUCIÓN DE LA ENFERMEDAD Lo que suele ocurrir en el primer contacto es una infección primaria este microorganismo llega al organismo y es atacado por el sistema inmune y la infección se controla pero suele ocurrir que queden algunas bacterias acantonadas, estas pueden producir una reactivación de la enfermedad. Si estas personas se inmunodeprimen la enfermedad se puede reactivar. La infección primaria tiene una ventaja: quedan linfocitos T de memoria porque el mycobacterium tuberculosis es un microorganismo intracelular por eso los linfocitos T (celular, los B humorales) son los de memoria. La desventaja son las posibles reactivaciones PRUEBA DE LA TUBERCULINA (Mantoux) Consiste en la inoculación intradérmica (espesor de la piel) de proteínas tuberculosas. Si existe linfocitos T específicos contra la tuberculosis se va a producir una reacción en la piel en forma de induración. (Si no hay respuesta es que no existen linfocitos T de una infección anterior). Se utiliza una proteína llamada PPD (son proteínas tuberculosas purificadas). Si la lesión (endurecimiento) sobrepasa los 10 mm y el resultado ese ve a las 48 –72 horas. El Mantoux es una prueba muy sensible. Hay casos en los que puede dar falsos negativos, personas inmunodeprimidas porque no tienen linfocitos T suficientes. Estos se descartan con una pruebas llamada multitest (Tiene 7 antígenos, los más frecuentes) utiliza antígenos muy ubicuos (extendidos) por lo que e muy posible que alguno de ellos den positivos y si diesen negativos todos es que el sistema inmune está muy mal.



 Booster  si te hacen muchos test de Mantoux poco a poco se va positivizando la prueba ya que poco a poco te introducen pequeños cantidades de PPD de la prueba. TRATAMIENTO No son sensibles a cualquier antibiótico, son resistentes porque tiene ácidos micólicos. Los antibióticos utilizados son muy restringidos y se llaman antituberculosos. Estos antibióticos son: isoniazida, etambutol, rifampicina y estreptomicina. Como es muy fácil que crear resistencia lo que se hace es administrarlos todos combinados (politerapia) durante mucho tiempo (6-12 meses) También se puede hacer profilaxis (tratamiento antibiótico antes de la enfermedad) con la isoniazida, se hace en personas expuestas susceptibles de ser contagiadas con la enfermedad por el estado de inmunización, personal sanitario, etc. EPIDEMIOLOGÍA Y PREVENCIÓN (evitación de contagios, vacunación) El mycobacterium tuberculosis es el responsable del 90% de los casos el resto para las demás mycobacterium. La principal fuente de transmisión es el hombre. En caso de M. bovis va a ser el ganado bovino (vacas) incluye la transmisión por vía oral a través de la leche para prevenir se pasteuriza. Es fundamental la detección precoz de caos tanto en humanos como en el ganado para evitar una posterior infección. La detección de casos y el tratamiento precoz son fundamentales en la prevención de la tuberculosis, a pesar de la vacuna (BCG, bacilo de Calmette-Guerin, cepa del mycobacterium bovis), esta no es buena por lo que su uso está restringido y no se usa mucho. Actualmente se usa en 2 casos: • Gente tuberculina negativa que está muy expuesta a la enfermedad. • Zonas endémicas Está contraindicada en inmunodeprimidos porque puede llegar a desarrollar por si misma la enfermedad. (Los inmunodeprimidos son principalmente: trasplantados, tratamiento anticancerosos y enfermos de SIDA) Una persona ya vacunada que se inmunodeprime puede desarrollar la enfermedad. MYCOBACTERIUM LEPRAE (agente etiológico de l lepra) Tiene una característica importante porque no se puede cultivar en laboratorio. Entonces para detectarla hay que hacer un estudio de las lesiones epiteliales que causan y observar si hay BAAR. Otra forma sería inoculándolo en seres vivos, el mejor animal es el armadillo. La lepra es una enfermedad rara, se da en zonas endémicas. Hay 2 formas de lepra: • Tuberculoide: se da en gente cuya inmunidad no está muy comprometida, deprimida. • Lepromatosa: forma típica d la lepra. Es grave y las personas que la padecen carecen de inmunidad celular. Aparecen muchos BAAR en las lesiones cutáneas. La diferencia entre ambas es que si se hace una prueba llamada lepromina, que es análoga a la tuberculina, en la lepra lepromatosa da negativa porque está inmunodeprimida y en la tuberculoide da positiva. La trasmisión es muy difícil, requiere un contacto muy próximo y sostenido con secreciones respiratorias del enfermo. La enfermedad tiene un periodo de incubación que oscila entre los 2-10 años.



 TEMA 15 BACILOS GRAM NEGATIVOS CAMPYLOBACTER A·- Características Pertenece a un grupo de bacilos Gram negativos móviles, son bacilos cortos y tienen forma de coma ó yunque de bueyes. Una de las características más importantes es que es móvil, esto gracias a un flagelo únicos y polar (está en un polo). Su reservorio es el tracto intestinal de muchos animales y producen infecciones gastrointestinales y algunas especies pueden llegar a provocar de forma rara infecciones extraintestinales a diferentes niveles cuya condición es que el paciente esté inmunodeprimido. No fermentan carbohidratos y son catalasa y oxidasa positivas. La especies más importantes son: C. jejuni C. coli C. fetus subespecie fetis C. laridis B·- Aislamiento Si viven en el tracto intestinal y producen enfermedades gastrointestinales, las muestras a analizar son heces. Se siembra inmediatamente la muestra en medios selectivos, si hubiera que posponer el cultivo hay que conservarlo en medios de transporte especiales para esta bacteria (CaryBlair, Campy Thio). En estos medios resisten de 1-2 semanas a 4ºC. Condiciones que hay que aportar al medio para que crezcan bien: 1·- Empelo de medios selectivos 2·- Empleo de una atmósfera reducida de oxígeno porque son microaerófilos (Cantidades pequeñas de oxígeno) 3·- Requieren una temperatura de 42ºC en el aislamiento inicial.



 1·- Medios selectivos que requieren los campylobacter: 1·- Medio Skirrow: tiene sangre de caballo, vancomicina, polimixina B y trimetropina. 2·- Medio Campy-BAP 3·- Medio Butzler 2·- Ambiente microaerófilo: para conseguirlo se pueden usar 3 sistemas: 1·- Evacuación-reemplazo  5% O2, 10% CO2 y un 85% N2 2·- Campanas de anaerobios dentro de las que se colocan una bolsas comerciales (campy-pack) que consiguen ese ambiente adecuado. 3·- Bolsas de plástico llamadas Biobag: se colocan dentro de una bolsa unas cuantas placas y dentro se genera el ambiente adecuado. 3·- Temperatura: se incuba a 42ºC y tenemos que esperar 72 horas para descartarlos como negativos. También pueden crecer a 37ºC pero a 42 crecen bien y se inhibe el crecimiento de otras. Si lo que queremos cultivar otras especies de campylobacter que no sean jejuni, ni coli utilizamos 37ºC sin cefaloesporinas. Hay otros 2 métodos alternativos para el cultivo de campylobacter., Ambos se basan en la utilización de filtros de acetato de celulosa que tienen un tamaño de poro determinado que permite el paso del campylobacter pero no de otras bacterias, ni coliformes. 1·- Un sistema sería diluir el filtrado y sembrarlo en las condiciones antes mencionada 2·- Otro consiste en dejar el filtro encima de la placa con una gota de heces y dejarlo una noche a la mañana siguiente se retira el filtro donde quedaron separadas de otras bacterias. El campylobacter como es móvil y por gravead durante la noche se desplaza hasta la placa y luego se incuba. También se puede cultivar a partir de sangre, ocurre en enfermedades que no son la diarrea producida por campylobacter sino cuando se trata de una sepsis. Ejemplo: pacientes con SIDA (fetus y laridis). Crecen bien en casi todos los medios que contengan sangre. C·- Identificación La morfología de las colonias no es ilustrativa, forma colonias grisáceos, con aspecto mucoso y no hemolíticos. A las que crezcan y sean sospechosas se les hace la tinción de Gram donde se observarán BGN y en forma de coma. En cultivos viejos pueden perder esta forma y adquirir formas cocoides (redondos). Para diferenciarlos de otras especies utilizamos las siguientes pruebas: • Crecimiento a diferente temperatura • Sensibilidad al ácido nalidixico y cefalotina • Producción de SH en medio TSI • Reducción de nitratos • Hidrólisis de hipuratos • Hidrólisis de indoxilacetato D·- Patogenia El campylobacter jejuni: provoca infecciones gastrointestinales, es el que aparece con mayor frecuencia. Causa gastroenteritis con diarrea, eliminación de sangre en heces, dolor abdominal aguda, dolor de cabeza y fiebre. Esta especie es sensible al pH del estómago entonces para adquirir una infección de este tipo hay que ingerir un mayor número de esta bacteria (104 bacterias). La transmisión es vía oral tanto por alimentos como en agua. Una vez que llega al intestino se multiplica, lo invade, lo inflama, etc.



 Es una infección autolimitada (Se cura sola) por lo que no es necesario hacer antibioterapia, únicamente reponer líquidos. El campylobacter coli es similar o igual al anterior. Los otros 2 además de diarreas pueden producir bacteriemias en inmunodeprimidos (C. fetus y C. laridis) HELICOBACTER PYLORI A·- Características Es reciente (1982), al principio se clasificó como campylobacter pylori (se aísla del estómago). Pero luego se dijo que era un género aparte. Es un bacilo gram negativo, tiene forma espiral ó helicoidal. Una de las características más importante es que tiene un marcado carácter ureasa positiva. Es casi patenoimónico (que si aparece esa fuerte marcación es seguro que en un helicobacter pylori). Tienen flagelos polares (1-6). Está implicado en procesos infecciosos gástricos. Es microaerófilo (igual que campylobacter). B·- Métodos de identificación • Directos: son los que pasan por el cultivo. El helicobacter pylori está en los pliegues de la mucosa gástrica. Para aislarlo lo tenemos que obtener de biopsia. No es aconsejable cultivos de aspirados gástricos. El cultivo tiene que ser inmediatamente sembrado tras la biopsia; se lleva a los medios de transporte, los cuales se conservan a 4ºC un máximo de 5 hors. Estos medios de transporte pueden ser: ~ Solución glucosada a 20% ~ Solución salina al 0’85% ~ Caldo tioglicolato ~ Caldo brucella con suero de caballo La biopsia se divide en 2 partes: una va a tinciones y la otra a cultivo. Con la tinción se hace un frotis, se tiñe con tinción de gram, gimes, plata metenamina,... Con el resto de la biopsia se corta en trocitos ose machaca en mortero estéril con un poco de suero glucosado al 20% y se cultiva. Se siembra en: ~ Agar BHI + 7% suero equino ~ Agar Muller-Hinton + 5% sangre carnero ~ Agar Brucella + 1 % de almidón soluble ~ Agar sangre ~ Agar chocolate ~ Medio de Skirrow ~ Agar Thayer-Martin Estos 4 últimos mejor si se añade suero equino o almidón. Aparte de estos medios es necesario utilizar otros medios selectivos: • Medio velo-horizonte (colonias doradas) • Medio selectivo para helicobacter pylori Son medios para que ‘solo’ crezca helicobacter pylori (en la medida de lo posible) Se incuba a 37ºC y en medio microaerófilo (5% O2, 10% CO2 y 85% N2) es mejor dejarlos hasta 7 días. Una vez que esté crecido se realizan pruebas de identificación: • Catalasa • Oxidasa • Fuertemente ureasa • Sólo crece a 37ºC • Hidrólisis de hipurato



 • Reducción de nitratos • Es sensible a cefatotina (cefaloesporina) y resistente a ácido nalidixico • Indirectos: son tres métodos ~ Prueba de la ureasa rápido: se inocula la bacteria en un medio rico en urea con un detector de pH, a medida que la ureasa va hidrolizando el medio el pH se va alcalinizando. Tiene una elevada capacidad ureasa que en poco tiempo se va alcalinizando el medio. Se utiliza la urea de Christensen. ~ Prueba de la urea respiratoria: consiste en que le damos al paciente urea marcada con un isótopo de carbono, el helicobacter pylori si está va actuar sobre esta por medio de l urea y después este carbono se va a eliminar por el CO2 y podemos detectarlos. Estos carbono se miden por contadores de centelleos o con un espectrofotómetro: ~ Serología: se detecta IgG e IgA. Para el helicobacter pylori están estandarizan. C·- Factores de patogeneicidad: • Ureasa: la urea al alcalinizar el medio permite que este microorganismo pueda vivir en el estómago (pH ácido) • Proteasas • Hemoglutininas • Citotoxina: cuya actividad no se conoce muy bien D·- Patología: está implicada en diversos procesos infecciosos gástrica. Al principio se le empezó a achacar a enfermedad como gastritis, úlceras, ... Se sabe que el helicobacter pylori es el factor etiológico de la úlcera gástrica y (no como se pensaba antiguamente que sólo agrava la enfermedad). Es el agente causal de la gastritis aguda y está presente en la gastritis crónica, con la dispersia (mala digestión) no ulcerosas, carcinomas gástrico. Hay gente sana que tiene helicobacter pylori en su estómago (hasta un 50% de la población adulta) E·- Sensibilidad antibiótica: es sensible a muchos antibióticos pero hoyo se aplica politerapia y aún así no se consigue eliminar de todo. VIBRIO Las especies más importantes es vibrio cholerae. Es un bacilo gram negativo, anaerobios facultativos, móviles gracias a su flagelos. Son oxidasa positiva y reducen nitratos a nitritos. Son capaces de crecer en medio con sal. Tienen un cierto parecido (en lo referente a las pruebas) a las enterobacterias; se diferencian de ellas por la oxidasa. Las aeromonas y plesiomonas dan oxidasa positiva pero se distinguen del vibrio porque no crecen en medio con sal. Por el patrón de fermentación de hidratos de carbono se diferencia el vibrio de las pseudomonas. Está muy distribuido su localización en el género y vive en aguas en general (ríos, charcas,..) es decir, en medios acuáticos. Produce el cólera que lo produce el vibrio cholerae tipo 01. otros tipos menos importantes producen infecciones en general (septicemias, bacteriemias, abscesos) A·- Estructura antigénica: es bastante característica: • Antígeno flagelar H: termolábiles • Antígeno somático O: es termoestable, además este antígeno es el que se utiliza en la serotipificación. La tipificación de vibrio cholerae tipo 01 se debe al antígeno somático O. Solo este sero-tipo causa cólera (epidemias) los demás no son tan graves. Existe una variante del vibrio cholerae tipo 01 que se llama El Tor, esta variante es la que causó la última gran epidemia de cólera (años 60). Produce la enfermedad pero un poco más leve que la variante clásica. Se distingue de al variante clásica por que produce hemolisna y porque dan positivas las pruebas de Voges-Proskawer y es resistente a polimixina B.



 B·- Toxinas: Vibrio cholerae: produce una enterotoxina a nivel del intestino que provoca una gran secreción de agua y electrolitos Vibrio parahaemolyticus: producen toxina extracelular C·- Aislamiento: • Transporte: debe realizarse en medios exentos de glicerol como el de Cary-Blair son viables hasta 4 semanas y debe evitarse en todo momento la exposición al aire porque son muy sensible a la desecación. También se pueden utilizar tiras de papel secante humedecidas con heces líquidas. • Cultivo: crecen bien en agar sangre y en agar Mac-Conkey aparecen como lactosa negativas. El medio de elección en vibrio cholerae es el agar TCBS (triptosa-citrato-bilissacarosa). Para los pacientes que estén tratados se recomienda caldos enriquecidos como agua de peptona alcalina con 1% de Cloruro sódico (ClNa). Si un paciente está tratado va a haber menos bacterias detectables en al muestra.



A las colonias sospechosas se le hacen las pruebas bioquímicas. La más importante es la de contra-anti-suero tipo 01 (más importante). D·- Identificación: nos vamos a basar en 2 elementos: • Tinción de gram (BGN corto, recto ó curvado, pero en general muy pleomórfico • Pruebas bioquímicas: ~ Oxidasa ~ Requerimiento de cloruro sódico ~ Pruebas de lisina, ornitina, arginina descarboxilasas (son aminoácidos) ~ Fermentación de hidratos de carbono ~ Voges-Proskawer ~ Ureasa ~ Indol • Pruebas serológicas: ~ Anti-suero tipo 01 Dependiendo de la combinación del resultado será una especie u otra de vibrio E·- Patología del vibrio cholerae tipo 01: produce cólera, es una infección enteral ó gastrointestinal. Toda la acción patógena se fundamenta en la enterotoxina, lo que hace es aumentar la secreción de agua y electrolitos y es lo que provoca las graves diarreas. Es una enfermedad endémica de los países del tercer mundo (Debido a falta de agua potable,...). La vía de transmisión es oral (ingesta de agua contaminado). Es necesaria una ingesta elevada del orden de 108-1010 bacterias, porque la acidez gástrica la destruye. Los que pasan por el estómago y no sin destruidos pasan al intestino delgado y se adhiere a los microvilli y ahí coloniza. Para ello incuba de 1-4 días. Va a aparecer náuseas, vómitos, diarrea acuosas, dolores abdominales, retortijones,... Se describe la diarrea como agua de arroz, muy abundante con lo que pierde agua y electrolitos por lo que se deshidrata y puede llegar a morirse en horas, por lo que hay que hidratarlo. Con las heces se eliminan muchos vibrio y células del epitelio intestinal y mucosidad.



 Vibrio parahaemolyticus: invade el colon y causan diarreas acuosas con dolor abdominal menos importantes que el vibrio cholerae. Es poco importante aquí pero tiene importancia en Japón (por comer pescado crudo). F·- Tratamiento: reposición de líquido, manteniendo el equilibrio hidroelectrolítico. Si se quiere acortar el tiempo de diarrea entonces se utiliza antibióticos. Es sensible a tetraciclinas, toxiciclinas, cotrimoxazol (trimetropin + sulfametoxazol). G·- Epidemiología: Vibrio cholerae: endémico de ciertas zonas (sur-este asiático) por falta de agua, de infraestructuras, y falta de control. Vibrio parahaemolyticus: Japón por comer pescado crudo H·- Vacunas: 1·- La primera que se utilizó fue de vibriones (formas vegetativas del vibrio) da cierto grado de inmunidad más o menos durante 1 año. Con adyuvantes de aluminio que mejoran la vacuna pero ni mucho. 2·- Es de fracción polisacárido: dura unos 2 años 3·- De toxoide: se administran vía oral y protege durante 1 año. El haber pasado la infección si confiere protección, no total pero si un alto grado de protección. 4·- Vacuna recombinante (es nueva) y es más activa. Algunas especies no son halofílicas (afinidad por la sal). AEROMONAS A·- Características: género relacionado con vibrio, campylobacter y helicobacter. Es por tanto un bacilo gram negativo, es aerobio facultativo, es oxidasa positiva, fermenta la glucosa (también pueden fermentar la lactosa) y pueden producir gas ó no. La mayoría son móviles por un flagelo polar. B·- Aislamiento: crece bien en medios convencionales como agar sangre ó agar MacConkey. Se aísla bien de cualquier líquido, secreción, sangre,... pero presenta algún problema para su aislamiento a partir de heces, porque se inhibe su crecimiento en los medios para enterobacterias. Otros medios son: • Agar tripticasa-soja con 5% de sangre de carneo y ampicilina • Agar sangre con ampicilina • Agar CIN (cefsulodín-irgarsan-novobiocina) • Agar sulfito-dextrina-fucsina • Agar pril-xylosa-ampicilina Si se sospecha que hay un número pequeñas de bacterias (portador, persona tratada) se cultiva en agua de petona alcalina. Se deja toda la noche y al día siguiente se sub-cultiva. En el agar sangre puede dar b-hemolíticos ó no En el agar MacConkey pueden aparecer colonias rosa, indica lactosa positivas ó incoloras (lactosas negativas) En TSI pueden fermentar glucosa, lactosa o ambas y producir gas o no. No producen SH2. C·- Identificación: la mayoría de las presentaciones comerciales de entero-bacterias incluyen pruebas para identificar aeromonas (oxidasa para poder combinarlas con otras pruebas y conseguir así identificar estas). D·- Patología: puede producir un poco de todo, son inespecíficas. Tienen importancia en al producción de diarreas agudas, dentro de las que se llaman diarreas del viajero; celulitis e infecciones de heridas, septicemias (En inmuno-deprimidos) y otras. En la clínica se asocia a entero-bacterias.



 PLESIOMONA Plesiomona Shigelloides: es un bacilo gram negativo, es facultativo y se asocia a diarreas, tropicales y subtropicales.



TEMA 16 COCOS GRAM NEGATIVOS, AEROBIOS COCOS GRAM NEGATIVOS. CARACTERÍSTICAS Son cocos gram negativo, aerobios estrictos que generalmente se presentan en parejas (diplococos) son inmóviles, son catalasa y oxidasa positivas. Fermentan los carbohidratos con producción de ácidos sin gas. Crecen bien a 37ºC y algunas cepas se desarrollan mejor en una atmósfera que contenga dióxido de carbono. Estas bacterias se localizan habitualmente en las mucosas de los tractos respiratorios, digestivo, y genito-urinario del hombre y de los animales. Las especies que tienen interés clínico son: • Neisseria meningitidis • Neisseria gonorrhoeae Ambos afectan exclusivamente al hombre. Ambas especies se diferencian por el cuadro clínico que originan. Neisseria meningitidis (meningococo) causa meningitis y la neisseria gonorrhoeae (gonococo) produce infección del tracto urinario genital principal. PRUEBAS DE IDENTIFICACIÓN Prueba de catalasa Prueba de oxidasa Reducción de nitrato Producción de ácidos a partir de hidrato de carbono Prueba de ADNasa permite identificar el género neisseria (ADNasa negativa) de Branhamella (ADNasa positiva). La neisseria gonorrhoeae se diferencia de neisseria meningitidis porque la primera únicamente fermenta la lactosa mientras que la segunda fermenta la glucosa y la maltosa. PRUEBAS DE IDENTIFICACIÓN COMERCIALES



 Existen en el mercado sistemas de identificación multipruebas que combinan las pruebas convencionales anteriores con pruebas enzimáticas. Ejemplo: Vitek, neisseriahaemófilos identificación (NHI), RapID NH. Además de los métodos de identificación clásico se han desarrollado método de identificación inmunológicos que permiten la confirmación de neisseria gonorrhoeae a partir de cultivo. El método de anticuerpos fluorescentes utiliza anticuerpos monoclonales que se unen a proteína I de la membrana externa de neisseria gonorrhoeae. Para ello se prepara una suspensión de la bacteria, se seca y se fija por calor en un porta. Se le añade el reactivo fluorescente y tras la incubación y el lavado se observa el microscopio de fluorescencia. Los gonococos se ven de color verde fluorescente. La neisseria gonorrhoeae también se puede diagnosticar a partir muestras clínicas (exudados y trasudados) por endocervicales por técnicas de enzimoinmunoensayo o mediante sondas de ácidos nucleicos. Para el diagnóstico de neisseria meningitidis a partir de líquido orgánico existen sistemas comerciales basados en reacciones de aglutinación y conglutinación en látex y en caso de resultado positivo proporciona un diagnóstico muy rápido sin embargo un resultado negativo nunca es definitivo y no excluye infección meningocócica. NEISSERIA GONORRHOEAE A·- Aislamiento a partir de muestras clínicas: el aislamiento en el gonococo a partir de muestras no estériles del tracto genital y oro-faringe que contiene gran cantidad de flora acompañante por ellos se recurre habitualmente al uso de medios selectivos que permiten su crecimiento inhibiendo al resto de microorganismos. El medios selectivos es el ThayerMartin otro medio es el New York City. Además del empleo de un medio selectivo para el aislamiento de neisseria gonorrhoeae es recomendable incluir un medio general como es el agar chocolate. Con objeto de favorecer el crecimiento de esta neisseria es conveniente incubar las placas en una atmósfera húmeda y con un 5-10% de dióxido de carbono. Alas 24-48 horas de incubación las colonias del gonococo son pequeñas y de color grisáceo. Paralelamente al cultivo se debe realizar un frotis de la muestra para tinción de gram. los gonococos se observarán como diplococos gram negativos incluidos dentro de los leucocitos polimorfonucleares. El examen directo de la muestra es muy útil cuando se realiza a partir de exudado uretrales y en menor grado de exudados endocervicales. B·- Patrón antigénico: entre los componentes antigénicos se encuentran: Pillis: que permiten adherirse a las células del huésped y evitar la fagocitosis de las células del complejo inmunitario. Posee también varias proteínas con carácter antigénico (Proteína I, proteína II, proteína III). El lipopolisacárido de los gonococos que tiene carácter antigénico y endotóxico y es responsable de la toxicidad de estas bacterias C·- Patología: es el agente etiológico de la gonorrea. Es una enfermedad que casi exclusivamente se transmite por vía sexual. El gonococo es una bacteria muy infectiva. El gonococos se adhiere mediante los pillis a las células de la mucosa del tracto genito-urinario pudiendo llegar a travesando y alcanza la submucosa. En los hombrea las manifestaciones más frecuente es la uretritis aguda cuyo síntomas clínicos son la aparición de disuria y la descarga uretral purulenta. El periodo de incubación es de 2-5 días tras la exposición al gonococo. El proceso se puede complicar y producirse epidermidis aguda, prostatitis, y obstrucción uretral. En las mujeres el primer tejido afectado es el endocervix desde donde pasa a uretra y vagina. La infección se acompaña de una secreción vaginal muco-purulenta, disuria y



 frecuencia en la micción. En algunos casos puede llegar a producir saltingitis. En algunos casos más graves de al saltingitis aguda progresa a peritonitis y a la aparición de abscesos pélvicos y peri-hepáticos. En un bajo porcentaje (1%) los gonococos se diseminan en sangre y dan lugar a bacteriemia caracterizada por la aparición de lesiones en la piel localizadas en las extremidades y a artritis supurativa en las articulaciones. Los gonococos en raras ocasiones son gentes etiológicos de meningitis e infecciones oculares en los adultos. Los neonatos pueden adquirir gonococia ocular en el canal del parto a partir de madres infectadas por neisseria gonorrhoeae. En ausencia de tratamiento la infección conduce a ceguera. D·- Tratamiento: la gonococia ocular del neonato se trata por estilación del sacro conjuntival por nitrato de antígenos ó tetraciclinas. En las gonococias de los adultos el tratamiento es con penicilinas y es conveniente administrar simultáneamente tetraciclinas ó eritromicina debido a la concomitancia de infecciones por chlamidias. NEISSERIA MENINGITIDIS Existen 13 sero-grupos pero los más importantes son el: A, B, C y W135. El lipopolisacárido meningocócico es el causante de muchos de los efectos tóxicos que ocurren en la enfermedad. La vía de entrada es la nasofaríngea. Es solo patógeno en el hombre. El comienzo de los síntomas de una meningitis es brusco, con dolor intenso de cabeza, vómito y rigidez de nuca. La presencia de meningococos en sangre (meningocemia) se suele manifestar con la aparición de petequias. La meningitis por neisseria meningitidis suele ocurrir por brotes epidémicos. Los niños entre 2-6 meses y los adolescentes son los que se afectan con mayor frecuencia. A·- Medios de cultivo: el meningococo se desarrolla en agar sangre, también se utiliza agar chocolate y el medio selectivo de Thayer-Martin, el New York City. En medio sólido el meningococo crece dando colonias de 1-5 mm de diámetro transparentes, no pigmentada y no hemolítica. Las especies capsulares dan lugar a colonias de aspecto mucosos. Las placas de deben incubar a 35-37ºC en atmósfera de 5-10% de dióxido de carbono. No se deben descartar como negativas hasta 5 días después de sus siembra. B·- Tratamiento: el antibiótico de elección es la penicilina G. BRANHAMELLA CATARRHALIS Es un coco gram negativo, catalasa y oxidasa positivas y no fermentan ningún azúcar. Da positiva la prueba de la ADNasa y reduce los nitratos. Esta bacteria forma parte de la flora normal del tracto respiratorio superior de individuos sanos. A nivel de patologías es causante principalmente de otitis media y sinusitis. Son sensibles a amoxilina clavulámica y a la ampicilina sulbactan. COCOBACILOS GRAM NEGATIVOS AEROBIOS-ANAEROBIOS FACULTATIVOS HAEMOPHILUS El género está formado por bacterias gran negativas, anaerobias facultativas, inmóviles y no esporulados, que pueden presentar morfología cocobacilar ó filamentosa. Algunas especies poseen cápsulas de naturaleza polisacárido lo que se considera un factor de patogenicidad. Son parásitos obligados del tracto respiratorio superior del hombre (ó



 animales). Puede constituir parte de la flora permanente de la orofaringe de los individuos sanos. Las especies de haemophilus fermenta los hidrocarbonos con producción de ácido reduce los nitratos y la mayor parte son oxidasa y catalasa positivas. El crecimiento de estas bacterias viene condicionado por los factores X (hemina) y V (NAD). Los medios habituales del género haemophilus son agar chocolate y el medio levinthal. Las placas deben incubarse entre 35-37ºC y en atmósferas húmedas con un 5-10% de dióxido de carbono. En el caso de haemophilus influenzae puede ser causa de infección serias en los niños (meningitis) y el haemophilus duncreyi (chancro-blando) A·- Identificación de especies: las siguientes pruebas diagnósticas sirven para la identificación de las especies que contiene el género haemophilus. 1·- Dependencia del factor V, X ó ambos factores: para crecer se detecta por la observación del crecimiento macroscópico o satélite alrededor de un disco que contiene estos factores por separado o juntos en un medio de agar carentes de los mismos. 2·- Pruebas bioquímicas: • Fermentación de hidratos de carbono: glucosa, sacarosa, lactosa y manosa. • Catalasa • Indol negativo normalmente • Pruebas de la enzima ureasa • Prueba de la β-galactosidasa 3·- Pruebas serológicas: solo tiene valor para la identificación de las cepas capsulares del haemophilus influenzae. Se clasifica en 6 sero-tipos (a, b, c, d, e, f) según el antígeno capsular. La sero-tipia se puede realizar mediante pruebas de aglutinación en látex ó porta, por coaglutinación estafilocócica, por las pruebas de hinchamiento capsular, por microscopia electrónica y por el contrario-inmunoelectroforesis. Haemophilus Influenza: es una bacteria que parasita exclusivamente al hombre, localizándose en el tracto respiratorio superior. Para crecer requieren de los factores X y V. En agar chocolate las colonias de haemophilus influenzae son transparentes y tiene un diámetro de 0’5-0’8 mm tras 24 horas de incubación a 37ºC. El haemophilus influenzae accede a las vías respiratorias superiores por inhalación colonizando las mucosas. Las cepas que se asocian a infecciones son cepas capsuladas y el sero-tipo más frecuente es el haemophilus influenzae tipo b. Esta bacteria es junto al neumococo una de los agentes etiológicos más frecuentes d otitis media bacteriana y sinusitis aguda. Puede invadir el torrente circulatorio y alcanzan las meninges y causa meningitis o alcanza las articulaciones y producen artritis séptica. El haemophilus influenzae es la causa más frecuente de meningitis en niños menores de 5 años, ocasionalmente el haemophilus influenzae puede producir epiglotistis con obstrucción respiratoria agua. Para el tratamiento se recomienda el de cefalosporinas de tercera generación como puede ser la cefotaxima y ceftriaxoma. Haemophilus ducreyi: es agente etiológico del chancro-blando ó chancroide; es una enfermedad venérea caracterizada por la presencia de úlceras en los genitales y zona perianal. El periodo de incubación una vez tras el contacto con al bacteria es de 7 días. En un principio aparecen pápulas rodeadas de una zona de eritema que evolucionan a pústula y úlcera .las úlceras tiene un diámetro de 1-20 mm con el borde poco definido. La muestra para el cultivo se deben tomar de la base de la úlcera. El aislamiento de haemophilus ducreyi es definitivo para el diagnóstico. El tratamiento s realizará con ceftriaxoma y eritramicina. BRUCELLA



 A·- Características: son cocos-bacilos gram negativos, inmóviles, no esporulados y aerobios estrictos. Algunos pueden presentar cápsula. La temperatura óptima de crecimiento es de 37ºC en atmósfera de aire. Algunas especies requieren la presencia de dióxido de carbono. Son catalasa positivos. Reducen los nitratos, fermentan escasos hidratos de carbono y la mayor parte dan positivo a la pruebas de la oxidasa. Las especies del género brucella son parásitos obligados de animales y algunas de ellas producen infecciones en el hombre. Las 3 especies que tienen mayor importancia: brucella abortus (ganado vacuno), brucella melitensis (ovejas y cabras) y brucella suis (cerdos) B·- Diagnóstico a partir de muestras clínicas: la tinción de gram tiene poco interés (nos da poca información), por lo que hay que cultivar siempre las muestras. Las brucellas son bacterias intra-celulares por lo que necesitan complejos requerimientos nutricionales par crecer. El cultivo se hará por tanto en medios enriquecidos, aunque hay brucellas, que se van a desarrollar bien den medios clásicos, como agar sangre y agar chocolate, también se pueden desarrollar en medios líquidos (caldos) ó sólidos; el medio selectivo e tripticasa-soja. A todos los enfermos por infección por brucella se le debe realizar hemocultivos seriados. Las muestras de sangre se cultivan, siguiendo diferentes técnicas: • Técnica de castañeda • Isolator C·- Identificación de brucella: las colonias de brucella a los 4-5 días de incubación son pequeñas y transparentes. Al brucella da lugar a 2 tipos de morfologías de colonias: lisas y rugosas. Las colonias lisas y transparentes corresponden a las cepas virulentas. A partir del cultivo se realiza una tinción de gram (tiene interés). Las brucellas aparecen como pequeños cocos-bacilos que se tiñen muy tenuemente con el contracolorante por lo que se recomiendo aumentar el tiempo del contacto con la safranina. Las colonias dan positivas la prueba de la oxidasa y al mayor parte viran la urea de Christensen. No fermentan la lactosa ni la glucosa Se realiza una pruebas de aglutinación en portaobjeto con suero que permite la distinción de esas 3 especies. La identificación a nivel de especies se realiza mediante las siguientes pruebas: • SH2 • Requerimiento de dióxido de carbono para crecer • Aglutinación de sueros monoespecífico • Producción de ureasa • Crecimiento en presencia de colorantes D·- Diagnóstico serológico de la brucelosis: el cultivo de brucella siempre es diagnóstico de brucelosis; sin embargo no siempre es posible el aislamiento de la brucella a partir de muestras clínicas por ello a menudo se recurre a métodos diagnósticos indirectos como las técnicas serológicas: • El rosa de Bengala: es una prueba rápida de aglutinación en placa. El antígeno que se emplee es una suspensión de brucellas en tampón lactato a pH 3’6 teñidas con rosa de Bengala • Prueba de aglutinación en tubos: consiste en la aglutinación de una suspensión brucella muestras por calor con laso anticuerpos anti-brucella contenidas en el suero del paciente. Se trata de una técnica cuantitativa en la que se realiza diluciones seriadas del suero del enfermo y se efectúa la lectura buscando la dilución más alta en la que todavía exista aglutinación. En el suero se considera positiva un título a partir de 1/80. En el líquido cefalorraquídeo ½ ya se considera significativo. La prueba de aglutinación puede presentar



 falsos negativos (cronicidad ó enfermos recientes) y también pueden existir falsos positivos (reacciones cruzadas) • Test de Coombs anti-brucella: pone de manifiesto los anticuerpos no aglutinantes anti-brucella presente en el suero, para ello se emplea un suero anti-globulina humana que se hace aglutinar con una suspensión de brucellas sensibilizadas con los anticuerpos no aglutinantes presentes en el suero del enfermo. Esta prueba permite saber si el enfermo se encuentra en la fase crónica de la enfermedad ya que este estadio el título de Coombs antibrucellas es más elevado que la aglutinación. • Prueba cutánea: consiste en inyectar por vía intradérmica un extracto proteico de brucella. A las 24 horas en algunos individuos infectados aparecen una zona de edema, eritema e induración. E·- Epidemiología: la brucelosis es una típica antropozoonosis en el que el hombre es un huésped adicional. Las posibles fuentes de infección son las siguientes: • Contagio directo por: ~ Contacto con animales infectados ~ Inhalación de aerosoles ~ Inoculación ~ Contacto con mucosas ~ Personal que trabaja con animales • Contagio indirecto por: ~ Ingestión de leche y derivados no pasteurizados Es importantes destacar el peligro que corre el personal de laboratorio que se puede infectar por: ~ Contacto con la piel y las mucosas ~ Inhalación de aerosoles ~ Inoculación accidental por agujas contaminadas. Por estos motivos siempre que se sospeche de brucella hay que extremar las medidas de seguridad, estas son algunas recomendaciones: ~ Trabajar en campanas de seguridad ~ Utilizar ropa protectora (guantes, mascarilla, bata,...) ~ No oler ninguna placa de hemocultivo ~ No enfundar las jeringas de hemocultivo y tirar las directamente al contenedor F·- Patogenia y patología: el periodo de incubación de la brucelosis es de 1-6 semanas. En este tipo las brucellas se multiplican en el interior de las células del retículo endotelial, eludiendo la respuesta inmune del huésped, de ahí pasan a la sangre y a los tejidos donde producen granulomas y abscesos. Es frecuente que la infección se localiza en un órgano como puede ser huesos, médula ósea, hígado,... En seres humanos las recaídas especialmente en los tres primeros meses. G·- Tratamiento: el tratamiento suele ser largo (3 meses). El tratamiento de elección es tetraciclinas y estreptomicinas BORTEDELLA A·- Características: (agente causal de la tos ferina). Son pequeños bacilos gram negativos, aerobios estrictos, parásitos obligados de los animales y del hombre. Se localiza en la membrana mucosa del tracto respiratorio adhiriéndose a las células epiteliales ciliales mediante fimbrias. Los miembros del género son bastante inertes bioquímicamente. La especie más importante de la bortedella es la B. pertussis.



 Se puede hacer una tinción directa de anticuerpos fluorescentes a partir de un frotis procedentes de un hisopo nasofaríngeo. Tiene bastantes falsos negativos B·- Aislamiento de muestras clínicas: las muestras válida para el cultivo de bortedella son los exudados bronquiales. El medio clásico de aislamiento es el bordet gengou que contiene patata, glicerol y sangre de oveja. Las placas se incuban a 35ºC en atmósfera húmeda con dióxido de carbono opcional. En este medio las colonias entre 5-7 días de incubación son pequeñas, de color blanco perlado con aspecto similar a gotas de mercurio las colonias producen hemólisis que no siempre se aprecian. C·- Identificación: a partir de las colonias sospechosas se procede a realizar el gram. son pequeños coco-bacilos gram negativos débiles. Es oxidasa positiva, ureasa negativa, no reduce los nitratos y aglutina con un antisuero específico. D·- Diagnóstico inmunológico: los métodos inmunológicos son útiles en la fase catarral y en la parasítica de al enfermedad cuando el número de bacterias se ha reducido. E·- Epidemiología y patología: las personas se contagian por vía directa de persona a persona, por gotitas de saliva. La fase inicial es especialmente contagiosa. El periodo de incubación de la tos ferina es de 7-10 días. Inicialmente aparece un periodo catarla que evoluciona a la típica tos ferina con tos parasítica, respiración forzada y elevada linfocitosis. En este periodo son frecuentes los vómitos y puede haber muerte por asfixia. G·- Tratamiento: es al eritromicina H·- Profilaxis: durante el primer año de vida se debe vacunar a los niños frente a la B pertussis. Se suele emplear la vacuna combinada con la difteria y el tétanos (DTP) Hay 2 tipos de vacunas las celulares y acelulares. Las celulares son células enteras de B pertussis, muertas o parcialmente inactivas por calor o productos químicos. Las acelulares contiene 1 ó mas antígenos derivados de componentes biológicos activos de B pertussis. FRANCISELLA TULARENSIS A·- Características: Es un coco-bacilo aerobio estricto, inmóvil y no esporulado e el agente causante de la tularemia. El hombre se puede contagiar por varias vías: ~ Contacto con cadáveres de animales infectados ~ Inhalación de aerosoles ~ Ingestión de carne contaminada ~ Picadura de mosca, mosquitos, garrapatas, que actúan de vectores de la bacteria. La forma más común de al enfermedad es la tularemia úlcera glandular. El tratamiento de elección es la estreptomicina B·- Diagnóstico en el laboratorio: la francisella tularensis requiere medios de cultivos complejos los cuales deben tener cistina y cisteína (agar chocolate enriquecido con cistina o cisteína) Es una bacteria muy contagiosa por lo que el personal de laboratorio debe tomar una serie de medidas cuando va a trabajar con muestras sospechosas de poseerla. Estas medidas pueden ser: ~ Trabajar en campanas de seguridad ~ Utilizar ropa protectora (guantes, mascarilla, bata,...) ~ No oler ninguna placa de hemocultivo ~ No enfundar las jeringas de hemocultivo y tirar las directamente al contenedor Al ser tan contagioso el cultivo se han recurrido a pruebas serológicas para su diagnóstico



 OTROS COCO-BACILOS Pasteurella multocida: es muy frecuente aislarlo a partir de heridas de mordeduras de animales. Crece bien en agar sangre. Actinobacillus spp: son coco-bacilos de la flora oro-faringe humana que rara vez se aísla en clínica. Especies de actinobacillus: A actinomycetemcomitans: se asocia especialmente a infecciones dentales. Otras especies se aíslan de mordeduras de animales. Kingella: forma parte de al flora normal de la oro-faringe del hombre y rara vez produce infección en este. K kingae que se ha aislado en bacteriemia y en lesiones de la piel y hueso.



TEMA 17 PSEUDOMONAS Y BACILOS GRAM NEGATIVOS NO FERMENTADORES Las especies de pseudomonas y acinetobacter se encuentran distribuidas en amplitud en el suelo y el agua. A veces pseudomonas aeruginosa es invasora y toxígena (es el principal agente del grupo de pseudomonas). Producen infecciones en personas con defensas anormales y es un agente patógeno nosocomial importante. PSEUDOMONAS A·- Características: las especies del género pseudomona son bacilos gram negativos, aerobios estrictos, oxidasa positiva, mótiles (móviles) algunos de los cuales producen pigmentos solubles en el agua. No fermentan ningún carbohidrato, pero si pueden fermentar los azúcares por metabolismo oxidativo. B·- Pseudomona aeruginosa: se encuentra distribuida en amplitud en la naturaleza y es frecuente descubrirla en los ambientes húmedos de los hospitales. Produce enfermedades en personas que tienen defensas anormales. Es un bacilo gram negativo, móvil, aerobio obligado que crece bien en agar sangre y en agar MacConkey y en agar levine. No fermentan ningún carbohidrato y es capaz de crecer a 42ºC. En agar sangre da lugar a colonias de morfología variable, en ocasiones βhemolíticas y con un olor característico a fruta. (Son mucosas y de color verdosos) Con frecuencia producen un pigmento azuloso no fluorescente que es la biofluoramina. C·- Estructura antigénica: se extienden los pillis desde la superficie celular que fomentan la fijación a las células epiteliales del huésped. Las cápsulas de polisacáridos son las causante de las colonias mucoides que se observan en los cultivos de los pacientes de fibrosis quística.



 El lipopolisacáridos que existe es el causantes de muchas de las propiedades endotóxicas de al bacteria. Al mayoría de los aislamientos de la pseudomona aeruginosa de infecciones clínicas, producen enzimas extracelulares. D·- Patogenia y patología: la pseudomona aeruginosa es patógena solo cuando se introduce en zonas desprovistas de defensas normales; por ejemplo: cuando se alteran mucosas o piel. El lipopolisacárido desempaña una función directa en la producción de fiebre, oliguria, leucocitosis, etc. Produce infección de las heridas y de las quemaduras, origina pus de azul-verdoso, también puede producir meningitis cuando se introducen por catéteres e instrumentos también puede producir lesiones oculares asociados al uso de lentes de contacto. Pueden producir otitis media (nadadores) y otitis externa (personas diabéticas), septicemias (leucémicos). En la mayor parte de las infecciones por pseudomona aeruginosa los síntomas y signos son inespecíficos y se relaciona con el órgano afectado E·- Tratamiento: la sensibilidad de al pseudomona aeruginosa varía dependiendo de al cepa por lo que se recomienda recurrir a pruebas de sensibilidad in vitro en el laboratorio (antibiograma). En general son sensibles a los aminoglicóxidos (+), ticarcilina, ceftazidima, imitenem, y ciprofloxacina. La pseudomona aeruginosa desarrolla rápidamente resistencia y por ello no se practica la monoterapia. F·- Pseudomona mallei y pseudomona pseudomallei: son las únicas especies del grupo consideradas como verdaderos patógenos. La pseudomona mallei (no móvil) causa el muermo, enfermedad que se transmite al hombre a través del ganado equino. Se manifiesta por linfangitis y sepsis. El tratamiento consiste en aminoglicóxidos y tetraciclinas. La pseudomona pseudomallei: es el agente etiológico de la melioidosis. Una enfermedad rara en nuestro medio y que se manifiesta de diversas formas, infección pulmonar, abscesos, septicemias, etc. En zonas en la que la melioidosis es endémica como el sudoeste asiático, la tasa de mortalidad es elevada. El tratamiento se realiza con cloranfenicol combinado con aminoglicóxidos o tetraciclinas. En el laboratorio pseudomona pseudomallei crece en agar sangre dando lugar a colonias umbilicadas de desarrollo lento y con una zona de hemólisis alrededor. El cultivo se caracteriza por un olor pútrido. Puede crecer en agar MacConkey y a 42ºC. Pseudomona mallei no crece en agar sangre ni a 42ºC. es la única especie inmóvil del género pseudomona. Otras especies son: P cepacia, P maltophilia, P putida. ACINETOBACTER Este género engloba microorganismos que pueblan principalmente la flora del suelo y aguas. Se hallan presentes en ambientes hospitalario donde infectan a pacientes con las defensas mermadas. La especie que más importancia tiene es acinetobacter calcoaceticus Esta bacteria se ha aislado de pacientes con neumonía, infecciones urinarias y sepsis. En el laboratorio crecen en agar MacConkey y agar sangre donde dan colonias de color gris rodeadas de una zona de hemólisis Se diferencian de las pseudomonas por que dan negativas la prueba de al oxidas. No crecen en TSI ó KIA son catalasa positiva y no reducen los nitratos y al microscopio aparecen como coco-bacilos gram negativos. Los acinetobacter son microorganismos muy resistentes a los antibióticos por lo que deben realizarse pruebas de sensibilidad in vitro antes de elegirle tratamiento. Generalmente suelen ser sensibles a los amminoglicóxidos, trimetropin-sulfametoxazol, y a los nuevos βlactámicos.



 SISTEMAS COMERCIALES DE IDENTIFICACIÓN DE BACILOS NO FERMENTADORES



La identificación de los bacilos no fermentadores es compleja. Entre métodos comerciales en uso están: • API RAPID NF: similar al API20E para entero-bacterias • PASCO • MICROSCAN Estos 2 últimos incluyen pruebas bioquímicas de identificación y pruebas de sensibilidad antibiótica. En algunos laboratorios se están poniendo en práctica la identificación de microorganismo no fermentadores mediante el análisis del patrón de ácidos grasos de la pared celular por cromatografía gas-líquido con resultados satisfactorios por el momento.



TEMA 18 ANAEROBIOS La mayor parte de la flora normal del organismo está constituida por anaerobio por tanto tienen mucha importancia Los anaerobios son aquellos microorganismos que requieren una tensión de oxígeno reducido par su crecimiento y que no se desarrollan en medios de cultivo sólidos en un 10% de dióxido de carbono; esto vale para estrictos y aerotolerantes (como máximo uno 8%) Una infección por anaerobios es la gangrena gaseosas. Los anaerobios son de crecimiento lento y su cultivo es costoso (laborioso) por lo que la identificación puede llevar mucho tiempo. Entonces antes de tener los resultados existen tinciones y cultivos rápidos que ya indican un diagnóstico orientativo para el tratamiento de anaerobios. Las infecciones van a ser endógenas aunque también pueden ser exógenos. El único grupo que da infecciones exógenos es el grupo de los clostridium. Por otro lado los bacteroides fragillis pueden causar infecciones endógenas como abscesos intestinales, otra bacteria que causa infecciones endógenas son los fusobacterium. CLASIFICACIÓN Cocos gram positivos Peptostreptococcus Cocos gram negativos Vellionella Bacilos gram positivos no esporulados Actynomices Eubacterium Bifidobacterium Propionibacterium



 Lactobacillus Bacilos gram positivos esporulados Clostridium Bacilos gram negativos Bacteroides Prevotella Fusobacterium Porphyromonas Los anaerobios producen sustancias (enzimas como peroxidasas, catalasa, superóxido dismutasa) que lo ‘defienden’ de los compuestos oxigenados (peróxido de hidrógeno; entonces no se sabe porque se logra inhibir su crecimiento FACTORES DE VIRULENCIA 1·- La adherencia al epitelio intra-peritoneal 2·- Polisacárido capsular, el confiere resistencia a la opsonización (marcaje que hace el sistema inmune de los antígeno para ser más fáciles de reconocer) 3·- Endotoxinas: se las van a relacionar con los gram negativos 4·- Ácido succínico 5·- Otras enzimas



CLÍNICA Producen principalmente infecciones endógenas de todo tipo, ya que la mayoría de las bacterias forman parte de la flora normal del organismo. Estas infecciones son polimicrobianas (diferentes tipos de bacterias) y mixtas (aerobias y anaerobias). La única excepción es clostridium spp, estas son infecciones exógenas en su mayoría. Las características generales de los anaerobios son: 1) Van a aparecer exudados de mal olor característico. 2) Localización próxima a aquellos lugares que hay flora normal; por ejemplo un abscesos abdominal que está situado cerca de la flora normal del intestino. 3) Existencia de necrosis 4) Infecciones tras mordeduras humanas y animales 5) Presencia de gas en los tejidos (apunta a gangrena gaseosa que la causa el clostridium perfringens). 6) Tratamiento previo con antibióticos (los anaerobios pueden ser resistentes, eliminas la flora aerobia y los anaerobios se sobredesarrollan), por ejemplo se desarrolla colitis pseudomembranosa. 7) Existencia de granos de azufre en el pus. PATOLOGÍA DE CLOSTRIDIUM Clostridium tetani: produce tétanos, es una enfermedad muy grave (es mortal en la mayoría de los casos). Se produce a través de heridas contaminadas. Esta bacteria produce 2 toxinas: ~ Tétanos pasmina: es la importante, bloque la sinapsis de las placas motoras (unión entre un nervio y un músculo) y provoca una contracción en el músculo (espasmos musculares generalizados). [trismus: contracción de los músculos de la cara]. Unos de los primeros músculos importantes afectados son los respiratorios. ~ Tétano-lisina



 La vacuna es infalible por lo que su aparición es rara. Va a aparecer en los países en los que la vacunación no sea ‘obligatoria’. La vacuna es de toxoides ya que la produce una toxina. El diagnóstico es por la clínica (médico); en casi todos los anaerobios; por que es difícil de aislar en laboratorio y la clínica es evidente. Se tratan controlando la sintomatología, en este caso concreto asegurando al respiración. Además se va a utilizar penicilina. También se utiliza la inmunoglobulina tetánica. Clostridium botullinum: produce el botulismo, es una toxiinfección alimentaria principalmente. También se produce por una neurotoxina. Existen otras variantes más; son las del botulismo de heridas (que se produce igual que el clostridium tetani) y el botulismo en lactantes. Se produce cuando el alimento está contaminado por esporas que producen la neurotoxina. La enfermedad la produce esta última (la enfermedad depende de la cantidad de neurotoxina que consumimos). Es una enfermedad autolimitada. A nivel intestinal se absorbe, lo que da clínica neurológica. Al clínica es alteración de la vista, sequedad de mucosas, afonía, afectación de los músculos respiratorios que va a llevar a depresión respiratoria. En el botulismo por heridas es lo mismo que en el tétanos, lo único que se diferencian es la forma de transmisión. En los lactantes provoca disminución del reflejo de succión. El diagnóstico es clínico porque el diagnóstico microbiológico puede retrasarse. Se puede detectar la toxina por enzimoinmunoensayo o inoculándola en ratones. El tratamiento es igual que el de clostridium tetan, combatir los síntomas, penicilina y inmunoglobulinas específicas. Clostridium perfringens: hay tres tipos de clínica: • La gangrena gaseosa no es frecuente pero es grave. Produce necrosis muscular y síntomas de toxicidad sistemática por medio de toxinas histológicas, a partir de heridas traumáticas o heridas quirúrgicas. El clostridium septicum y el clostridium histolyticum son 2 tipos de clostridium que también pueden causar gangrenas gaseosas. El diagnóstico es principalmente clínico por la sintomatología. Un dato para la ayuda del diagnóstico es que aparecen bacilos gram positivos grandes con extremos cuadrados en la muestra de pus o tejido. El tratamiento es amputación amplia y penicilina en altas dosis. • Intoxicación alimentaria: está causada por una enterotoxina provoca el cuadro típico de enteritis (diarrea, dolor abdominal) tras la ingestión de alimentos contaminados. Cuando se cocina el alimento la espora sobrevive y al reposar a temperatura ambiental pasa a forma vegetativa y forman las enterotoxinas, que es lo que ingerimos. La enfermedad está producida por la enterotoxina por lo tanto es una enfermedad autolimitada. No es una enfermedad propiamente dicha sino que es una toxiinfección. Esta infección la causas el clostridium perfringens tipo A. El diagnóstico puede ser por la identificación de la bacteria en heces o de la toxina. • Enteritis necrotizante: es rara pero es grave. La produce el clostridium perfringens tipo C que produce la toxina β. es una enteritis en la que se necrosa el tejido intestinal. El diagnóstico es fundamentalmente clínico. Clostridium difficile: produce colitis pseudomembranosa, también por medio de toxina (A y B). puede producir infecciones endógenas porque cuando te infectan colonizan igual que la flora normal pero después de un tratamiento con antibióticos (a los que son resistentes, casi siempre) produce la infección endógena.



 Diagnóstico: casi siempre por endoscopia ya que produce una pseudomembrana en el colon, que se ve con el endoscopio. Se puede aislar de heces pero no va indicar que haya una infección ya que puede formar parte de la flora normal. Sería específico detectar la toxina en las heces. OBTENCIÓN DE MUESTRAS Y TRANSPORTE • Tipos de muestras válidas: en un principio valen todas aquellas muestras que estén liberes de flora normal. ~ Líquido que sean habitualmente estériles: líquido cefalorraquídeo, sangre, líquido pleural,... ~ Muestras del tracto respiratorio inferior pero tomadas por punción o cualquier técnica que obtenga una muestra directa ~ Muestras de orina obtenidas por punción suprapúbica ~ Aspirados profundos de heridas o abscesos después de desinfectar la piel. • Tipos de muestras no válidas: ~ Heces ~ Exudados respiratorios: faríngeos, nasofaríngeos, orales,... ~ Esputo ~ Boncoaspirados ~ Contenido gastrointestinal ~ Orina por micción o por sondaje ~ Exudados del tracto urogenital ~ Exudados superficiales de heridas (úlceras por decúbito) • Transporte: ~ Tomar las muestras con jeringa pinchando la aguja en un taco de silicona. El problema es que nos da un margen de 30 minutos y no está recomendado porque puedes acabar pinchándote. ~ Medios de transporte comerciales para anaerobios: tienen la ventaja de que nos permite un cierto retraso. Estos medios tienen un indicador de anaerobiosis que cambia de color se cambia las condiciones del medio. ~ Bolsas cerradas herméticamente: en las que podemos introducir las placas de petri,... también lleva un indicador de anaerobiosis. Nos sirve para transporte y cultivo. • Procesamiento: ~ Examen directo: debe incluir siempre una tinción de Gram (orienta en el diagnóstico). Debemos aislar todas las colonias distintas que nos crezcan. Valorar el aspecto macroscópico de la muestra. Pro ejemplo el mal olor característico, visualizar granos de azufre (no indica hacia una actinomicosis). Aspecto del tejido: purulento, necrótico,... ~ Siembra: suelen ser infecciones mixtas, por lo que hay que utilizar medios selectivos, no selectivos y enriquecidos tanto para anaerobios como aerobios. Una vez que tengamos la muestra hay que homogeneizarla bien. Si es un líquido lo agitamos; si es un sólido se mezcla en mortero estéril con suero estéril. Sembramos luego en cabinas de anaerobios. Los medios más utilizados son: ▪ Agar sangre para anaerobios (ASA): crecen todos los anaerobios y los aerobios facultativos ▪ Agar sangre-lacada-kanamicina-vancomicina (ASLKV): es rápido y es selectivo para todos los bacilos gram negativos anaerobios y favorece la formación de pigmentos. ▪ Agar feniletilalcohol (PEA): en él crecen la mayor parte de los anaerobios.



 ▪ Agar bacteroides bilis esculina (BBE): rápido y selectivo para bacteroides fragilis. Se incuba 24-48 horas y aparece esta especie con colonia mayor de 1 mm grises y con un halo negro alrededor. Se dice que es bilis esculina positiva. ▪ Agar yema de huevo: se utiliza para muchos tipos de clostridium. ▪ Agar cicloseriina cefoxitina fructosa: es para clostridium difficile. ~ Se incuba en anaerobios, los más utilizados son las campanas. Son campanas cerradas, se introduce en el interior un sobre generador de gas, un catalizador y un indicador de anaerobiosis. Los sobres se activan de diferentes formas; por ejemplo: al añadir agua liberan hidrógeno y dióxido de carbono. El hidrógeno al reaccionar con el oxígeno forma agua que se condensa, son de un solo uso. Los catalizadores a veces tienen más de un uso. Se incuban a 37ºC. esas bolsas cerradas herméticamente, en las que se pueden meter 2 placas, poseen unas ampollas que se rompen y genera el medio adecuado. En estas bolsas se mantienen viables hasta una semana. • Examen del cultivo: se realiza a las 48 horas, para trabajar con ellas debemos utilizar una campanas que liberan dióxido de carbono y nitrógeno. En aquellas placas en las que no crecieron nada se guardan hasta 1 semana antes de desecharlas como negativas. Es importantes inspeccionar bien la placa, con lupa, flexo,... cada colonia distinta hay que subcultivarla hasta aislarla. Para el sub-cultivo de anaerobios se utilizan las siguientes placa y/o técnicas: agar sangre para anaerobios, agar chocolate rico en dióxido de carbono, agar sangre rico en oxígeno y gram. TSA para ANA A. chocolate CO2 TSA rico en O2 + + + + + + Aerobios Microaerófilos Anaerobios IDENTIFICACIÓN Hay 3 posibles niveles de identificación: • Nivel 1: es el más básico. Consiste en conseguir el aislamiento adecuado y mantenerlo par enviarlo a un centro de referencia. Nos va informando por el aspecto macroscópico,…. podemos hacer un diagnóstico presuntivo de bacteroides fragilis y de clostridium perfringens. Por que el B fragilis es positivo si crece a un tamaño aproximado de 1 mm, son redondas, grisáceas y con un halo negro. En cambio el gram del C perfringens da bacilos gram negativas, grandes y con los extremos cuadrados. • Nivel 2: nos permite la identificación a nivel de género ó grupo e incluso de algunas especies en particular. Se hace a partir de pruebas conocidas como: ~ Morfologías de las colonias: diagnóstico presuntivo de B fragilis, C perfringens y de bacteroides ureolyticum (da colonias que se hundan en el medio y no crecen en anaerobios). Si crecen colonias pigmentadas de color marrón, negruzcas en ASLKV es indicativo de anaerobios formadores de pigmentos como: prevotella y porphyromonas. ~ Antibiograma: con anaerobios se utilizan unos 4 antibióticos: kanavicina, vancomicina (además permite distinguir entre gram positivos (sensible) y gram negativos (resistentes), colistina y poliatenol sulfonato sódico (SPS). Estos se utilizan para identificar pero no para tratamiento. Con lso 3 primeros se puede dar un resultado diagnóstico. ~ Morfología microscópica: los anaerobios son gram variables. Por tanto resistencia o sensibilidad a la vancomicina nos indica si son gram positivos o gram negativos (C perfringens ~ Prueba de la catalasa ~ Prueba del indol ~ Prueba de nitratos



 ~ Prueba de la urea: se inocula el microorganismo en caldo de urea, se incuba a 35ºC en aerobiosis y a los 15 minutos si viró a rosa es positivo. ~ Producción de lecitinasa y lipasa: se ven en agar yema de huevo. Para saber si la lecitinasa es positiva hay que observar si existen un halo blanco (transparente o claro). Para que la lipasa sea positiva hay que ver si se forma sobre la superficie de las colonias una capa oleosa o gaseosa. ~ Prueba de CAMP inversa: sirve para la demostración de α-hemolisina que la produce clostridium perfringens. Tenemos la colonia sospechosa, se inocula en agar sangre anaerobios (ASA). Se siembra con el sospechosos de perfringens y se le cruza una colonia de estreptococos β-hemolítico del grupo B. Si es positivo se ve en el cruce una hemólisis sinérgica. En función de las distintas combinaciones llegaremos a saber el género de la bacteria • Nivel 3: consiste en métodos más sofisticados: cromatografía, otras pruebas bioquímicas. Es más laboriosa. Existen sistemas miniaturizados que facilitan el diagnóstico. SENSIBILIDAD ANTIBIÓTICA Realizar las pruebas puede llevar cierto tiempo, no siempre puede llegar el diagnósticos entonces se hace el transporte en función de unos resultados estadísticos que se realizan periódicamente en cada hospital individualmente. Esto es lo que nos va a orientar el diagnóstico. El tratamiento se escogerá de forma empírica apoyado en estos datos. Podemos utilizar penicilinas, (poseen problemas de resistencias con b fragilis y algunos clostridium y algunos gram negativos). Los más específicos para este grupo son: metronidazol (es activo frente a casi todos), clindamicina, otros antibióticos que también se pueden utilizar son: alguna cefalosporina (relacionadas con penicilina), vancomicina (gram positivas).



TEMA 19 LEGIONELLA Y BACTERIAS PATÓGENAS POCO COMUNES LEGIONELLA Existen varias especies, de ellas la más importantes es la legionella pneumophile. Este es él patógeno humano más frecuente, es un bacilo gram negativo, aerobio, exigente. La legionella producen potentes citotoxinas y pueden ser las responsables de la lesión tisular del pulmón. Todas las especies son más a la catalasas y la legionella pneumophile es positiva a la oxidasa, además esta hidroliza el hipurato a diferencia de las demás especie que son hipurato negativo. La mayor parte de estas microorganismos producen gelatinasa y β-lactamasa. Todas las especies necesitan L-cisteínas. Hábitat natural y patogenia de las infecciones EL hábitat natural de legionella es el agua, desde estas fuentes se contamina el agua de uso humano y este microorganismo resiste temperatura de hasta 60ºC y se ha aislado en agua potable, sistemas de aire acondicionado, condensadores, etc. La legionella es un patógeno intracelular facultativo. La producción de infecciones por parte d este microorganismo depende de sus factores de virulencia del estado de inmunidad del huésped y de la cantidad de inóculo de la bacteria. El microorganismo se desarrolla en el interior del citoplasma de las células respiratorias susceptibles. Significación clínica



 La enfermedad de los legionarios es una neumonía aguda que puede presentarse como brotes epidémicos como casos esporádicos e infecciones nosocomiales. Se produce con mayor frecuencia en los meses de verano. La enfermedad comienza en general en forma aguda con fiebre, cefalea, mialgias, debilidad y sin tos productiva, disnea, dificultada respiratoria, etc. La radiología de tórax muestra una infiltrado pulmonar y a menudo un derrame Otras alteraciones analíticas que se encuentran son: aumento de creatinina, aumento de transaminasas sin ictericias, aumento de VSG, ... Los factores que favorecen la infección son: inmunosupresión, enfermedad de bases graves, edad avanzada, tabaquismo, etc. Además de neumonía la legionella pneumophile produce un cuadro semejante a la gripe que se denomina fiebre de Pontiac (es autolimitada) Tipos de muestras En las infecciones humanas se puede recuperar el microorganismo de lavados bronquiales, líquido pleural, biopsias pulmonares o sangre. Es más difícil el aislamiento de legionella del esputo por el predominio de bacterias de al flora normal en este. Las legionellas no pueden demostrarse en los frotis de las muestras clínicas, teñidas por los métodos de gram. Todas las muestras respiratorias se enviaran en contenedores estériles con tapas de rosca y debe evitarse la congelación y al descongelación. Cultivo Las legionellas se pueden desarrollar en medios complejos como agar con extracto de levaduras y carbón activado amortiguado con α−cetoglutarato (ELCA) a pH 6’9, temperatura 35ºC y 90% de humedad. Pueden añadirse antibióticos para hacer el medio selectivo para legionella. Las especies de legionella crecen con lentitud. Suelen observarse colonias visibles después de 3 días de incubación. La legionella es un bacilo gram negativo que se puede poner de manifiesto por: • Técnicas de inmunoensayo (RIA, ELISA, ..) • Técnicas de hibridación de ADN ó técnicas de PCR Existen también pruebas serológicas. Tratamiento El antibiótico de elección es la eritromicina BACTERIAS QUE PRODUCEN VAGINITIS Gardnerella Es una bacteria que es anaerobia facultativa. Catalasa y oxidasa negativa. El gram es variable y se encuentra formando parte de la flora vaginal de mujeres sanas pero que se relaciona también con al producción de vaginitis ó vaginosis bacteriana. Este síndrome consiste en un exudado vaginal maloliente que contiene además agentes anaerobios (bacteroides,...) y ausencia de lactobacillus. El diagnóstico de vaginitis se realiza mediante el examen en fresco de un exudado vaginal. Será una vaginosis bacteriana cuando se cumplan al menos 3 de los siguientes puntos: ~ Flujo vaginal abundante ~ pH mayor a 4’5 en el exudado vaginal ~ Presencia de células Clue (células del epitelio escamoso que tiene comidos sus rebordes que non comidos por esta bacteria). ~ Prueba de aminas positiva • Diagnóstico microbiológico:



 ~ Examen directo: la presencia de célula Clue en el examen en fresco del exudado vaginal se correlaciona bien con la existencia de vaginitis bacteriana, luego se confirmará con la tinción de gram. ~ Cultivo: muy lento y se hace en agar enriquecido con sangre humana. • Tratamiento: el de elección es el metronidazol Mobilluncus Son bastoncillos anaerobios gram negativos, móviles e incurvados que se aíslan de la vaginitis bacteriana. Estos microorganismos se identifican más a menudo en los frotis d las secreciones vaginales teñidas por el método de gram y crecen con dificultad en los cultivos anaerobios. El tratamiento de elección es el metronidazol STREPTOBACILLUS MONILIFORMIS Es un bacilo gram negativo anaerobio y que se tiñe mal con el gram si se trata de cultivo viejos. El hábitat natural es la nasofaringe de ratas y el hombre adquiere la infección por mordeduras de ratas. Causa fiebre, cefaleas, vómitos,... Crece en medios de agar sangre , agar chocolate y caldo tioglicolato. Todos ellos enriquecidos con sangre al 15%, suero de caballo al 20% ó líquido ascítico al 15%. La identificación de las colonias se realiza mediante pruebas bioquímicas y fermentaciones de diversos carbohidratos. El antibiótico recomendado es el penicilina.



SPIRILLUM MINUS Es un bacilo gran negativo con forma de espiral, aerobio. La infección que causa es semejante a la anterior, es la fiebre por mordedura de rata que se conoce como Sodoku. El diagnóstico se realiza mediante la inoculación a animales. El tratamiento es la penicilina. CALYMMATOBACTERIUM GRANULOMATIS Es un bacilo gram negativo, no móvil. Causa el granuloma inguinal o donovanosis que se adquiere probablemente por vía sexual,. La enfermedad se caracteriza por la aparición de lesiones ulceradas granulomatosas en el área urogenital. Para el diagnóstico se utilizan muestras d e al zona ulcerosa. Son eficaces para esta enfermedad ampicilinas y tetraciclinas.



 TEMA 20 RICKETTSIAS Y CHLAMYDIAS RICKETTSIAS Bajo el nombre de rickettsias se engloban la familia rickettsiaceae. Esta familia incluye los siguientes géneros: rickettsia, coxiella y erlichia. Rickettsia: son coco-bacilos y se incluyen 4 especies: • Rickettsia prowazekii • Rickettsia rickettsii • Rickettsia tsutsugamusi • Rickettsia conorii La peculiaridad es que se transmite por artrópodos (piojos, pulgas,...) y son parásitos intracelulares (como los virus). Producen distingas enfermedades pero tienen en común que producen fiebres, escalofríos y mialgias (dolores musculares). ~ El R prowazekii es el más importante. Produce tifus epidémico que tuvo importancia, como todas las infecciones, en épocas anteriores. Lo produce el piojo común. Este produce una erupción que empieza en las axilas se extiende hacia el tronco que empieza en las exilas se extiende hacia el tronco y de ahí se dispersa por todo el cuerpo. Puede ser una enfermedad crónica y puede tener recaídas (enfermedad de Brill-Zinsser). ~ R Rickettsii: produce la fiebre de las montañas rocosas ~ R tsutsugamusi: produce tifus de los matorrales



 ~ R conorii: produce fiebre botonosa del mediterráneo. Es una enfermedad endémica de la cuenca mediterránea. La trasmite un tipo de garrapata del perro. Aparece manchas negras sobre la piel (tache noir) que forman parte de un exantema. Coxiella: la única especie con importancia es la coxiella burnettii. Es el agente etiológico de la fiebre Q y es un bacilo pequeño. Afecta al ganado pero como e muy resistente a los agentes físicos y químicos, puede permanecer en el suelo y luego puede afectar al hombre por medio de aerosoles. Es una enfermedad endémica del mediterráneo. Hay que considerarlo cuando el paciente está con una neumonía atípica. Puede producir exantema característica. • Tratamiento: el tratamiento de elección son las tetraciclinas • Diagnóstico de laboratorio: lo que más se utiliza es la serología pero también tiene utilidad: ~ Detección directa; observar el microorganismo en el tejido (normalmente postmorten) ~ Aislamiento: presenta el problema de que es intracelular. Se cultiva en células embrionarias de pollo. El aislamiento es peligroso, hay que utilizar el nivel 3 de seguridad en el laboratorio. ~ PCR (reacción en cadena de la polimerasa) CHLAMYDEAE Son también intracelulares. Tiene un ciclo de vida en 2 fases: • Primera fase: cuerpo elemental: se deja fagocitar por las células para poder invadir y una vez dentro pasa a la segunda forma. • Segunda fase: cuerpo articular: es la forma activa. Se divide y cuando se divide libera cuerpos elementales y se vuelve dejar fagocitar, y así continuamente. Mientras están en el interior de las células forman una invasiones que se pueden ver a microscopios Tiene 3 especies: C trachomatis, C psitacci y C pneumoniae. La más importante es la C trachomatis. • C trachomatis: es el agente causal del tracoma (afectación ocular, es una queratoconjuntivitis –infección de la conjuntiva y de la córnea). Se produce por infección en el canal del paro, por lo que afecta a niños (antiguamente dejaba ciegos a los niños). También puede producir enfermedades de transmisión sexual (ETS). Puede producir varias enfermedades a nivel del aparto genital femenino, • C psitacci: produce neumonía atípica, en personas que estén expuestas a distintas av • C Pneumoniae: producen neumonías atípicas adquiridas en al comunidad (son más benignas que las nosocomiales). Diagnóstico: se utilizan métodos de detección directa, las muestras más utilizadas son raspados (conjuntivales, uretrales y endocervicales) que es importante que contengan células epiteliales. Las tinciones que nos sirven para ver las inclusiones típicas son giemsa e inmunofluorescencia. El aislamiento no es fácil y lo realiza laboratorio especializados y se suele hacer en medios McCoy. MICOPLASMAS Dentro de este género está incluidos micoplasmas pneumoniae; ureaplasma urealyticum; micoplasma hominis. La peculiaridad es que no tiene pared, por lo que



 ~ la tinción de gram no tiene utilidad ~ Antibióticos β-lactámicos (no tiene utilidad, ya que inhiben la síntesis de la pared por lo que no tiene sentido darlos) ~ Son de pequeños tamaños. ~ Van a ser muy exigentes en el cultivo ~ Al no tener importancia la tinción de gram se utiliza la microscopia de fondo oscuro. ~ Las colonias son microscópicas El más importante es el micoplasma pneumoniae que produce neumonías atípicas (es el principal agente causal de las neumonías atípicas). Tiene un periodo de incubación de 1-3 semanas, produce: mialgias, cefaleas, tos no productiva, fiebre. Los otros 2 forman parte de la flora normal (20-60% de las mujeres la poseen en el aparo urogenital). Producen fiebres post-parto, (flora oportunista) y uretritis inespecíficas en el varón. • Diagnóstico: el gram no nos sirve y como son de crecimiento lento el diagnóstico va a ser clínico. Para la confirmación diagnóstica se utiliza el cultivo y la serología. • El cultivo tiene ciertas características. ~ Crecimiento lento ~ Colonias microscópicas y crecen metidas en el agar por lo que para transferirlas ha y que cortar alrededor de la colonia y transferirlas así. ~ Se necesitan medios enriquecidos ~ Los márgenes del pH son muy estrechos ~ Sino se puede procesar inmediatamente se utilizan medios de transporte que contienen penicilina (que no les afecta al no tener pared e inhibe el crecimiento de otros microorganismos). ~ Existen formas L de bacterias. Son formas de una bacteria que tiene pared y que por alguna razón la perdió y sobrevive así. Hay que tener cuidado y no confundir con micoplasma a estas formas L.



TEMA 21 ESPIROQUETAS No son cocos ni bacilos, tienen forma de espiroquetas. Son móviles porque tiene un eje en su interior que les permite moverse girando sobre si mismo (como un tornillo) lo que permite atravesar epitelios intactos. Existen 3 géneros: treponema, borrelia y leptospira. TREPONEMA Características: es el causante de la sífilis. Es muy sensible a la penicilina por lo que ahora no tiene tanta importancia. Tiene 2 especies: treponema pallidum (causante de la sífilis) y treponema carateum. Existen también treponemas no patógenos que pueden llegar a formar parte de la flora normal. Son gram negativos, microaerófilas. En general causan enfermedades de larga duración que suelen cronificarse. La sífilis es una enfermedad de trasmisión sexual también se puede llamar LUES. El treponema pallidum puede penetrar por mucosas intactas en el caso de la vaginal. Incuba aproximadamente 3 semanas y a partir de ahí se desarrolla la enfermedad en 3 fases: ~ Sífilis primaria: aparece una lesión que se denomina chancro sifilítico (a nivel de genitales externos) también puede aparecer en cérvix, en la boca, y en la zona perianal. Después desaparece. Pero el treponema se disemina por vía sanguínea ó vía linfática.



 ~ Sífilis secundaria: aparece poco después. Aparecen manifestaciones a nivel general y muco-cutáneas. ~ Sífilis terciaria: puede aparece mucho tiempo después. Puede ser reactivaciones. Esta fase está caracterizada por unas lesiones que se denominan goma sifilíticas. Son lesiones granulomatosas. Pueden aparecer en la piel , en los huesos y en el bazo e incluso en el sistema nervioso central (neurosífilis). Esto dura durante toda la vida (cronificar) El tratamiento es la penicilina Se puede transmitir por el canal del parto por lo que los niños recién nacido nacen con sífilis congénita y también de forma tras-placentaria. En la sífilis está disminuido el número de caso pero lejos de la irradiación y está diseminada por todo el mundo. • Diagnóstico: no se puede cultivar (el treponema pallidum) y no es útil la tinción de gram (para ninguna espiroqueta). La visualización directa con microscopia de campo oscuro porque es característica de esta ‘familia’ la movilidad y la serología. Hay dos tipos de pruebas serológicas: ~ No treponémicas: reacción de Wasserman, es la típica prueba de sensibilización (parecida al Mantoux). Sirve para ver si hay anticuerpos frente a el cardiolipina (aparece en varias enfermedades por lo que esta prueba no es específica) por lo tanto sirve par screaning. ~ Treponémicas: son pruebas serológicas específicas. Las otras treponematosis producen manifestaciones cutáneas. BORRELIA Morfología y movilidad característica de las espiroquetas. Microaerófilo, requieren en el cultivo, ácidos graso de cadena larga. Estos se transmiten también por artrópodos. Existen dos especies: B burgdoferi, B recurrentis. B burgdoferi: la más importante es la primera porque produce la enfermedad de Lyme. No es frecuente pero existe. En esta enfermedad aparece un eritema que después se extiende. Aparece fiebres, mialgias, adenopatías. Puede dar lugar a complicaciones como miocarditis, artritis y meningo-encefalitis. Posee una endotoxina por lo que si se destruye masivamente con antibióticos se libera y produce una reacción sistémica más o menos grave (que se llama reacción de Jarischherxheimer). La B recurrentis: producen fiebres recurrentes. Es una septicemia. Tiene producido epidemias. • Diagnóstico: ~ Examen directo (básico) ~ Serología • Cultivo: se utiliza medios de Kelly LEPTOSPIRA Hay 2 especies de interés: L interrogans y L biflexa. Las características generales son las mismas que para las espiroquetas. Tienen los extremos en ganchos y no se clasifican por pruebas bioquímicas sino en base a pruebas de aglutinación con antisuero de conejo. Su reservorio natural son los roedores y sus células diana son los túbulos de las nefronas renales. Se excretan por orina y el fenómeno se llamaría leptospiuria. Llega a los humanos a través de la animales (agua,...), por lo que va a afectar a granjeros, personas que están en contacto con ellos, cultivadores de arroz,...



 Clínica: produce enfermedades muy variables desde síndromes catarrales hasta síndromes ictéricos con afectación hepáticas y renal. Diagnóstico: ~ Observación directa: difícil confirmar con ella porque es muy difícil encontrar microorganismos (microscopia de campo oscuro ó giemsa) ~ Serología ~ Cultivo: - Medio semisólido de Fletcher - Medio líquido de Khortlof - Medio líquido ó semisólido de BA –TW-80 (albúmina bovina-tween-80)



TEMA 22 ANTIBIÓTICOS SUSTANCIAS ANTI-MICROBIANAS Los antibióticos son productos metabólicos naturales de los hongos, los actinomicetos y las bacterias que matan ó inhiben el crecimiento de los microorganismos. Las mayor parte de los agentes empleados hoy día son totalmente sintéticos por esto a menudo se prefiere utilizar los térmicos de agente antibacteriano en lugar de antibiótico que se considera más específico de los anti-microbianos de origen natural. MÉTODO DE CLASIFICACIÓN DE LOS AGENTES ANTI-MICROBIANOS Existen 3 formas de clasificar los antibacterianos, según sea: • Bactericida o bacteriostático: algunos agentes antibacterianos matan a las bacterias (bactericidas) mientras otros solo inhiben su crecimiento (bacteriostático) • Por el objetivo o diana: es una forma convenientemente de clasificar los antibacterianos. Es en función de su lugar de acción. • Por la estructura química MECANISMO DE ACCIÓN DE LAS DROGAS ANTI-MICROBIANAS



 Todas las drogas anti-microbianas actúan dañando una estructura celular vital ó inhibiendo una función metabólica esencial. Existen 5 dianas principales de las drogas antimicrobianas: a) Interferencia en la síntesis de la pared celular b) Alteración en la membrana celular c) Interferencia en la síntesis de proteínas d) Interferencia en la síntesis de ácidos nucleicos e) Interferencia en la síntesis de ácido fólico Drogas que inhiben la síntesis de la pared celular: estos agentes son bactericidas, pues al alterar la mureina de la pared, las células mueren. Los microorganismos que carecen de esta sustancia son resistentes de forma natural a estas drogas, así, como alguna especie microbiana con estructuras que impiden que la droga alcance su diana. Ejemplo de estos grupos, tenemos la penicilina, cefalosporinas, vancomicina y bacitracina. Drogas que alteran la membrana celular: algunas drogas inhiben el crecimiento bacteriano por que dañan los componentes de la membrana celular. Ejemplo de este grupo anfotericina b, nistatina, imidazoles y polimixina B. Drogas que inhiben la síntesis de proteínas: las drogas anti-microbianas que interfieren en la síntesis de proteína, afectan los ribosomas bacterianos cuando se alteran la función d los ribosomas la síntesis de proteínas puede resultar totalmente inhibiendo o puede hacerse tan lenta que el crecimiento se detenga. Son ejemplos de este grupo: aminoglicósido, tetraciclina, eritromicina y cloranfenicol. Drogas que inhiben la síntesis de ácidos nucleicos: todas las células tienen que fabricar sus ácidos nucleicos, por lo tanto la toxicidad de esta categoría está relativamente limitada. Son ejemplos de este grupo: rifanpicina, quinolonas, fluorcitosina. Drogas que inhiben la síntesis de ácido fólico: estas drogas presentan una toxicidad selectiva para los microorganismos porque las células humanas no sintetizan ácido fólico sino que lo obtienen a través de la dieta. Las drogas de este grupo se consideran anti-metabolito ya que bloquean ciertas etapas del metabolismo anti-microbiana. Son ejemplos de este grupo las sulfamidas y el trimetropin. CLASIFICACIÓN DE LOS PRINCIPALES AGENTES Para estudiar los diferentes agentes anti-microbianos vamos a partir de sus mecanismos de acción y dentro de cada tipo los agruparemos según sus características químicas y farmacológicas y describiremos algunos de los agentes más representativos de cada grupos. Grupos de los que inhiben la síntesis de la pared celular: casi todos los antibióticos que inhiben la síntesis de la pared celular, son bactericidas. Su mecanismo de acción se basa en la inhibición de la síntesis de la pared celular actuando a diferentes niveles en la síntesis del péptido-glicano que es un componente vital en la pared celular y que es un compuestos único de las bacterias y por tanto proporciona un objetivo óptico para la toxicidad selectiva. Dentro de este grupo están incluidos: Betalactámicos: Penicilina Cefalosporinas



 Carbapenems Monobactámicos Inhibidores de β-lactamasa Glucopéptidos: Vancomicina Teicoplanina Algunos polipéptidos Bacitracina • Betalactámicos: tienen en común que presentan en su estructura química un anillo β-lactámico. Inhiben la síntesis de la pared celular uniéndose a las proteínas ligadoras de penicilina Evidentemente no son efectivos frente a microorganismo que carezcan de pared celular como es el caso de micoplasma, microorganismos de pared poco penetrante como las muycobacterias o patógenos intracelulares como es el caso de brucella, legionellas y chlamydias. Los principales grupos de β-lactámicos son penicilina, cefalosporinas, carbapenems y los monobactámicos. ~ Penicilina: son agentes bactericidas, los efectos secundarios que producen son casi despreciables aunque con relativa frecuencia aparecen exantema cutáneos leves e incluso reacciones alérgicas graves.. los paciente que son alérgicos a la penicilina suelen serlo también a las cefalosporinas. Dentro de las penicilinas distinguimos varios grupos: - Penicilinas naturales: son activas frente a muchos gram positivos destacando el neumococo y estreptococo pyogenes, espiroquetas, gonococo y meningococo. o Penicilina G o Penicilina V - Amino-penicilinas: actúan sobre gram positivos y gran negativos incluidos entero-bacterias aunque ya hay muchas cepas resistentes. o Ampicilinas o Amoxipenicilina (amoxicilina) - Penicilinas resistentes a la penicilinasa: el representante de este grupo era la metacilina pero ha sido sustituido por. o Oxacilina o Cloracilina. - Carboxipenicilinas: tienen un espectro elevado frente a gram negativos pues son estables frente a muchas β-lactamasas de enterobacter, pseudomonas. o Carbenicilina o Ticarcilina - Ureidopenicilina: tienen mejor actividad sobre los entero-cocos y algunos estreptococos. o Piperacilina ~ Cefalosporinas: son drogas bactericidas de amplio espectro y pueden ser naturales o semi-sintéticas. Habitualmente se clasifican por generaciones. - 1ª generación: buena actividad frente a gram positivos y moderada acción frente a gram negativos. o Cefalexina o Cefazolina



 o Cefaclor - 2ª generación: aumenta la actividad frente a gram negativos y frente algunos anaerobios. o Cefuroxina o Cefoxitina - 3ª generación: disminuye la actividad frente a gram positivos pero aumenta mucho frente a gram negativos y algunos presentan buena actividad frente a pseudomonas. o Cefotaxina o Ceftriaxona o Ceftazidima - 4ª generación: espectro ligeramente más amplio que las de 3ª generación. o Cefetima ~ Carbapenems: tiene un espectro de acción extraordinariamente amplio. Prácticamente casi todos los cocos gram negativos y gram positivos, bacilos positivos, anaerobios, la mayor parte de las entero-bacterias y algunas pseudomonas aunque no es activo frete a estafilococos metacilin resistente y no se absorben por vía oral. Pueden producir neurotoxicidad y nefrotoxicidad. - Imipenem ~ Monobactámicos: activos frente a gram negativos especialmente entero-bacterias y pseudomonas pero poco activas frente gram positivos ó anaerobios. - Aztreonam ~ Inhibidoras de la b-lactamasas: son derivados de β-lactámicos con débil acción antibacteriana por sí mismos pero con gran actividad inhibidora de muchas β-lactamasas bacterianas. Deben ir asociados siempre a otros b-lactámicos. - Ácido clavulánico - Sulbactam • Glucopéptidos: son activos solo frente a microorganismos gram positivos. Entre ellos las cepas de estafilococos aureus resistentes a la metacilinas u otros microorganismos gram positivos resistentes a otros agentes habituales. ~ Vancomicina ~ Teicoplanina • Polipéptidico: ~ Bacitracina: no tiene estructura β-lactámica. Se utiliza de forma tópica porque vía sistémica es muy tóxico. En el laboratorio se utilizan para identificar estreptococos del grupo A (pyogenes) Grupos de los que inhiben la síntesis de proteínas: diferentes grupos de agente antibacterianos inhiben proteínas que participan en la reacción específica en esta vía de síntesis pero pueden agruparse en aquellas que actúan sobre la subunidad 30s del ribosoma (aminoglicósidos y tetraciclinas) y los que actúan sobre la subunidad 50s (macrólidos, lincosaminas y cloranfenicol) algunos de los agentes de este grupo son bactericidas como son los aminoglicósidos, mientras que otros son bacteriostáticos como tetraciclinas, macrólidos, lincosaminas y cloranfenicol. • Aminoglicósidos ó aminoglucósidos: constituyen un grupo importante de antibióticos naturales y semi-sintéticos, potentes bactericidas excepto espectinomicina, ejerce su agente bactericida uniéndose irreversiblemente a la subunidad 30s del ribosoma bacteriano



 y bloqueando la iniciación de la síntesis proteica. Tiene un espectro muy amplio pero no son activos frente estreptococos y anaerobios. La estreptomicina se reserva para el tratamiento de infecciones por mycobacterium y la espectinomicina se utiliza par tratar la gonorrea resistente a β-lactámicos. Pueden presentar sinérgica con β-lactámicos con lo que frecuentemente se asocian. Las reacciones adversas más importantes son toxicidad renal y auditivo vestibular. ~ Gentamicina (es la más usada) ~ Estreptomicina ~ Amikacina ~ Neomicina ~ Tobramicina ~ Espectinomicina • Tetraciclinas: [no se toman con leche] son antibióticos de amplio espectro bacteriostático. Interaccionan reversiblemente con la subunidad 30s del ribosoma bacteriano y la acción selectiva de las tetraciclinas se basa en que las células bacterianas las captan mejor que las células humanas. Se usa en el tratamiento par la s infecciones causadas por micoplasma, chlamydias y rickettsias y en el tratamiento del acné. Entre sus efectos secundarios se encuentra el aumento a la sensibilidad de la luz solar, alteraciones gastrointestinales y hepáticas y no se deben de administra en embarazadas, ni en niños menores de 8 años ya que provoca oscurecimiento de los dientes y alteraciones óseas. ~ Tetraciclina ~ Clortetraciclina ~ Dosiciclina ~ Minociclina • Cloranfenicol: anti-microbiano bacteriostático de amplio espectro. Actúa uniéndose reversiblemente a la subunidad 50s de ribosoma bacteriano en un lugar próximo al de unión de los macrólidos inhibiendo la formación de lo enlaces peptídicos. Se reserva para tratar infecciones graves producidas por gérmenes resistentes, principalmente fiebre tifoidea y meningitis por haemophilus influenzae. Los preparados tópicos se utilizan en las infecciones oculares en forma de colirios. Los efectos secundarios son raros pero graves se producen sobre la médula ósea, llegando a causar aplasia medular. Es tóxico también para los niños por la inmadurez de los sistemas enzimáticos hepáticos que es donde se metaboliza el cloranfenicol. • Macrólidos: se trata de antibióticos bacteriostáticos de medio espectro. Actúan uniendo a la subunidad 50s del ribosoma inhibiendo la elongación de la cadena proteica. Son activos en la mayor parte de los gram positivos, chlamydias, trachomatis, micoplasma, rickettsias, legionella, campylobacter. Aunque son frecuentes la resistencias entre cocos gram positivos siendo inactivo frente a entero-bacterias y otras gram negativas. Sus efectos secundarios son leves pudiendo aparecer náuseas y vómitos y a veces ictericia. ~ Eritromicina ~ Espiramicina ~ Rositromicina ~ Claritromicina ~ Acitromicina • Lincosaminas: tiene un mecanismo similar a los macrólidos. Su principal acción es en el tratamiento de las infecciones por anaerobios. ~ Clindamicina



 Grupos de los que inhiben el metabolismo bacteriano (síntesis de ácido fólico): la inhibición de la síntesis del fosfato conduce al cese del crecimiento celular, y en algunos casos a la muestre de la célula bacteriana. Los principales antibacterianos son: • Sulfamidas: son análogos sintéticos estructurales del ácido para-amino-benzoico y actúan compitiendo con él en la síntesis del ácido fólico. Poseen un amplio espectro actúan sobre gram positivos y gram negativos, excepto pseudomonas y sobre chlamydias y algunos parásitos como toxoplasma y plasmodium. Entre sus efectos secundarios se incluyen la formación de cristales en la orina y la depresión de la médula ósea. Pueden utilizar solas o en combinación con el trimetropin. Los representantes de las sulfamidas son: ~ Suldadiazina ~ Sulfametoxazon [Sulfametoxazon + trimetropin = cotrimoxazol ó metropimsulfa] ~ Dapsona (lepra) • Trimetropin: inhibe también la síntesis de ácido fólico. Puede utilizarse solo pero suele usarse combinándose con las sulfamidas. El cotrimoxazol es activo frente a una amplia variedad de agentes patógenos de las vías urinaria. Como efectos secundarios puede causar neutropenia, náuseas y vómitos. ~ Trimetropin Grupos de los inhibidores de la síntesis de ácidos nucleicos: • Quinolonas: son agentes sintéticos bactericidas, inhibidores de la replicación del ADN. La primera quinolona que se introdujo fue el ácido nalidíxico que solo es activo frente a las enterobacterias y su uso se limita a las infecciones urinarias. Pero las nuevas quinolonas poseen un espectro mucho más amplio y mayor actividad frente a gram negativos, gram positivos, rickettsias, chlamydias, pseudomonas y patógenos intracelulares como legionella y salmonella typhi. Los efectos secundarios adversos más frecuentes de la quinolona son los trastornos gastrointestinales pero también pueden producir neurotoxicidad y fotosensibilidad. No se administran en niños por sus efectos tóxicos sobre el desarrollo del cartílago en su crecimiento. ~ Ácido nalidíxico ~ Ciprofloxacina ~ Norfloxacina ~ Fluorfloxacina • Rifamicinas: bacteriostáticos o bactericidas dependiendo de la concentración del antibiótico y de la susceptibilidad de la bacteria, que actúan bloqueando la síntesis de ARN mensajero. Su espectro de acción abarca muchos gram positivos y gram negativos pero se utilizan especialmente frente a mycobacterium [es un tubercolostático]. Como efectos secundarios pueden aparecer exantemas cutáneos, ictericia y reacción de hipersensibilidad. ~ Rinfampicina • Nitroimidazoles: antibióticos bactericidas sintéticos que actúan por mecanismo citotóxico rompiendo el ADN. Su espectro de acción abarca principalmente algunos gérmenes anaerobios y algunos protozoos (trichomonas, giardia) ~ Metronidazol ~ Tinidazol • Nitrofurantoína: compuesto sintético que causa daño en el ADN y se usa como antiséptico urinario frente a gram positivos y gram negativo. Grupo de los inhibidores de la función de la membrana citoplasmática:



 • Polimixinas: son antibióticos polipéptidicos que actúan sobre la membrana celular y también sobre la pared. Actúan como detergentes catiónicos rompiendo la estructura fosfolipídica de la membrana celular. Las polimixinas no se absorben por vía oral y se utilizan por esta vía casi únicamente para descontaminar el intestino y también se pueden utilizar vía tópica. Son muy tóxicos por vía sistémica causando neurotoxicidad y nefrotoxicidad. ~ Polimixina B ~ Polimixina E ~ Colistina GRUPO DE LOS ANTIMICROBACTERIANOS Ó TUBERCULOSTÁTICOS Los mycobacterium son gérmenes muy difíciles de combatir porque las micobacterias son resistentes a la mayoría de drogas antimicrobianas. En parte debido a los ácido micólicos de su pared que prácticamente la impermeabilizan. Crecen muy lentamente por lo que los tratamientos deben ser prolongados (meses ó años). También son patógenos intracelulares y además como siempre hay algunas mycobacterium resistentes por lo que hay que combinarse varias drogas. Los fármacos más usados en diferentes combinaciones son: isoniacida, etambutol, rifanpicina, estreptomicina y dapsona (en coso de lepra). Isoniacida: bacteriostático para células en reposo y bactericida para las que se encuentran en crecimiento activo pero no afecta a otras bacterias ni seres humanos de ninguna forma. No se conoce su mecanismo de acción. Los principales efectos tóxicos en los seres humanos son las complicaciones neurológicas y las hepatopatías como monoterapias puede administrarse en la profilaxis de la tuberculosis en pacientes infectados pero que aún no han desarrollado la enfermedad. Etambutol: molécula sintética que inhibe pero no mata a las micobacterias. Su mecanismo de acción no se conoce pero parece relacionado con una inhibición de la incorporación de los ácidos micólicos de la pared. Un efecto tóxico importante es la neuritis óptica.



RESISTENCIA A LOS ANTIBIÓTICOS Un microorganismo es resistente a una droga si puede crecer en presencia de la misma. La resistencia natural a una droga es una característica intrínseca. La resistencia adquirida es propiedad de algunas cepas individuales dentro de una especie. Las bacterias adoptan una serie de estrategias para escapar de la acción de los antimicrobianos. Se pueden distinguir 5 tipos principales: ~ Alteración de la permeabilidad ~ Alteración del blanco o diana ~ Inactivación enzimática ~ Reflujo ~ Bloqueo Estos mecanismos de resistencia son adquiridos por las bacterias por medio de cambios genéticos codificados ya sea por genes cromosómicos o genes plasmídicos. La resistencia codificada por plásmidos puede difundirse rápidamente de una cepa a otra o de una bacteria por otra por medio de la conjugación genética.



 La resistencia adquirida en las drogas puede prevenirse limitando los usos no médicos de los antibióticos y en ciertas ocasiones administrando 2 ó más drogas al mismo tiempo. PROCEDIMIENTO DE REALIZACIÓN DE LAS PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA (antibiograma) Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana o frente a antibióticos, son aquellas técnicas que investigan la sensibilidad de la bacteria a estudio frente a diferentes concentraciones de distintos antibióticos. Existe una norma básica en microbiología que es: no efectuar directamente del producto patológico un antibiograma ni tampoco utilizar mezclas de gérmenes. Se deberá efectuar un aislamiento por agotamiento en placa y utilizar siempre cultivos puros para realizar las pruebas de susceptibilidad. Hay 2 tipos de antibiogramas según las necesidades respiratorias de los microorganismos: ~ Antibiograma (ATB) para los microorganismos aerobios ~ Antibiograma (ATB) para los microorganismos anaerobios. Para realizar el estudio de sensibilidad el microorganismo el agente antimicrobiano se incorpora este al medio de cultivo. Los antibiogramas se clasifican según la forma de incorporación del agente antimicrobiano y según el medio empleado. • Antibiograma por dilución ~ En medio líquido ~ En medio sólido • Antibiograma pro difusión ~ En medios sólidos • Prueba de la b-lactamasa ATB Aerobio Métodos de sensibilidad por dilución: • En medios sólidos ó en agar: sigue siendo el método de referencia, y consiste en al determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) en un método sólido que contiene concentración creciente del antibiótico es un método laborioso ya que requiere la preparación de distintas placas para cada antimicrobiano a testar. Paso a seguir: ~ Preparación del medio: a partir de polvo valorado del antibiótico se prepara un disolvente adecuado una concentración madre. A partir de esta se preparan concentraciones decreciente de modo que al añadirla al medio de cultivo quede la información que deseamos estar. Los disolventes y las concentraciones que se preparan van a depender del antimicrobiano. ~ Inóculos: debe de proceder de un cultivo joven, y el modo de realizarlo está estandarizado pero pueden afectar mucho a los resultados para ellos se siembran 4-5 colonias en un caldo incubándolo por la noche, ajustando el inóculo posteriormente al 0’5 a la escala MacFarland que se corresponde aproximadamente con 108 UFC. Luego se procede a realizar una dilución 1/10 que es al concentración que se introduce en un molde y aquí mediante un replicador de streers que use inocula el agar. ~ Lectura de resultados, tras la incubación de 18 horas para la mayor parte de los organismos. La concentración mínima inhibitoria será aquella en la que se inhiba el crecimiento. Es importante introducir cepas control cuya concentración mínima inhibitoria se conozca para verificar que todo el procesamiento ha sido correcto.



 • En medios líquidos ó en caldos: la diferencia está en que las diluciones del antibiótico se realizan en un caldo y en que el inóculo se añade con una micropipeta en lugar de con un replicador. Al a lectura se realiza observando la turbidez tras la incubación. ~ Pruebas de microdilución: son similares a las anteriores paro se realizan en microplacas. Existen numerosos equipos comerciales que presenta la ventaja de poder probar numerosos antibióticos en una misma placa microplaca y de una sola vez evitándose el laboratorio la elaboración de los medios, suelen estar semiautomatizados. Suelen estar congelados o liofilizados y el inóculo se añade frecuentemente con inoculadores de plástico estériles de un sólo uso. Es importante realizar el control de calidad con estos métodos ya que se pueden dar discrepando respecto a los convencionales. Su inconvenientes se encuentra en su elevado coste económico y en que el papel de antibiótico es fijo. Métodos de sensibilidad por difusión: La difusión en agar sigue siendo el método más utilizado en microbiología pues se obtiene resultados exactos y precisos mediante un método sencillo. Para ello se requiere que todos los detalles del procedimiento están cuidadosamente controlados y sean uniformes. Pueden utilizarse como métodos cuantitativos, semicuantitativos y cualitativos que es lo más frecuente informándolo los resultados de un ATB como resistente, de un intermedio, o sensible según los diámetros de inhibición obtenidos. • Fundamento y métodos: se basa en que al añadir el antibiótico produciendo un gradiente de concentración. Según nos alejemos del lugar donde se sitúa el disco la concentración irá descendiente. La distancia en la que se inhibe el crecimiento del microorganismo inoculando en el medio se denomina halo de inhibición, se mide en mililitros y es indirectamente proporcional a la concentración mínima inhibitoria. • El método a seguir es el siguiente: ~ Inóculo y medio: se toma 4-5 colonias (se hace crecer en caldo de 2-5 horas). Ajustando posteriormente a la escala de MacFarland. Esta suspensión se debe inocular en un tiempo inferior a 15-20 minutos con una torunda escurrida por toda la placa con un medio de agar de Muller-Hinton. A continuación se la dijo secar entre 3-5 minutos. ~ Discos con antibióticos: se seleccionan los antibióticos a ensayar escogiendo aquellos que sean útiles clínicamente y disponibles desde el punto de vista farmacéutico. Debe seleccionarse un antibiótico de cada grupo. Se tendrá en cuenta para la elección: El lugar de al infección Las características tintoriales del germen La bacteria investigada Se implantan los discos de papel de filtro grueso y están impregnados de la gente antimicrobiano. Su diámetro son de 6 ml. Tienen una concentración de antibiótico estandarizada. Los discos se deben conservar en envera a 4ºC. la implantación puede ser: Manual: se coloca el disco con pinzas sobre el medio. [la distancia mínima entre disco y disco son 24 mm y entre el disco y el borde de la placa 15 mm]. Se pueden utilizar plantillas de referencia. Una vez colocados los discos se presionarán ligeramente con las puntas de las pinzas par que queden fijados al agar. Implantación automática: se utilizan dispensadores automáticos que son unos dispositivos del tamaño de la placa con unos orificios guía que permiten la colocación de todos los discos en el lugar adecuado de la placa. Incubación entre 18-24 horas a 37ºC. Se miden entonces los halos que aparecen alrededor de cada disco con una regla. En caso de que sea microorganismos de crecimiento lento se puede prolongar el tiempo de incubación a 34-048 horas. Interpretación e información de los resultados: pueden ser: • Sensible (S): a las dosis habituales el antibióticos es eficaz



 • Intermedio (I): es necesario aumentar la dosis habitual para actuar sorbe el germen • Resistente (R): el antibiótico es ineficaz A veces es necesario establecer un control de calidad para lo cual se utilizan cepas de referencia. Fuentes de error: pueden ser del medio, del antibiótico, de los microorganismos (inoculamos de más, contaminación,...), al observador,.... PRUEBAS ESPECIALES Existen microorganismos que requieren métodos. Por ejemplo: medios suplementados y/o mayores tiempos de incubación, como es el caso del meningococo, haemophylus influenzae, gonococo, etc. También existen pruebas especiales para evaluar la interacción entre 2 antimicrobios que pueden ser de potenciación o sinergia o bien de indiferencia o de antagonismo. También se puede realizar en algunos casos la concentración mínima bacteriostática está indicada en los casos en los que las defensas del paciente no pueden acabar con la infección. Existen métodos o dosis algo más complejas realizadas por laboratorios más especializados para microorganismos anaerobios y micobacterias. MÉTODOS AUTOMÁTICOS DE IDENTIFICACIÓN Y DE SUSCEPTIBILIDAD Existen cada vez más métodos automáticos que permiten identificar el microorganismo, así como su sensibilidad a los antibióticos y quimioterápicos. Algunos de los sistemas desarrollados hasta ahora son por ejemplo: API (identificación) ATB-strep ATB-staph ATB-BGN La mayor parte de ellos presenta placas ó bandejas que incluyen pequeños resertáculos ó pocillos donde se encuentran los reactivos y antibióticos necesarios, desecados, deshidratados ó congelados.



TEMA 23 PARASITOLOGÍA PARASITOLOGÍA: Un parásito también es una bacteria. Taxonómicamente en parasitología aparecen protozoos y metazoos. Son eucariotas (al contrario que bacterias que son procariotas). • Los protozoos son células unicelulares. Si son pluricelulares las células son iguales. • Los metazoos son células pluricelulares. Y hay diferenciación entre sus células, es decir, son células especializadas. ~ Platelmintos: son gusanos ~ Nematelmintos: son gusanos ~ Artrópodos: pulgas, piojos, moscas,... Características generales: • Se nutren a costa de otros



 • Las vacunas tienen escaso ó nulo valor • Presentan una gran variación antigénico para poder escapar del sistema inmune del huésped • Es frecuente la parasitación múltiple (más de un parásito) • Existe pruebas serológicas. Se puede clasificar en base a: • En base a la temporalidad de la parasitación: ~ Parásitos ocasionales: tienen ciclos de vida libres y ocasionalmente parasitan ~ Parásitos obligados: pueden producir: o Parasitaciones permanentes: o Parasitaciones intermitentes o Parasitaciones periódicas • En cuanto a la situación que adquieren en el organismo humano: ~ Endoparásitos: se sitúan en el interior del huésped. ~ Ectoparásitos: se sitúan en la superficie, piel y anejos (uñas, pelo,....) • En cuanto el huésped ó hospedador: ~ Monoxenos: en los que el hospedador es único y específico ~ Heteroxenos: existe más de un posible hospedador ~ Huésped definitivo: es aquel que aloja a las formas vegetativas, sexuales. ~ Huésped intermediario: aloja a larvas o formas asexuales en general. ~ Huésped paraténico: aloja a las formas transitorias del parásito temporalmente pero en él no puede producir el desarrollo del parásito. Características bioquímicas y fisiológicas: • En general los constituyentes son similares a las de otras células eucariotas. • Tiene un alto contenido en hidratos de carbono sobretodo de glucógeno • Obtiene la energía, principalmente, del proceso de anaerobios, como la glucólisis. Peor si tienen oxígeno lo utilizan y llevan a cabo procesos oxidativos: • Pueden competir con el hospedador por nutrientes (ejemplo: Botriocefalo, que sustrae la vitamina B12 a la persona que parásita, lo que puede dar lugar a una especie de anemia perniciosa). • La actividad la presentan las formas vegetativas que se llaman trofozoitos. • También pueden aparecer formas de resistencia que se conocen como quistes. Epidemiología: • Presentan ciclos de vida muy variados (es un grupo amplio y muy heterogéneo). • Vías de transmisión ~ Directa: por contacto, persona-persona, transplacentaria (toxoplasmosis) ~ Fecal-oral: alimentos, autoinfección (manos sucias) ~ Telúrico ~ Artropozoonosis: (artrópodos o animales) por ejemplo toxoplasmosis (gatos) Muchas de estas enfermedades son típicamente tropicales aunque hay muchas en nuestro ambiente. Está relacionada con niveles socio-económicos bajos. • Vías de entrada: ~ Digestiva: es la más frecuente. Por ingestión de quistes o huevos puede parasitar el aparato digestivo o progresar a otros tejidos (muestras de heces) ~ Mucosas ~ Vía cutánea ~ Vía respiratoria (pneumocistis carinii)



 ~ Vía transfusional Patogenia: Causan enfermedades de al siguiente forma: • Daño mecánico: por obstrucción, por el echo de ocupar un espacio. • Traumática: por donde migran a través de los tejidos dañados. • Expoliadora: consiste en sustracción de un nutriente y dejar al enfermo sin el. • Acción tóxica: mediante sustancias necrotizantes, proteolíticas • Acción citoplatógena: destrucción de células • Acción metaplásica y neoplásica: se asocian con los cánceres. Clínica: se verá con cada especie ya que es muy variable. Con frecuencia cursa de forma subaguda (con reactivaciones) o crónica. Profilaxis: más o menos complejas y se pude decir que autodisciplinaria (médicos, analistas., políticos,...) Se puede llevar a cabo: • Controlar los reservorios y fuentes de infección • Medidas de saneamiento e higiene en general. • Las vacunas no están muy desarrolladas • Quimioprofilaxis: es útil en algunos como el paludismo. DIAGNÓSTICO PARASITOLÓGICO Se basa en la morfología. Existen pruebas complementarias. • Detección directa en heces (por que la vía digestiva es la más frecuente): ~ Procesamiento: debe de se rápido (menos de 30 minutos desde la recogida). De no hacerlo en fresco se utilizan conservantes: - Formol al 5-10% - Alcohol de polivinilo (PVA) - Fenol-alcohol-formol (PAF) - Mertiolato-yodo-fenol Se utiliza 3 volúmenes de conservantes por cada muestra de heces. Como la excreción de parásitos en las heces es intermitentes se deben enviar 3 muestras al laboratorio tomadas en días alternos. ~ Aspecto macroscópico: consistencia de la muestra: formes, semiformes, blandas, líquidas,... ~ Examen microscópico: hay que hacer contracción, tinciones permanentes y otras,... • Concentración: es necesaria porque difícil detectarlos ya que no hay gran número de bacterias, su excreción es intermitente,.. y a la hora de visualizarlos se deben empezar por el objetivo más bajo para abarcar más campos. Hay que ver toda la extensión. Hay 2 métodos para concentrar: Sedimentación: se basa en la centrifugación Flotación: se basa en mezclar la muestra con una solución de sulfato de zinc (ZnSO4). Al tener mayor densidad, al centrifugar los parásitos, larvas, quistes,... quedan flotando. • Tinciones permanentes: la más utilizada y la que se recomienda de rutina es la tinción tricrómica. Primero se hace la centrifugación y se realiza el frotis, secamos, fijamos y teñimos. Otra es la tinción de hierro-hematoxilina. Tinción tricrómica: 1·- Etanol 70º  5 minutos 2·- Etanol 70º + solución yodada de D’antoni  2-5 minutos 3·- Etanol 70º  5 minutos (2 pases)



 4·- Tricrómica  10 minutos 5·- Alcohol absolutos  2-5 minutos (3 pases) 6·- Secar y montar. Los pases por alcohol se utilizan para deshidratar los parásitos • Técnicas especiales: Pruebas de Graham: es importante. Se utiliza para el diagnóstico de oxiuros (parásitos). Se pasa la tira de celofán por la zona perianal, se coloca en el porta y se ve Pruebas para la detección de criptosporidium: sirve para detectar los criptosporidium. Se realizan tinción de AAR modificadas, la que se utiliza es la de Kinjou, pero en vez de decolorarse con alcohol con alcohol se realiza con ácidos sulfúricos al 1%. Prueba para la detección de microporidium es un tricrómica pero más concentrado. Pruebas para la detección de larvas de nematodos: se utiliza para strongyloides lo que se hace es poner la punta de un papel en contacto con las heces no refrigeradas. A partir del 5º día (se deja 10 días) se observan las larvas. Cuantificación de huevos: el tratamiento está fundamentada en la cantidad de huevos que esté en la muestra. Por ejemplo recuento de Stoll. Cápsulas duodenas ó enterotest: consiste en un hilo con un peso en un extremo. Esta va dentro de una cápsula como la de la medicamentos. La cápsula se deshace, se libera el hilo con el peso, va progresando por el intestino y una vez que sale vía rectal trae ‘arrastrando’ los parásitos. Se utiliza par strongyloides y giardia lamblia. • Detección en otro tipos de muestras: ~ Sangre: tinciones permanentes como la de Giemsa. Hay que ver toda la extensión. Se utilizan métodos de concentración. ~ Esputo: se puede ve en fresco o con tinciones permanentes. La tinción que se utiliza es el azul de toluidina. Las muestras hay que fluidificarlas y centrifugarlas y después se tiñe. Esta tinción se utiliza con muestras de pneumocystis carinii (Hongo) se ve violeta. Azul de toluidina: 1·- Solución de sulfatación (ácido de sulfato + ácido acético glacial)  10 mi 2·- Lavar con agua  5 minutos 3·- Sumergir en azul de toluidina  5 minutos 4·- Se lava con alcohol absoluto  8 segundos (con agitación continua) 5·- Se lava con xileno  8 segundos (con agitación continua) • Otras técnicas más infrecuentes: ~ Cultivo: solo se hace en laboratorio especializados aunque hay alguna especie que crece fácilmente como la trichomonas vaginallis. ~ Inoculación animal ~ Xeno-diagnóstico (xeno hace referencia a animales) se utiliza en artrópodos. ~ Serología: está relativamente poco desarrollada. El problema es que los antígenos están bien definidos por lo que a veces aparecen reacciones cruzadas. Es el diagnóstico de primera línea con algunas especies como por ejemplo toxoplasmosis y hidatidosis (están más desarrollados porque afectan a los países desarrollados). En la Leishmaniasis es muy útil y en enfermedades tropicales como enfermedad de Chagart, paludismo,... también se utiliza. ~ PCR: está en desarrollo y da buen resultado en giardia lamblia. ~ Pruebas intradérmica: en desuso, sustituyéndose por las serológicas.



 TEMA 24 PROTOZOOS PROTOZOOS Se clasifican en 4 grandes grupos dependiendo de su movilidad. Solo veremos los parásitos que necesitan parasitar no las de vida libre que no tiene importancia clínica. 1·- Sarcodina (AMEBAS): son móviles por pseudópodos 2·- Ciliaphora (CILIADOS): son móviles por cilios 3·- Mastigophora (FLAGELADOS): son móviles por flagelos 4·- Sporozoa (ESPOROZOOS): no son móviles CLASIFICACIÓN Amebas Entamoeba histolytica Entamoeba coli



 Endolimax nana Ciliados Balantidium coli Flagelados Intestinales Giardia lamblia Dientamoeba fragilis Trichomonas hominis Trichomonas tenax Chilomastix mesnili Enteromona hominis Retortamonas intestinalis Urogenitales Trichomonas vaginalis Hemoflagelados Trypanosoma brucei Trypanosoma cruzi Leishmania Esporozoos Plasmodium Babesia Toxoplasma gondii Criptosporidium Isospora belli Sacrocystis Microsporidium Blastocystis AMEBAS • Entamoeba histolytica: es el agente causal de disentería (Disentería amebiana). Ciclo de vida: se trasmite vía oral-fecal. Se ingieren los quiste y va avanzando por el tracto gastrointestinal conforme van avanzando los quistes van cambiando, y cuando son maduraos tienen 4 núcleos. Trofoitos muy sensibles. Se reproducen en forma de quistes. Clínica: causan disentería amebiana, al albergar estos quistes a nivel intestinal causan úlceras sobretodo en el colon, su evolucionan produce manifestaciones sistémicas el absceso hepático es máxima expresión. Tratamiento: metronidazol (al ser protozoos unicelulares valen los antibióticos). Diagnóstico: se hace por observación directa de los trofozoitos, quistes (más frecuentes) a partir de heces. La muestra hay que procesarla en fresco (poco tiempo) sino se utilizan las tinciones. Las más utilizadas son al yodadas. El mayor problema es no distinguirlas de otras especies no patógenas. • Otras especies: la mayoría son comensales. No confundir con entamoeba histolytica. CILIADOS • Balantidium coli: es el protozoo más grande que lleva par parasitar al humano. Tiene forma oval (150 X 120 micras) [eritrocito 7 micras]. Tiene numerosas cilios y va formando los quistes a medida y va avanzando por el intestino. Se trasmite también por vía oral-fecal. También provoca disentería sanguinolenta, parecida a la amebiana. Podemos destacar que es capaz de perforar las paredes del intestino produciendo una perforación.



 Diagnóstico: se basa en la detección del parásito en heces. Tratamiento: tetraciclina FLAGELADOS • Intestinales: ~ Giardia lamblia: es el protozoo que más se aísla en el laboratorio a partir de heces (en nuestro medio). El trofozoito de frente tiene forma de lágrima y de canto tiene forma curvada. Los quistes van a ser redondeados o alargados con 4 núcleos (estos quistes son de 9 X 12 micras). Se trasmite por vía oral-fecal y es más frecuente en niños y en climas cálidos. Clínica: es variable, va desde una infección asintomática a diarreas intermitentes, irritación de la mucosa gástrica, fractulencia y maladsorción. Tratamiento: metronidazol Diagnóstico: observación directo de los quistes en heces ~ Otras especies: son casi todas parásitos comensales. Algunos de ellos, en ocasiones aisladas, pueden causar patología como la dientamoeba fragillis. • Urogenitales: ~ Tricomonas vaginalis: su hábitat es la vagina y la uretra masculina. Está muy extendida y es relativamente frecuente como enfermedades de transmisión sexual (ETS). Produce quistes (formas de resistencia). Clínica: produce prurito (picor) bulbar y secreciones purulentas en la mujer. En el hombre puede llegar a pasar desapercibida o manifestarse como uretritis inespecíficas. Tratamiento: metronidazol Diagnóstico: se basa en la observación (flagelado y característicamente móvil) a partir y frotis vaginales o de sedimento de orina. Se puede cultivar y es importante que no hay contaminación fecal, porque nos puede confundir a al hora de hacer diagnóstico. • Hemoflagelados: ~ Trypanosomas y leishmanias: se transmiten por vectores invertebrados. Se puede clasificar según la situación del flagelo en la célula: 1·- Tripomastigoide: flagelo en el extremo posterior 2·- Epimastigoide: flagelo próximo al núcleo 3·- Promastigoide: flagelo en el extremo anterior 4·- Amastigoide: flagelo muy acortado Cada especie de hemoflagelado va a pasar por distintas de estas fases. Trypanosomas brucei: este agente produce la enfermedad del sueño o tripanosomiasis africana. La transmite la mosca Tse-Tse. Las formas infectivas son tripomastigoides. Clínica: en le lugar de la picadura e va a producir un charco a continuación va a pasar a un periodo de incubación (semanas o meses). Después aparece la clínica. Fiebre irregular, linfoadenopatías típicamente cervicales y también se va a producir hepatoesplenomegalia y anemia. Si la enfermedad sigue avanzando a producir somnolencia, letargo, apatías, estupor, (fase previa al coma) y finalmente coma y muerte. Diagnóstico: Observación directa Tinción con gimes o similares Métodos serológicos Trypanosoma cruzi: es el agente causal de la enfermedad de Chagas, es la variante americana de la tripanosomiasis africana ó tripanosomiasis americana. El vector son las chinches besuconas. La forma infectiva es la tripomastigoide. Clínica: fiebre irregular, hepatopatías, esplenomegalia, edema palpebral. Si evoluciona mucho puede dar manifestaciones generales como por ejemplo miocarditis. La enfermedad está distribuida por América central y del sur.



 Diagnóstico: Observación a partir de sangre Hemocultivos (en medio difásicos como el NNN (nory macNeal Nicole) Xenocultivo Serología Leishmania: son intracelulares estrictos obligados que se transmiten por mosquitos en forma tripomastigoides. Afectan a células del sistema retículo endotelial. Pudiendo dar manifestaciones mucosas cutáneas o viscerales. Existen 4 grupos: 1·- Complejo L. Donovani: causa la enfermedad de kala-azar (fiebre negra) en zonas como África, Asia o América. Aquí hay una variante el L. Donovani infantum que es endémica del mediterráneo, que afecta a niños pero también a enfermos inmunodeprimidos. Clínica: produce fiebre, hepatoesplenomegalia, anemias, leucopenia, etc y se puede oscurecer la piel (de ahí el nombre de fiebre negra). Es una forma visceral. 2·- Complejo L. Trópica: es una forma cutánea de leishmaniosis 3·- L. Brazilensis: es una forma muco-cutánea. 4·- Leishmania mexicana: es una forma cutánea. Diagnóstico: (Para el diagnóstico de la fiebre negra la muestra que se utiliza es el bronco-aspirado de médula ósea) Observación tras tinción de giemsa Cultivo Serología ESPOROZOOS • Plasmodium: (es el más importante). Es el causante de la malaria o paludismo. Está muy extendida. Afecta a países subdesarrollados. Ciclo de vida: se transmite por las hembras de los mosquitos del género Anopheles, inoculando los esporozoitos (formas vegetativas de los esporozoos) que de esa forma llegan al torrente sanguíneo y de ahí llegan al hígado. En el hígado están en una fase que se llama pre-eritrocitica o exo-eritrocitica, se desarrollan, ya se liberan y alcanzan a los eritrocitos donde van a ir madurando. Clínica: 2 fases: Primera fase: latencia: que se corresponde con al fase pre-eritrocitica Segunda fase: fase paroxística con fiebre alta y sudoración. Mientras el esporozoo se va desarrollando en el hígado y va realizando unas liberaciones. Con cada liberación se produce un absceso de fiebre. Se puede superponer varias generaciones lo que agrava la enfermedad. La fase paroxística (comienzo brusco) coincide con la liberación de esporozoitos en la fase eritrocitica. Existen 2 especies de plasmodium importantes: Plasmodium vivax: (causa el 80% de los casos) produce la terciana, que es una variante. Es de extensión mundial. Plasmodium falciparum: (casa el 15% de los casos). Produce terciana maligna (es la forma más grave de malaria). Se tropical. Tratamiento: se usa cloroquina que se utiliza también en la profilaxis de las personas que viajan a las zonas endémicas. Prevención: luchar contra el mosquito anopheles. Diagnóstico: se hace extensiones de sangre periférica y de ellas la que más se utiliza es la giemsa. Pueden aparece, casos aislados en nuestros medios por lo que todos los laboratorio tienen que estar preparados.



 • Babesia: parásito de la sangre (eritrocitos). Se transmite por garrapatas. Afecta sorbe todo a esplenectomizados (personas que no tiene bazo). A veces forman una tétrada en forma de cruz de Malta. • Toxoplasma gondii: es de distribución mundial aunque rara vez causa infección. Ciclo de vida: la transmiten los gatos (huésped definitivo) que expulsan ooquistes (huevos de quistes) por las heces y luego por vía oral-fecal llegan a otro animal. Clínica: la infección cursa asintomática, en los que si causan clínica pueden causar linfoadenopatías, un cuadro mononucleósico ó un cuadro de tifus, pero esto no es muy relevante. El toxoplasma gondii es importante cuando afecta a las embarazadas ya que pueden llegar a malformaciones o incluso a abortos. También tiene importancia en el tercero de inmunodepresión (SIDA, ...) en estas causan cuadro graves que afectan al sistema nervioso central. Diagnóstico: Métodos histológicos (en desuso) Métodos serológicos (ELISA, inmunofluorescencia indirecta) • Criptosporidium: se trasmite vía oral-fecal y produce diarreas autolimitadas. Pueden causar brotes en guardería y tiene actual interés en inmunodeprimidos ya que causan diarreas crónicas y de difícil tratamiento. Diagnóstico: por la detección de quiste por tinción de Kinjou. • Isospora belli, sarcocystis, microsporidium y blastocystis: parásitos del tracto intestinal. Producen cuadros graves en inmunodeprimidos y en pacientes con SIDA.



TEMA 25 METAZOOS HELMINTOS Los helmintos tienen un tamaño muy variable (desde un mm hasta varios metros). PLATELMINTOS: gusanos planos Trematodos T. Intestinales T. Hepáticos T. Pulmonares T. Sanguíneos Cestodos Taenia solium Echinococcus granulosus Diphyllobothrium latum NEMATELMINTOS: gusanos redondos



 Nematodos intestinales Enterobius vermicularis Ascaris lumbricoides Anquilostomas Strongyloides stercolaris Nematodos tisulares Trychinella spiralis Larvas migrans Dracunculus medinensis Anisakis Nematodos filarias PLATELMINTOS • Trematodos: muchos de ellos se conocen como “duelas”. La principal característica es que necesitan pasar pro varios huéspedes, intermediadores hasta llegar al humano. Por ejemplo: el Paragominus Westermani: pasa por el caracol, los peces y por último el humano; tiene 2 ó más huéspedes intermediadores. En cada huésped pasan por una etapa de sus ciclo de vida. Ejemplo: Schistosoma: produce una enfermedad debilitante crónica. Está extendida mundialmente. Diagnóstico: Detección directa Serología Como agente antibiótico el praziquantol. • Cestodos: son las tenias. Son parásitos del tracto intestinal en su forma adulta. Mientras que las larvas están en los tejidos del huésped intermediario. ~ Taenia solium: huésped intermediario el cerdo. Se adquiere tomando carne de cerdo poco cocinada. También puede afectar al hombre en forma larvaria. Esta es la forma más grave. Se llama cisticercosis (infección por forma larvaria). ~ Echinococcus granulosus: huésped intermediario el perro. En el hombre produce la forma larvaria de la infección; es la hidatidosis ó quistes hidatídicos (son acúmulos se larvas. Es importante que no se rompan y se diseminen por la sangre). Diagnóstico: serológico Tratamiento: quirúrgico NEMATELMINTOS Ó NEMATODOS: son gusanos redondos muy distribuidos en la naturaleza. A diferencia de los otros que suelen ser hermafroditas, estos (nematodos) en las formas maduras tienen sexos separados y el macho suele ser más pequeño. • Nematodos intestinales: el hábitat natural de los adultos, es el intestino. Producen infecciones banales (sin mucha relevancia clínica) pero frecuentes. ~ Enterobius vermicularis: se conocen como oxiuros. Son muy comunes en todo el mundo sobre todo en los niños. Diagnóstico: pruebas de Gramham buscando huevos. ~ Ascaris lumbricoides: son muy frecuentes. Parasitan a nivel del aparato respiratorio. Las formas maduras parasitan a nivel del aparato digestivo. Diagnóstico: detección directa de huevos tras sedimentación. ~ Anquilostomas: tienen la peculiaridad de atravesar la piel, ya que tienen unas estructuras en la boca parecidas a dientes. Penetran a través de la planta del pie. A partir de ahí migran por distintos tejidos entre ellos destacan las manifestaciones a nivel pulmonar. El destino final es el intestino.



 ~ Strongyloides stercolaris: tiene relevancia en inmunodeprimidos por que pueden producir infecciones reincidentes sin necesidad de exposición (se debe a su ciclo de vida peculiar). • Nematodos tisulares: producen formas larvarias de la infestación. Las larvas aparecen en tejidos. ~ Trychinella spiralis: produce triquinosis. Se produce por tomar carne poco cocinada. Las formas adultas se sitúan a nivel intestinal y las larvas a nivel muscular por lo que pueden dar clínica a nivel intestinal y muscular. ~ Larvas migrans o migratorias: se transmiten por medio de perros y gatos. Son también formas larvarias. Ocupan tejidos sobre todo de las vísceras. Larva migratoria visceral: es la más relevante. Larva migratoria cutánea. ~ Anisakis1: parásito de los peces. Tiene importancia en Japón por comerlos crudo. • Nematodos filarias: los adultos pueden presentar distintas localizaciones desde donde excretan microfilarias a la piel o a torrente sanguíneo. Los artrópodos al chupar la sangre se llevan las microfilarias, que después desarrollan y aparecen las larvas y después se transmite. Puede producir nódulos subcutáneos y en otras localizaciones. Diagnóstico: se hace por la detección de microfilarias en sangre o en piel. ARTRÓPODOS Son ectoparásitos (parasitan por fuera el organismo). Son vectores de otros parásitos, bacterias e incluso virus. • Insecta ~ Piojos (pediculus humanis) ~ Dípteros: moscas, mosquitos. ~ Miasis • Arachnida ~ Ácaros: sarcoptes scabei ~ Arañas, escorpiones, etc. INSECTOS: Piojos: nombre científico del género más común en la especie humana es el pediculus humanis, que parasita la cabeza y la piel. Dípteros: suelen servir de transmisiones de las enfermedades de cómo pueden ser: paludismo, leishmanias,... Miasis: es una infección por larvas de dípteros que se alimentan de tejido vivo ó muerto, sangre ó secreciones biológicas. Es una enfermedad muy rebelde. El tratamiento es quirúrgico y paliativo, es decir, no se cura sino que se ponen parches. ARACHNIDAS Son vectores de la enfermedad por ejemplo: garrapatas, pulgas, arañas, escorpiones,... Ácaros: el más significativo es el scarcoptes scabei, que produce la sarna. (enfermedad cutánea que produce una erupción)
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 TEMA 26 GENERALIDADES DE LOS VIRUS Y PRINCIPALES FAMILIAS DE VIRUS VIRUS Los virus constituyen un grupo peculiar de gentes infecciosos, se van a caracterizar los virus en su organización, composición y mecanismo de replicación. Una partícula vírica completa o virión se considera como un bloque de material genético rodeado por una cubierta proteica que sirva de vehículo para su transmisión. En la actualidad se considera que tienen únicamente un solo tipo de ácido nucleico (ARN ó ADN), una cubierta proteica y algunos presentan lípidos y carbohidratos, carecen de los constituyentes fundamentales para el crecimiento y multiplicación. Si pueden presentar algunas enzimas especiales (transcriptazas) y esto se utiliza en la moderna terapéutica antivírica. Cada tipo de virus es susceptible de infectar un determinado tipo de células (animales ó vegetales). ESTRUCTURA Y MORFOLOGÍA DE LOS VIRUS



 El tamaño de los virus es variable y oscila entre los más pequeños como pueden ser los parvovirus o picornavirus que miden de entre 20-25 nm y los más grandes como pueden ser poxvirus que miden entre 200-300 nm. Para su observación se requiere en la mayor parte de los casos a acudir a la microscopia electrónica. Su estructura comprende un ácido nucleico que junto a las proteínas que se le asocian constituyen el core ó núcleo del virus. Estos están rodeados por una cápside. Ambos forman la nucleocápside que está compuesta por la repetición de una serie de subunidades o capsómeros. En función de la disposición que adopten se clasifican a los virus en: simetría helicoidal, simetría icosaédrica y simetría compleja. Pueden estar provistas de una envoltura que está compuesta de glucoproteínas asociadas a una capa bilipídica. CICLO DE VIDA DEL VIRUS Los virus son parásitos intracelulares, necesitan un célula para persistir y multiplicarse ya que carecen de la maquinaria necesaria para realizarla por si misma. El ciclo de vida de los virus es variado y complejo. Se pueden esquematizar del siguiente modo: A·- Adsorción a la célula diana: esta unión e específica y está mediada por receptores para el virus en la membrana citoplasmática. B·- Penetración: puede estar mediada por: endocitosis, fusión y traslocación. C·- Liberación de la partícula viral de modo que pueda llevarse a cabo la trascripción y la replicación de sus proteínas y la replicación de su ADN. D·- Expresión del genoma viral: en función del ácido nucleico del virus y del tipo de cadena a seguir un tipo de estrategia distinta. E·- Ensamblaje de las nuevas partículas virales F·- Salida de la célula para infectar otras. MÉTODOS DE LA VIROLOGÍA CLÍNICA El diagnóstico en el laboratorio de las infecciones virales se basa en 2 métodos generales: microscopia, cultivo y serología. Con ellos se intenta detectar el virus que cusa la enfermedad. Tanto la microscopia electrónica como el cultivo el virus están reservados par laboratorios especializados mientras que los métodos serológicos están hoy al alcance de los laboratorios. Con ellos (serología) se intenta detectar un aumento significativo del título de anticuerpos par un determinado virus en el curso de la enfermedad. Normalmente se requiere tomar una muestra de sangre sin anticoagulantes ni conservantes durante la fase aguda y una segunda a los 15-20 días en la fase de convalecencia par su estudio en paralelo. Las muestras para el aislamiento del virus se deben recoger lo antes posible, no después de 3-7 primeros días del inicio de la enfermedad. Para el aislamiento de los virus se pueden utilizar animales de laboratorio ó embriones de pollo pero estos métodos actualmente sólo se utilizan en laboratorio de investigación o de referencia. En laboratorios de diagnóstico se utilizan los cultivo celulares, para ello se utilizan distintas líneas celulares, donde pueda crecer y multiplicarse el virus investigar. Se distinguen los cultivos celular primario que proceden directamente de tejidos que suelen tener una morfología epiteloide ó fibroblástica. Los cultivos celulares secundarios que proceden de repetidos pases de los anteriores. Estos cultivos tienen una vida limitada pero en ocasiones se consiguen células alteradas que son capaces de crecer indefinidamente dando lugar a una línea celular que es el método más utilizado en la actualidad. La más conocidas son: Hela, Hep-2 y KB que son derivadas de carcinomas humanos.



 Las muestras clínicas que se utilizan con mayor frecuencia son las siguientes: secreciones nasales, frotis faríngeos, exudados conjuntivales, líquido vesicular y raspados de piel, heces, orina, líquido cefalorraquídeo, biopsia, muestra de autopsia. La detección del crecimiento del virus se puede realizar de diferentes modos: inmunofluorescencia, hemo-adsorción, hemoaglutinación, métodos bioquímicos, interferencias, métodos inmuno-enzimáticos y efecto citopático (daño de los virus a una célula). REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) Es un método muy sensible ya que mediante ella se pueden detectar cantidades efímeras de ADN. El fundamento de la técnica s basa en al ampliación de un ADN buscado al cual previamente desnaturalizamos. Para ello se añade unos indicadores o cebadores a la reacción, que van a ser complementarios de los que buscamos y por lo tanto inespecíficos. A continuación se separan las cadenas de la doble hélice de ADN uniéndose los cebadores en 2 puntos específicos, por lo tanto se dará una hibridación formándose ADN de doble cadena de 2 puntos. Al añadir la polimerasa de thermus aquaticus y los componentes necesarios para la síntesis de ADN comenzará a sintetizarse este ADN y se ha acotado A continuación se repite de nuevo la reacción: ~ Desnaturalización del ADN sintetizado ~ Unión de los cebadores ~ Síntesis del ADN Repitiendo estos ciclos sucesivamente se consigue una elevación exponencial del ADN buscado. El resultado es que a partir de pocas unidades del microorganismo va a poder detectarse aplicando su ADN, y revelando la obtención por hibridación con una sonda específica por método de ELISA o por electroforesis en gel de agarosa. Inconvenientes: dificultad de la realización d la técnica. Existen falsos negativos y falsos positivos. TAXONOMÍA Los virus se dividen en familias según el tipo y la forma del genoma. También según la forma y el tamaño la estructura y el modo de replicación de la partícula viral por lo tanto una primera clasificación divide a los virus según contengan ARN ó ADN. • Las principales familias de virus ADN que afectan al hombre son: ~ Pavoviridae ~ Papovaviridae ~ Adenoviridae ~ Hepadnaviridae ~ Herpesviridae • Las principales familias de virus ARN que afectan al hombre son: ~ Reoviridae ~ Picornaviridae ~ Retroviridae ~ Orthomyxoviridae ~ Paramyxoviridae ~ Phabdoviridae



 TEMA 27 PRINCIPALES FAMILIAS DE VIRUS VIRUS ARN • Familia reoviridae: ~ Rotavirus: causa en niños gastroenteritis. Fueron descubiertos en 1973 en biopsias de niños pequeños con gastroenteritis. Es el principal agente causal de gastroenteritis esporádica o endémica en lactantes y niños pequeños. Afectan principalmente a niños de entre 6-34 meses. El método más común y sencillo para su diagnóstico es la detección directa del virus en heces. • Familia picornaviridae: ~ Enterovirus: son habitantes transitorios del tracto digestivo humano, causan distintos síndromes clínicos. Existen más de 70 serotipos (Siendo el serotipo 72 el más importante ya que causa la hepatitis A). todos los enterovirus se diseminan por la vía fecal-



 oral, siendo la mayor parte de las infecciones asintomáticas. Las más importantes son: polivirus (polio), achovirus, coxsackievirus. Los virus de al poliomielitis son 3 y han sido unos de los virus más temidos hasta hace poco debido a su trágico legado de deformidades y parálisis. En la actualidad y sin embrago son muy poco frecuentes debido a la universalización de la vacuna. La vacuna introducida en el calendario de vacunación oficial es la de Sabin (virus atenuados) estando también disponible la de Salk (virus inactivados) que suelen reservarse para casos especiales. ~ Rhinovirus: son los agentes etiológicos más frecuentes del resfriado común. • Familia togaviridae y familia flaviviridae: ~ Virus de la rubéola: la infección en niños y en adultos suele ser benigna y autolimitada. Se caracteriza por síntomas respiratorios superiores leves, erupción eritematosa y linfadenopatía subocipital. Muy importante es la infección en gestantes sobre todo en el primer trimestre ya que conduce a la aparición de sordera neurosensitiva, alteraciones cardiacas, cataratas, retraso del crecimiento y síntomas encefalíticas. La incubación dura de 14-21 días. Los métodos serológicos se utilizan muy frecuentemente para detectar el estado inmunitario (Ig G) sobretodo en la gestación ya que un resultado positivo indica inmunización frente al virus. También son válidas para la detección de infección aguda (Ig M) y e el método a utilizar como diagnóstico aunque el virus sea cultivable. Se pueden utilizar distintas técnicas pero el más utilizado hoy en día es el ELISA. Actualmente es poco frecuente la rubéola congénita debido a la amplia cobertura vacunal de mujeres en edad fértil. Ya que es una vacuna obligatoria que se incluye en la triple vírica que se pone a la edad de 15 meses, administrándose una dosis de recuento a los 4 años de edad. • Familia retroviridae: a esta familia pertenece el virus de la inmunodeficiencia adquirida en humanos (VIH) • Familia orthomyxoviridae: está compuesta por los distintos tipos de virus influenza. ~ Virus influenza: son los virus que causan los virus que causan la gripe, infecciones respiratorias agudas que suele ser epidémica con distribución estacional. La vía de transmisión es aérea, con un periodo de incubación de 1-4 días seguido de un espectro variable de manifestaciones clínicas respiratorias que puede ser grave en ancianos. Se realizan campañas de vacunación todos los años, ya que estos virus presenta una gran variabilidad antigénica que implica que la vacuna sea activa frente al serotipo que está causando la epidemia. Hay 3 tipos: A, B y C siendo los 2 primeros los que causan epidemias de importancia. El diagnóstico de estas infecciones suelen ser de tipo vírico. Para el diagnóstico rápido del virus influenza se puede utilizar la inmunofluorescentes directa en aspirados nasofaríngeos, esputos ó biopsias del pulmón. El que mayor importancia clínica tiene par el laboratorio de microbiología es el virus respiratorio sincitial (URS) • Familia paramyxoviridae: ~ Virus parainfluenzae (VPI): los 4 tipos de VPI producen infecciones del tracto respiratorio en niños, fundamentalmente laringo-traqueo-bronquitis, bronquitis y neumonía. En niños mayores o en adultos tienden a ser a ser asintomáticas. ~ Virus respiratorio sincitial (URS): es la causa más importante de neumonía y bronquiolitis en niños y en adultos. Siendo el agente más frecuente de infección nosocoomial en pediatría. Es muy contagios y se manifiesta en forma de brotes invernales. El método más utilizado par el diagnóstico rápido e la inmunofluorescencia directa en secreciones respiratorias.



 ~ Virus del sarampión: es una enfermedad aguda, febril, exantemática, de gravedad variable. Son patognomónicas (las manchas dan el diagnóstico de la enfermedad al igual que un nivel elevado de leucocitos en líquido cefalorraquídeo). Las complicaciones más graves que pueden producir son la encefalitis y la neumonía de células gigantes. ~ Virus de la parotiditis: las paperas, son una enfermedad contagiosa aguda autolimitada, con fiebre moderada de corta duración y cuyo rasgo clínico más común es l parotiditis uni ó bi lateral. El periodo de incubación suele ser de 18-21 día transmitiéndose por vía respiratoria. El virus se excreta en saliva y en orina. En la actualidad existe una vacuna obligatoria (la triple vírica) produciendo inmunidad a largo plazo. Como complicaciones destacar las que afectan a testículos, ovarios y sistema nervioso central. Para su diagnóstico se dispone de métodos serológicos aunque el virus es también cultivable. • Familia rhabdoviridae: ~ Virus de la rabia: es una infección aguda del sistema nervioso central. De echo existe la obligación de vacunar todos los años a perros y gatos. El virus está presente a menudo en la saliva de animales rabiosos, transmitiéndose por mordeduras. El diagnóstico solía realizarse post-morten (en el animal). VIRUS ADN • Familia parvoviridae: son virus de tamaño muy pequeños y los únicos que presentan ADN de una sola hebra. ~ Parvovirus B19: fue vinculado al eritema infeccioso (ó 5ª enfermedad en el año 1983). Es un enfermedad benigna que afecta a niños en edad escolar que presenta una erupción eritematosa en las mejillas y un exantema en extremidades y tronco. Para su diagnóstico se utilizan métodos serológicos (centros especializados). • Familia papovaviridae: (papovavirus) el interés de estos virus radica en su potencial efecto cancerígeno. Los papovavirus son gentes causantes de verrugas y papilomas y algunos de los causantes de verrugas genitales o condilomas que se asocian a carcinomas de cerviz. Se diagnostica por medios clínicos, pero también se pueden cultivar. Recientemente se están investigando por métodos de hibridación por, sondas y mediante la técnica de PCR. • Familia adenoviridae: ~ Adenovirus: producen principalmente patologías del tracto respiratorio solo son significativos en niños menores de 6 años produciendo faringitis, faringe-conjuntivitis, laringo-traqueo-bronquitis, bronqueolitis y neumonías. Para el diagnóstico se utilizan el asilamiento en cultivo celular a partir de secreciones nasofaríngeas, exudados oculares, orina, heces,... • Familia hepadnaviridae: tenemos el virus de la hepatitis B • Familia herpesviridae: ~ Virus herpes simple (VHS): producen infecciones latentes capaces de reactivarse con o sin lesión que sirven de fuente de infección para individuos susceptibles. Existen 2 tipo VHS I: presenta una mayor afinidad (tropismo) por lesiones por encima de la cintura. VHS II: se encuentra principalmente en los genitales transmitiéndose por vía venérea y produciendo la mayor parte de las infecciones generalizadas en el neonato.



 El diagnóstico se puede realizar con tinción de Wright ó giemsa de células raspadas de lesiones herpéticas para observar las características de células gigantes multinucleadas. ~ Citomegalovirus (CMV): suele producir una infección a sintomática, pero que adquiere importancia en personas inmunodeprimidas y en las embarazadas. Las infecciones se pueden clasificar en: congénitas, perinatales ó post-natales. Las infecciones post-natales se adquieren por contacto estrecho con individuos que excretan el virus. Para el diagnóstico se pueden utilizar métodos inmunológicos (ELISA) pero es más útil el cultivo. ~ Virus varicela-zoster (VV-Z): la varicela y el herpes zoster representan diferentes manifestaciones clínicas del mismo virus. La varicela es más frecuente en niños y se caracteriza por exantema vesicular generalizado. La reactivación producir el herpes zoster que aparecerá normalmente en adultos consistiendo en una erupción dolorosa circunscrita de lesiones vesiculares. Frecuentemente aparecerá cuando hay una disminución de la inmunidad. El diagnóstico de la infección por este virus suele ser de tipo clínico. Existiendo también métodos de confirmación por el laboratorio: Examen directo Serología (ELISA) Cultivo celular ~ Virus de Epstein-Barr: el síndrome clínico más frecuente es la mononucleosis infecciosa que puede presentarse con fiebre, adenopatías, faringitis y linfocitosis, con linfocitos atípicas siendo característica de adultos jóvenes. El virus de Epstein-Barr también se ha asociado a carcinomas nasofaríngeos y linfoma de Burkitt. En cuanto al diagnóstico el más utilizado es la serología, la prueba más habitual es el Paul Bunnell ó la detección de anticuerpos heterófilos, ya que es muy sencilla y presenta una buena sensibilidad. También se puede utilizar distintos métodos (ELISA)y determinación de Ig G e Ig M y también se pueden utilizar otros marcados específicos del antígeno como son el antígeno de la cápside, etc. • Familia poxviridae: ~ Virus de la viruela: es el primer virus que oficialmente está erradicado. Era una de las enfermedades más graves de las enfermedades exantémicas.



TEMA 28 HEPATITIS VÍRICAS La hepatitis vírica está causada por una serie de virus. Es una enfermedad generalizada que afecta primariamente al hígado produciendo inflamación. Entre ellos no existe una relación taxonómica pero tienen una especial predilección por la célula hepática. Se conoce los virus de la hepatitis denominados A, B, C, D, E y G que pertenecen cada uno de ellos a familias y géneros distintos pero que tienen todos un tropismo hepático. VIRUS DE LA HEPATITIS A El virus de la hepatitis A (VHA) pertenece a la familia de los picornavirus. Cuyo genoma es un ARN. Es de distribución mundial. Infecta a hombre y a primates. Es un típico ejemplo de virus que se disemina por la ruta fecal-oral. Normalmente por un estrecho contacto persona-persona. El virus se excreta en las heces al final del periodo de incubación e



 inicio de los síntomas pudiendo infectar a las personas susceptibles por contacto directa o bien a través de alimentos o agudas contaminadas. • Sintomatología: la mayoría de las veces las infecciones son asintomáticas y generalmente con la edad aumenta la gravedad de la infección. El periodo de incubación oscila entre 20-45 días. Suele aparecer una sintomatología característica de fiebre, mialgias, fatiga, ictericia, anorexia, dolor de cabeza o dolor epigástrico acompañado de un aumento de las transaminasas y hepatomegalia, en ocasiones también esplenomegalia, diarreas, artralgias (dolor torácico o de las articulaciones). Existen caso aunque ratos de hepatitis fulminantes. La recuperación suele ser más rápida que en otras hepatitis virales y nunca evolucionan hacia la cronicidad. • Diagnóstico: el diagnóstico se realiza detectando los anticuerpo frente al VHA de tipo Ig M desde el inicio de los síntomas. Permaneciendo positivos de un espacio de 3-12 meses después de la infección aguda constituye el marcador más útil para el diagnóstico de los cuadros de hepatitis aguda. Los anticuerpos de tipo Ig G que aparecen casi al mismo tiempo que las de tipo Ig M permanecen positivas durante toda la vida y en consecuencia indica que existe inmunidad. También se puede aislar el virus de las heces. • Prevención o epidemiología: para prevenir, lo más importante es la higiene personal. En cuanto a la inmunización puede ser: ~ Pasiva: por la administración de la gammaglobulina humana que previene o atenúa la hepatitis en personas seronegativas. ~ Activa: con vacunas con virus inactivados o bien virus atenuados.



VIRUS DE LA HEPATITIS B Es un virus ADN de la familia hepadnaviridae de distribución mundial. Puede desarrollarse como complicaciones más importantes una cirrosis hepática o un carcinoma hepatocelular • Estructura del virus: En primer lugar tenemos el antígeno de superficie del virus de la hepatitis B, antígeno Australia ó HBsAg. Se le pide siempre a las embarazadas. Es un marcador de infecciosidad y su correspondiente anticuerpo (HBsAc ó anti-HB) que confiere inmunidad. Tenemos el antígeno del core, nucleocápside ó HBcAg. Además si se determina la Ig M frete al core (Ig M HBcAc) obtiene el marcador más fiable de la hepatitis B aguda. Por último se encuentra un antígeno soluble que es el antígeno e del virus (HBeAg) y su correspondiente anticuerpo (HBeAg) que se van a utilizar como marcadores de pronóstico de la enfermedad pues se correlaciona con el nivel de replicación del virus.



 Además en el virus distinguimos su genoma que es el ADN y una polimerasa. El virión completo recibe el nombre de partícula DANE ya que existen forman incompletas en la sangre como el HBsAg.



• Infección por el virus de al hepatitis B: la mayor parte de las infecciones son subclínicas y únicamente se detectan en controles serológicos. En cuanto a la lesión hepática puede ser nula, leve ó llegar a cursos de hepatitis fulminantes. Tiene un mayor periodo de incubación que la hepatitis A y una mayor asociación con erupción máculo-pápula y urticaria. Entre el 5-10% de las infecciones se hacen persistentes y pueden mantenerse de por vida dando lugar a síndromes denominados hepatitis crónicas persistente y hepatitis crónicas activas. Esta última puede desembocar en cirrosis. En otros caso la función hepática y al histológica suelen mantenerse normales después de pasar la infección. • Epidemiología: la principal vía de transmisión es la parenteral, a través de jeringas o agujas compartidas entre los drogadictos, con sangre o derivados sanguíneos, hemodiálisis, cirugía oral, tatuajes, incluso picaduras de insectos y también por contacto sexual ó íntimo. También tiene importancia la transmisión vertical o perinatal que puede afectar al neonato entre un 2090%. • Diagnóstico: el diagnóstico es de laboratorio y es fundamentalmente serológico. 1·- HBsAg: se detecta en el periodo de incubación, en la fase aguda de la enfermedad y en el estudio crónico. En los casos de evolución favorable desaparece al segundo o tercer mes. Si no disminuye el título en el primer mes de la enfermedad, indica mal pronóstico y evolución hacia la cronicidad. Su se detecta más allá de 6 meses indica paso a la cronicidad. Se detecta por ELISA, RIA y aglutinación de eritrocitos. 2·- HBsAc: son anticuerpos frente al antígeno de superficie. Indica recuperación de la enfermedad e inmunidad. Persiste durante muchos años ó toda la vida. En las personas vacunadas contra el virus de la hepatitis B es el único marcador que aparece. Los objetos vacunados se consideran protegido con título iguales o superiores a 100 UI. 3·- HBcAg: antígeno del core. Es una proteína de la nucleocápside que se sintetiza en el núcleo del hepatocito uniéndose al antígeno de superficie del citoplasma del mismo. 4·- HBcAc: anticuerpo frente al core. Se determina la Ig M-anti-HBc cuya positividad índice el diagnóstico con seguridad absoluta y es el indicador más sensible e específico,



 encontrándose a títulos muy elevados en la fase aguda o de convalecencia y es negativa en infecciones pasadas. 5·- HBeAg: es el antígeno e. Es parte del antígeno del core y se produce por autolisis parcial. Su presencia indica replicación viral activa y la sangre portadora es altamente infecciosa. 6·- HBeAc: anticuerpo frente al antígeno e. Si aparece en la fase aguda indica buena evolución. • Prevención: es un virus muy contagioso cuando hay exposición parenteral. En cuanto a la inmunización: ~ Pasiva: se cuenta con una gammaglobulina hiperinmune eficaz en condiciones de pre y post exposición. ~ Activa: consiste en una vacuna. La vacuna produce respuesta inmunitaria en un 9095% de la población normal y en la actualidad se lleva a cabo programas de vacunación en grupos de riesgos: personal sanitario, familiares o personas que viven con personas infectadas, hemodiálisis, etc. VIRUS DE LA HEPATITIS D Es un virus ARN incompleto que requiere del HBsAg para su replicación, es decir, solo se producirá infecciones por el agente delta en persona que tengan el HBsAg en su sangre. • Tipos de infección: las vías de transmisión son las misma que la hepatitis B siendo la vía fundamental la parenteral. El virus delta puede infectar de 2 modos que dependen del virus de la hepatitis B: ~ Coinfección: se da en la infección simultáneamente por ambos virus al resolverse al infección por VHB se resuelva también la infección por el virus delta. Por otro lado, clínicamente, la hepatitis es más grave. En esta la hepatitis fulminante es mayor. ~ Sobreinfección: cuando sobreinfecta el agente delta a portadores crónicos del virus de la hepatitis B. la mayor parte de las sobreinfecciones desembocan en hepatitis crónicas y estas suelen acabar en cirrosis. • Diagnóstico: se suele realizar por métodos serológicos, detectando anticuerpos frente al virus (tanto anticuerpo totales como de tipo Ig M). VIRUS DE LA HEPATITIS C Era la llamada hepatitis no A no B. Se descubrió en 1.988 y se llama VHC. En la actualidad se sabe que es responsable del 80-90% de los casos de hepatitis posttransfusionales y de cerca del 50% de las hepatitis esporádicas. El virus de la hepatitis C es un virus ARN de hebra sencilla. Distinguimos las siguientes regiones: la región para envoltura, la región para el core y otras no estructurales. • Infección por el virus de la hepatitis C: la hepatitis C es una forma de hepatitis sérica siendo la principal vía de transmisión es la parenteral, también la sexual y la de contactos domésticos tiene interés. Es la causa más frecuente de hepatitis post-transfusionales y está ampliamente distribuido entre adictos vía parenteral (AVP), pacientes en diálisis y hemofílicos.



 También se cree que causa entre el 20-50% de casos de hepatitis esporádica. Existen cierta evidencia de que se pueda transmitir por contacto sexual o por convivencia con portadores aunque no es tan elevado como en al hepatitis B. • Clínica: es similar a la de al hepatitis B. Suele cursar con ictericia. En un 1% puede causar la muerte. El indicio no es brusco. El echo más importante es la gran tendencia a la cronicidad (alrededor del un 50-%). Un 2% progresa hacia la cirrosis y un pequeño porcentaje desarrolla cáncer hepatocelular. • Diagnóstico: está basado en métodos serológicos. Existen varios tipos de ELISA para su detección. A parte se utilizan los métodos de confirmación que llevan los antígenos fijados en tiras reactivas (inmunoblot) ó puede ser directamente un Western Blot (separación de las proteínas de la hepatitis por la electroforesis seguida de transferencia a tiras de nitrocelulosa). Por último se está introduciendo la técnica de la PCR para la detección del ARN viral. • Prevención: todo suero ó liquido corporal es potencialmente infeccioso. No existe vacuna por el momento. VIRUS DE LA HEPATITIS E Es un virus ARN. Es muy similar a la hepatitis causada por el VHA pero con una mortalidad mayor. No se cronifica y el virus se manifiesta en países que tiene un sistema sanitario deficiente. VIRUS DE LA HEPATITIS G Es un virus ARN. Es muy similar al virus de la hepatitis C pero causa una infección más leve. Las vías de transmisión son las mismas. Puede transmitirse simultáneamente con VHC y causar coinfección persistente.



TEMA 29 VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH) / SIDA CARACTERÍSTICAS Es un retrovirus, que es el agente causante del SIDA. En la actualidad está aceptada por la inmensa mayoría de la comunidad científica que el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es el causante de la enfermedad. Es un virus ARN de la familia retroviridae que en la actualidad se conocen 2 tipos el I y el II. Esta familia de virus se caracteriza por sintetizar ADN a partir de ADN viral mediante una transcriptasa inversa. PATOGENIA



 Cuando se da la infección aguda el virus se va a unir principalmente a receptores CD4, por lo tanto sus células diana serán aquellas que lo expresen fundamentalmente los linfocitos T4. este episodio suele manifestarse con un cuadro pseudo-gripal. Es importante saber que la respuesta inmunitaria en forma de anticuerpos frente al virus se puede demorar (entre 6-8 semanas) llamándose a esto e l’periodo ventana’. A continuación el ARN se copia a ARN por acción de la transcriptasa inversa, se pone en circulación y se integra en el ADN de la célula: latencia o crecimiento. En un momento dado puede desencadenarse la enfermedad con un progresivo deterioro de la inmunidad hasta desarrollar el SIDA. EPIDEMIOLOGÍA Las vías de transmisión del VIH son: transmisión por sangre, transmisión sexual y transmisión vertical-perinatal. La transmisión al personal sanitario es posible aunque es de bajo riesgo. Se calcula que más de diez millones de personas están infectadas con dos millones de casos de SIDA de los que medio millón son niños. España está colocada a la cabeza con el mayor número de casos. SINTOMATOLOGÍA CLÍNICA La infección por el VIH pasa por distintos estadios desde al primo-infección hasta el desarrollo del SIDA. Entre ambos pueden pasar periodos muy prolongados de tiempo. El síndrome lleva asociado una patología compleja dentro de la que cabe destacar las múltiples infecciones oportunistas que incluyen patógenos fúngicos, bacterianos, virales y parasitarios. DIAGNÓSTICO DE LABORATORIO DE LAS INFECCIONES DEL VIH El diagnóstico de la infección del VIH se realiza mediante técnicas de ELISA como técnicas de screening aplicando a los positivos métodos de confirmación como Western blot, inmuno-fluorescencia indirecta, radioinmuno-precipitación. El Western blot es el más utilizado ya que nos permite diferenciar los anticuerpos frente a las distintas proteínas del virus. Los resultados del Western blot se suelen clasificar en positivos, intermedios o negativos. En cuanto a los positivos lo más aceptado es que halla bandas de envolturas y además bandas del core ó de las polimerasa ó de ambos. Los intermedios, si detecta la presencia de alguna banda frente a la presencia de alguna proteína del virus. El Western blot negativo se caracteriza por la ausencia de banda o que no se corresponda con ninguna del virus.



En cuanto a los métodos de screening (ELISA) cada vez son más sensible y más específicos siendo lo más novedoso los de tercera generación con capacidad para detectar Ig G e Ig M acortando el periodo ventana. También existe métodos rápidos aplicables en periodos de emergencia como son la aglutinación con partículas de látex o los que utilizan antígenos fijados a soportes sólidos o membrana. Por último están las técnicas de centros especializados: • Cultivo: sirve para probar los medicamentos • PCR: presenta una enorme especificidad y sensibilidad. Una importante aplicación de estas técnicas es el diagnóstico de hijos de madres portadores del VIH ya que en este caso



 la serología al nacer y en los primeros meses de vida siempre es positiva por transferencia pasiva de anticuerpos. También existen una serie de marcadores de monitorización o seguimiento de al enfermedad entre los que destaca la detección del antígeno P24 que se detecta en las fases precoces y en las tardía. TRATAMIENTO Y VACUNA No existe en la actualidad ningún tratamiento ni vacuna eficaz frente al VIH por lo que debe realizarse el máximo esfuerzo en prevenir su transmisión. La Zidovudina (AZT) es un fármaco que se administra que se administra pero que no erradica la enfermedad.



TEMA 30 MICOLOGÍA HONGOS Son seres vivos eucariotas (tienen núcleo, a diferencia de las procariotas), son heterótrofas (no realizan la fotosíntesis ni la quimiosíntesis), pueden vivir sobre materia muerta o como parásitos, sean animales o vegetales. Tienen una pared celular compuesta por polisacáridos, entre ellos la quitina. Pueden crecer como células aisladas (levaduras) o como filamentos. Los patógenos son dimórficos (pueden actuar como levaduras o filamentos).



 La unidad estructural de cada filamento es la hifa, luego estas se juntan formando micelios. Estos constan de 2 partes: • Micelio vegetativo: responsable de la nutrición y crecimiento. Cuando se cultivan en placa penetra en el medio. • Micelio aéreo: es el encargado de la reproducción. Queda en la superficie de la placa Hay también pseudohifas que son cuando las unidades se estructuran no formando sectos (paredes, separaciones). Al observarlos no se ven las separaciones, si no una invaginaciones. La levadura suele ser una forma parasitaria y la filamentosa suele ser saprofita. Los hongos se reproducen en esporas, entonces según como se produzcan éstas se clasifican. Las esporas se pueden reproducir de forma: • Asexual: todos. Se denominan hongos imperfectos. El estado en el que lo realizan se llama anamorfo. Cuando los hongos realizan reproducción asexual pasan por un estado denominado conidia. • Sexual: sólo algunos, los que la hacen se llaman hongos perfectos. El estado en el que está un hongo para producir una espora de forma sexual se llama teleomorfos. Para que un hogo parasite al organismo humano existen 2 barreras: • Temperatura: los hongos se desarrollan a temperaturas óptimas que están por debajo de la temperatura del cuerpo humano. • Potencial REDOX (reducción-oxidación): en el organismo es demasiado elevado (viven normalmente en matera muerta con potencial REDOX más bajo que el del organismo. Su material enzimático funciona mejor con potencial REDOX de la matera muerta. Una vez que los hongos infectaron el cuerpo humano, quién se va a encargar de la protección va a ser la inmunidad celular (linfocitos T: combate célula-célula), la inmunidad humoral (anticuerpo  linfocitos B) no juega un papel importante en ellos. AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN Aislamiento: • Examen directo: debe hacerse una suspensión del producto presuntamente patológico con unas gotas de hidróxido de potasio (KOH) al 30%. La técnica más empleada es la de la tinta china, sobretodo en el líquido cefalorraquídeo y suero. Se hace sobretodo cuando hay sospecha de criptococos. Otra técnica sería la tinción de gram, donde se observan células gram positivas grandes, pero los colorantes que más se utilizan para los hongos sen el azul de metilenos y el giemsa. También se puede utilizar blanco calcoflúor, se ve con microscopio de fluorescencia y se observan de color verde fluorescente. También se pueden observar a partir de cortes histológicos que se utilizan sobretodo para hongos oportunistas. • Cultivo: en general son pocos exigentes. Crecen bien al igual que las bacterias en medios de cultivo artificiales, es relativamente fácil aislarlos pero no es fácil identificarlos. El medio de cultivo por excelencia es el Sabouraud (no es el mejor para todos los hongos pero se utiliza para todos). Se emplea a pH = 5’6 porque dificulta el crecimiento bacteriano, para esto también se pueden añadir antibióticos e incluso antimicóticos para hacerlos selectivos. Casi todas las descripciones sobre hongos para la identificación y diagnóstico de hongos están basados en el aspecto, característico que resulta de este medio. La mayor parte de los medios empleados en bacteriología también crecen hongos. Se cultivan en aerobiosis y la temperatura idónea es de 25-30ºC para los que causan infecciones superficiales; y de 35ºC para los que causan infecciones sistémicas.



 Identificación: • Detección de hongos ~ Aspecto macroscópico: aspecto que presentan las colonias en el medio. Se utiliza el anverso y el reverso de la placa. ~ Aspecto microscópico • Detección de levaduras: ~ Aspecto macroscópico ~ Aspecto microscópico ~ Morfología de las colonias cuando crecen en medios pobres ~ Prueba bioquímica: asimilación y fermentación de carbohidratos. Esta consiste en poner la levadura en contacto, solamente con una fuente de carbono o nitrógeno y ver si se nutre de ella o no. Para ambos se utiliza la serología. Tiene un uso pobre en micología porque la respuesta humoral es pobre y la serología lo que usa es la detección de antígenos-anticuerpos. Detección de antígenos fúngicos, está en desarrollo y con un buen futuro. ANTIMICÓTICOS Los antimicóticos son una sustancia que se emplea para combatir los hongos) 1·- Anfotericina B: es activo frente prácticamente todos los hongos y e el más utilizado. El inconveniente es que presenta bastantes efectos tóxicos. 2·- 5-fluorocitosina: útil solo en algunas micosis, sobretodo frente a levaduras (candida y criptococos, hongos muy importantes). Es fácil que estos hongos desarrollen resistencia y entonces se suelen asociar a anfotericina B. 3·- Azólicos: son fungistáticos de amplio espectro. Miconazol Ketoconazol Fluconazol CLASIFICACIÓN • Micosis oportunistas sistémica: afectan a cualquier parte del organismo. Van a afectar a inmunodeprimidos. Su distribución es mundial. En este grupo se encuentran: candida, aspergillius,... • Micosis sistémicas por patógenos primarios: son de por si capaces de producir enfermedades, no hace falta que el paciente está inmunodeprimido. Está restringido a ciertas zonas geográficas. • Micosis subcutánea: producidas por hongos con capacidad de penetración limitada • Micosis cutáneas: producidas por hongos capaces de utilizar la queratina. MICOSIS OPORTUNISTAS CAUSANTES DE ENFERMEDADES INTERNAS Es el grupo más importante de nuestro medio. • Candida: ~ Candida albicans: es con frecuencia flora normal del organismo y por tanto oportunista. Es un hongo que normalmente tiene forma de levadura pero pleomórfico en determinadas condiciones. Causan enfermedades en inmunodeprimidos y personas predispuestas. Es bastante frecuente que cause vaginitis en mujeres sobretodos en embarazadas. En leucémicos y transplantados puede dar lugar a infecciones de mal pronóstico. En los neonatos produce candidiasis muco-cutánea, le aparecen unas placas blanquecinas en la boca. En



 enfermos de SIDA produce candidiasis oro-faríngea. En paciente con catéteres venoso o urinarios puede producir endocarditis o infecciones urinarias respectivamente. Es muy difícil erradicar por lo que es frecuente que recidive ~ Otras especies de candida aparecen con frecuencia cada vez más. Diagnóstico: crece bien en cultivos (20-37ºC) ordinarios y con rapidez (24 horas). Son pleomórficos, se pueden cultivar en anaerobiosis. Mezclada con suero e incubada a 37ºC puede producir una hifas cortas con un aspecto característico.



Para identificar otras candida habría que realizar pruebas bioquímicas • Criptococcus: ~ Criptococcus neoformans: es una levadura. Lo más característico es que posee una cápsula que se pone muy bien de manifiesto con la prueba de la tinta china, esta prueba se hace a partir de muestras de suero o LCR. Está ampliamente distribuido en la naturaleza y produce triptococosis. La forma más importante de triptococosis es la pulmonar aunque muchas veces es asintomática, causa también meningitis o formas diseminadas que son más graves. Infectan a inmunodeprimidos. Diagnóstico: crecen en casi todos los medios de cultivo entre 20-37ºC pero en sabouraud en 5-7 días forma una colonias amarillo-marrón por producción de pigmentos. Hidrolizan la urea, no fermentan azúcares y asimila inositol. • Aspergillus: distribución universal. Para la identificación: aspecto macroscópico de las colonias y aspecto microscópico. Hay frecuentemente esporas de Aspergillus en el ambiente. La vía de contagio es respiratoria. Va a producir aspergilosis pulmonar. Hay 3 posibles formas de aspergilosis pulmonar: ~ Alérgica: cuadro asmático, eosinofília, aumento de títulos de Ig E. ~ Aspergiloma: consiste en un bola de hongos que ocupa una cavidad normalmente preexistente (ejemplo: senoparanasal). ~ Invasiva • Zigomicetos: son hongos filamentosos. Forman hifas grandes no tabicadas. Produce infección muy grave que invade las paredes de los vasos progresando por ellos. Provoca embolia y necrosis. Diagnóstico: crece en la mayoría de los medios de cultivo, rango de temperatura amplio. Se identifica por sus características microscópicas. Existen otros hongos infecciosos al igual que zigomicetos que pueden producir infecciones oportunistas profundas y graves. • Pneumocystis carinii: relacionado con la inmunodepresión y se puede presentar en varias formas: ~ Quistes (resistencia): se tiñen bien con el colorante de plata de gomori y con el azul de toluidina. ~ Esporozoitos (vegetativas): se tiñen bien con tinciones policromáticas como giemsa o azul de metileno Las manifestaciones son básicamente pulmonares en inmunodeprimidos.



 Diagnóstico: No e cultivable y el diagnóstico se hace por demostración del hongo en las muestras respiratorias. La muestras más utilizada es el lavado bronco-alveolar. MICOSIS SISTÉMICAS (PROFUNDAS) POR PATÓGENOS PRIMARIOS Ó VERDADERAS La característica principal es que es dimórfico, miceliales a 25ºC y levaduras a 37ºC. son patógenos primarios de por si, siempre que aparecen indican infección. Están menos distribuidos que los hongos oportunistas causantes de enfermedades internas. • Histoplasma: produce la histoplasmosis. Penetra por vía inhalatoria y produce infección en el retículo endotelial. Pero producen enfermedad pulmonar desde donde puede diseminarse. • Blastomyces: agente etiológico de la blastomicosis. Es una infección granulomatosa crónica. Igualmente que el histoplasma la infección primaria afecta al pulmón y desde ahí puede diseminarse. • Coccidioides: produce coccidioidomicosis. Se transmite por inhalación de esporas. Afecta a la piel, estructura ósea y sistema nervioso central. • Paracoccidioides: produce paracoccidioidomicosis. Penetra vía respiratoria por lo tanto produce afección pulmonar. • Penicillium marneffei: puede producir infección sistémicas en inmunodeprimidos. En cultivo produce un pigmento rojo difusible que colorea el medio. MICOSIS SUBCUTÁNEAS • Sporothrix: es dimórfico y produce sporothricoxis. Hay muchas formas distintas de presentación pero la más importante es la cutáneo-linfática. Producen infecciones granulomatosa crónica de tejidos subcutáneo se adquiere por inoculación traumática por el hongo (penetración de algo infectado por el hongo). En el laboratorio en sabouraud a 25ºC aparecen una colonias lisas y húmedas que se van volviendo con el tiempo filamentosas, más oscuras y formando pliegues. La coloración es variable, entre blanco y marrón. En agar sangre a 37ºC en 4-5 días dan colonias blanco amarillentas. • Otros hongos son: ~ Hongos causantes de micetomas: lesiones crónicas localizadas en piel, tejido subcutáneo y en hueso. Por ejemplo: aminocitometales; son propios de países tropicales y en occidente aparecen casos esporádicos. ~ Hongos productos de cromomicosis: son infecciones granulomatosas y lo producen un grupo de hongos que se llaman hongos negros.



PRODUCTORES DE MICOSIS SUPERFICIALES Y CUTÁNEAS • Dermatofitos: hongos causantes de tinas, éstas son infecciones de aquellas partes de la piel o su porción que están queratinizadas, estas porciones son: estratocorneo de la piel, uñas y pelo. Se incluyen 3 especies que son: ~ Tricophyporum ~ Microsporum ~ Epidermophyton La prueba que se utiliza para identificar estos hongos consiste en añadir hidróxido de potasio a las muestras que llegan al laboratorio, lo que se va a ver son filamentos ramificados.



 Se incuba en sabouraud entre 27-30ºC, son resistentes a la cicloheximida entonces se añaden a los medios de cultivo junto con antibióticos para hacerlo selectivo. Existe un medio específicos para este grupo que es el dermatophyte test médium. Algunas de estas especies están adaptadas a vivir en el organismo humano, pero otras las van a transmitir, animales normalmente por contacto directo. Excepcionalmente alguno de estos hongos pueden proceder del suelo. Las tiñas tradicionalmente se clasifican no en función del agente causal sonio en función de la topografía regional de la enfermedad. Se llaman Tineas (pedis, corpis, capitis, barbae,...) • Trichosporan y malasezzia: causantes de micosis cutáneas benignas. El trichosporan es causante de una infección cutánea llamada piedra blanca que produce nódulos blandos en los pelos d diferentes zonas del cuerpo. Puede producir casos de infección sistémica en inmunodeprimidos. El malasezzia es una levadura lipofílica (grasa / afinidad) por lo que en cultivos requiere una fuente lipídica, la que se suele utilizar es aceite de oliva. Produce una enfermedad cutánea llamada pifiriasis versicolor, origina una manchas en la piel (claras o oscuras) sobretodo en la zona del tronco.



 LABORATORIO DE MICROBIOLOGÍA



 TEMA 1



ÁREAS QUE COMPONEN UN LABORATORIO DE MICROBIOLOGÍA Sección 0: toma de muestras (buena luz) Sección 1: recepción y registro de muestra Sección 2: siembra de muestras Sección 3: preparación de medios de cultivo Sección 4: almacén Sección 5: bacteriología Sección 6: mico-bacterias Sección 7: micología Sección 8: antibióticos Sección 9: serología o inmuno-microbiología Sección 10: virología o biología molecular Sección 1: registrar muestras en un libro (nombre y apellidos del paciente, tipo de muestra, petición de análisis que se hace). El número de orden se escribirá en el libro, en la muestra y volante. Rotular con negro todo lo necesario. Normalmente de la recepción y del registro de encargará una única persona, existe rotación de puestos. Esta persona es la encargada de realizar el examen macroscópico, si está recogida con asepsia y estéril. Desechar las muestras que no sirven y anotarla en el libro y en el volante. Sección 2: la mayor parte de la muestra es para cultivo después de la sección 1, hay que sembrar, esto lo hace un única persona en la campana de extracción. Tiene que figurar un esquema claro de los procedimientos de rutina. Aquellas siembras que se salgan de la rutina preguntar al facultativo que se hace con ellas. Sección 3: preparar medios de cultivo para laboratorio. Carpeta protocolo que contenga los procedimientos a seguir en cada tipo de cultivo. Preparación reactivos, autoclave y otros medios para esterilizar los materiales y también los materiales desechables. Sección 4: frigorífico (almacenar medios que se han preparado para usar) productos, reactivos, todos los materiales. Sección 5: interpretar medios de cultivo, identificar gérmenes,... y todos los medios necesarios para ello. Varías áreas: urocultivo, coprocultivo, parásitos, exudados y gérmenes anaerobios, hemocultivo (peligro)  esterilizar todo lo utilizado [patógenos muy peligrosos  septicemia] Sección 6: riesgo elevado, por ello está aislada y acceso restringido. Sección 7: aislamiento e identificación del hongo. Sección 8: técnicas de sensibilidad anti-microbiana, ensayan antibióticos y epidemiología. Sección 9: detección de antígenos y anticuerpos Sección 10: no existe en laboratorios clínicos habituales. Normalmente existen en centros de investigación o referencia y necesitan un personal especializado.



 TEMA 2 NORMAS DE SEGURIDAD Establece 4 niveles de seguridad biológica. Nivel 1: es el que se recomienda para laboratorios de enseñanza (E.S.O., bachiller,...) se trabaja con microorganismos no patógenos. Los patógenos utilizados son los conocidos como oportunistas. Normas: 1·- Puertas de laboratorio cerradas mientras se trabaja 2·- Las mesas de trabajo se desinfectan a diario al terminar el trabajo o cuando sea necesario. 3·- Todo el material contaminado se esteriliza al desecharlo. 4·- No pipetear con la boca. 5·- No comer, fumar, cosméticos, morder lápices ni llevar alimentos al laboratorio. 6·- Lavarse las manos al terminar de trabajar con microorganismo. 7·- Al realizar técnicas, evitar aerosoles. 8·- Llevar bata que se quitará al salir del laboratorio. 9·- Los materiales que no puedan ser esterilizados se trasladarán en contenedores. 10·- Deben existir programas de desinfección y ratización. 11·- El diseño del laboratorio debe permitir una fácil limpieza 12·- Cada laboratorio debe tener un lavabo 13·- En los laboratorios, donde se puedan abrir las ventanas poner mosquiteros. Nivel 2: laboratorio de un hospital primario y también laboratorios de enseñanza universitaria. Permite el trabajo con microorganismos de peligrosidad potencial moderada (hospital, centro de salud). Este nivel comprende además delas anteriores, estas: 1·- Es obligatorio el uso de batas o pijamas que no deben usarse fuera del laboratorio especialmente en el comedor o salidas fuera del edificio. 2·- Las técnicas serológicas con antígenos son capacidad infectante pueden realizarse en las mesas de trabajo. 3·- El acceso al laboratorio debe estar limitados, no está permitido a personas ajenas al laboratorio (niños, embarazadas,...) y en la zona donde se trabaja con animales o productos potencialmente peligrosos se deben colocar carteles de peligro biológico. 4·- Se deben utilizar guantes en todas las técnicas en que se manejan productos peligrosos o animales. 5·- Cuando ocurra algún accidente de exposición a productos contaminados colocar inmediatamente al responsable del laboratorio. Escribir un informe sobre lo ocurrido, realizar una evaluación médica delo sucedido y tratamiento o profilaxis cuando se requiera. 6·- Se debe de tomar una muestra de suero de todo el personal cuando comienza a trabajar que se archivará como suero base. 7·- Existirá un manual de normas de seguridad en el laboratorio que todo el mundo debe conocer y donde se exponga lo que debe hacer ante un accidente. 8·- Se trabajará con cabinas de seguridad de nivel I, II, ó III cuando se realicen técnicas que suponen gran producción de aerosoles. Nivel 3: este nivel es adecuado para trabajar con microorganismos de alto riesgo y comprende las normas anteriores y otras a mayores: 1·- Todas las actividades con microorganismos o productos potencialmente patógenos se realizarán en cabinas de seguridad. Ningún trabajo se realizará en el mesado. 2·- Se utilizarán batas abiertas por la espalada que no deben llevarse fuera del laboratorio. Utilizar guantes cuando se trabaja con material contaminado o animales que se desinfectarán antes de desecharlos. En las habitaciones donde se tiene los animales se utilizarán mascarillas rígidas.



 3·- En el laboratorio no debe haber plantas o animales que no se utilicen en el trabajo. 4·- EL laboratorio debe estar aislado de la circulación general existiendo una doble puerta de entrada con una habitación para cambiarse de ropa y una ducha. 5·- La superficie y los muebles deben ser de fácil limpieza. Las ventanas deben cerrar herméticamente y las puertas automáticamente. 6·- Cerca de las puertas de salida existirán lavabos que se pueden accionar con el pie, codo ó rodilla. 7·- Existirá un autoclave para descontaminar en el propio laboratorio. 8·- Existirá un sistema especial de extracción de aire, con circulación del mismo es de la puerta de entrada hacia el interior del laboratorio. El aire de salida de las cabinas de seguridad de tipo III saldrá directamente al exterior. El aire de las cabinas de tipo I y II se elimina directamente al exterior o al sistema general del edificio pasando previamente por filtros de alta eficacia. Nivel 4: este nivel solo se establece en laboratorio de experimentación y no en laboratorios de microbiología clínico. Este nivel se necesita cuando se trabaja con microorganismos de altísimo riesgos (ébola, lassa,...)



 TEMA 3 RESIDUOS DE DESHECHO Los 4 grupos son: 1·- Residuos asimilables a los urbanos: papeles, botellas, material de oficina, muebles, colchones,... 2·- Residuos sanitarios no específicos: son residuos sólidos que se producen como resultado. • Textiles: sábanas, pijamas que están en contacto con líquidos orgánicos. • Material de curas, vendaje, gasas • Envases vacíos de los sueros y otras perfusiones (destilan gota a gota) endovenosas (suero, alimentación parenteral y fármacos) • Bolsas de recogida de orina vacías. Estos residuos se consideran de riesgo únicamente en el hospital. Las infecciones nasocondriales, es decir, dentro del hospital es por el gran número de pacientes inmunodeprimidos. 3·- Residuos sanitarios especiales: si se eliminan directamente serían un riesgo de infección o contaminación tanto de personas como medio ambiente. • Infección: existe un proceso patológico, con síntomas y cuadro clínico. • Contaminación: cuando al que no contiene gérmenes patógenos se ensucia con gentes patógenos. • Cultivos del laboratorio. • Material y productos procedentes de quirófanos, paritorios • Sangre y todos los hemoderivados • Vacunas de virus atenuados • Material cortante y punzante 4·- Residuos con normativas especiales: sustancias que se reúnen en el hospital que pueden ser tóxicas y peligrosas pero no infecciones. Aquellos reactivos del laboratorio tóxicas medio ambiente. El resto se va a emplear en otras áreas hospital, sustancias radiactivas, citostáticos (cáncer), productos limpieza.



 TEMA 4 GESTIÓN DE RESIDUOS SANITARIOS Criterios para desechar materiales: 1·- Valorar con objetividad cuales son los residuos peligrosos. 2·- Motivo por el cual, ese residuo es peligroso, tóxico,... 3·- Para quién: para el medio ambiente, personal, pacientes, inmuno-deprimidos,... 4·- Cuales son las condiciones en las que son peligrosas. Elaboración de criterios haciendo corresponden a cada grupo una serie de gestiones: 1·- Igual que el resto de los residuos urbanos (bolsas basura) 2·- Lo retiramos en recipientes impermeables, opacos y resistentes  se desecha según normas municipales en un tubo de basura. 3·- Contenedores rígidos para todos los residuos del grupo 3 y a prueba de perforaciones para los objetos punzantes o cortantes. Estos residuos tienen que ser ó bien esterilizados (autoclave) residuos urbanos o se destruyen por incineración. 4·- Se deshacen de forma distinta dependiendo de las sustancias tóxicas. Existe una normativa general para cada grupo en concreto.



 TEMA 5 EXAMEN EN FRESCO (gérmenes en vivo) Si es muy espesa diluirla, normalmente con suero fisiológico porque nos podemos encontrar protozoos, hongos,... también podría hacerse con agua destilada. Lo que vamos a valorar va a ser algo que luego no podremos ver debido a las tinciones que mata los microorganismo. Técnica del porta y cubre con su objetivo correspondiente. La dilución se hace con 1 gota de suero fisiológico que no debe sobrepasar los bordes del cubre ya que si nos pasamos los microorganismos se aglutinan y se ve una muestra mucho más gruesa. Lo que nos interesa es ver con claridad y nitidez por lo tanto la muestra debe ser fina, los microorganismos deben estar aislados. Material: porta limpio y sin grasa, cubre, hisopo o asa estéril para poder coger un poco de muestra y depositarlo en el porta. • Los microscopios no se mueven del sito porque se desestabilizan • La muestra se va a buscar a la zona de recepción • Que no queden burbujas en el porta • Los esputos pueden ser verdes, blancos, amarillos (leucocitos) y rojizos (hematíes). • Se pueden observar: Células epiteliales Bacilos Cocos Leucocitos • Lavar portas con agua jabonosa • En un examen en fresco de hongos podemos observar Levaduras Hongos



 TEMA 6 OBSERVACIÓN MICROSCÓPICA DE MICROORGANISMOS • Examen en fresco: ~ Porta-cubre ~ Gota pendiente ~ Tinción de nigrosina • Coloraciones vitales • Tinción (fijación) ~ GRAM ~ BAAR El examen microscópico es el primer paso para el estudio de muestras bacteriológicas. Existen 2 técnicas preparatorias para el examen microscópico: ~ Preparaciones en fresco (sin teñir) ~ Preparaciones coloreadas 1·- Examen microscópico en fresco: se puede realizar tanto desde muestras clínica como desde cultivos. Es necesario que los cultivos sean jóvenes ya que los microorganismos de los cultivos viejos pierden movilidad y gran parte de ellos están lisiados. Existen varias técnicas para el examen en fresco: ~ Preparaciones húmedas (porta y cubre): cuando partimos de un cultivo líquido basta con poner una gota del producto entre porta y cubre. Si la muestra es de cultivo sólido ponemos 1 gota de agua estéril o suero fisiológico en un porta y tomamos en un asa de platino una pequeña cantidad de cultivo sólido, emulsionamos suavemente sobre el porta y colocamos suavemente sobre el porta y colocamos el cubre presionando con precaución de que no se formen burbujas de aire, llevamos a observar al microscopio en general con objetivo de 40X. El inconveniente de este método es que la preparación se seca muy rápidamente y además no permite observar tan bien la movilidad del microorganismo como en la gota pendiente. ~ Método de la gota pendiente: se utilizan unos portas especiales con una o varias excavaciones. Se coloca 1 gota de la suspensión en el centro del cubre con un asa previamente esterilizada, a continuación se coloca el porta sobre el cubre de forma que la gota de suspensión coincida con el centro de la excavación después se le dará la vuelta rápidamente al porta manteniéndola cubre en su posición. El tamaño de la gota debe ser el adecuado para evitar la evaporización y suficientemente pequeña par evitar el contacto con el porta. Este método permite observar mejor la movilidad del germen. ~ Examen en fresco con nigrosina: mediante este método se obtienen imágenes en las que destacan las bacterias incoloras sobre un fondo negro parduzco. Se utiliza principalmente par el estudio de detalles estructurales como cápsulas y flagelos. En el centro de un porta se coloca con el as a 1 ó 2 gotas de nigrosina (mejor que tinta china) a continuación con el asa se toman unas gotas del material estudio y se mezclan lo más homogéneamente posible. Se seca al aire y se observa con el objetivo de inmersión. 1·- Coloraciones vitales: las tinciones o coloraciones vitales son montajes de materia viva teñidos suelen utilizarse par ello determinados colorantes (azul de metileno, rojo neutro,...) a bajas concentraciones. Su objetivo es facilitar la observación mediante el colorante de la morfología y estructura bacteriana pero sin provocar alteraciones celulares no destruir la bacteria.



 TEMA 7 TINCIONES



• Tinción del GRAM: Técnica: extender, secar y fijar al calor. Cubrir la preparación con violeta de genciana ó con cristal violeta (1 minuto) Lavar con agua Cubrir con lugol. Dejar actuar 1 minuto Lavar con agua Decolorar con alcohol-cetona hasta que se arrastre todo el colorante Volver a lavar con agua Cubrir con fucsina diluida. Dejar actuar entre 30-45 segundos Lavar con agua Secar a temperatura ambiente. Observar con el objetivo de inmersión. ~ GRAM positivo  violáceo: CGP (cocos gram positivos) Estafilococos Estreptococos Micrococos BGP (bacilos gram positivos) Formadores de esporas (clostridium, bacilos) No formadores de esporas (corynebacilos) ~ GRAM negativos  rosa CGN (cocos gran negativo) Neisseria BGN (bacilos gram negativos) Enterobacterias • Tinción de Rhodes (flagelos): Se cubre la extensión con el mordiente de Rhodes (3-5 minutos) Se lava con agua destilada, por inmersión Se cubre con la solución de nitrato de plata amoniacal calentándolo hasta casi ebullición (3-5 minutos) Se lava con agua destilada y se seca. • Tinción de Moeller (esporas): Se lava el frotis fijado con ácido crómico (10 minutos) Se lava con agua abundante Se cubre con fucsina fenicada, calentando hasta emisión de vapores (10 minutos) y se lava (agua destilada) Se añade clorhidrato de anilina y alcohol absoluto, se mezcla soplando y se deja 20 segundos Se lava Se cubre con azul de metileno 1 minuto Se lava y se seca al aire. • Tinción de Albert (corpúsculos metacromáticos /corynebacterias): Se fija el frotis al calor Se cubre con colorante de Albert (15 minutos) Se lava con agua



 Se cubre las preparación con lugol (1 minuto) Se lava con agua Se seca a temperatura ambiente. • Tinción de BAAR: Una vez preparada y fijada el frotis por calor se cubre con fucsina fenicada de Ziehlneelsen y se calienta mediante una llama hasta la emisión de vapores calentando periódicamente durante 5-10 minutos. Se lava con agua destilada. Se cubre el porta con la solución decolorante de alcohol-clorhídrico durante 1 minuto y luego se escurre. Hay que asegurarse que no se desprende más colorante roja. Se lava con agua y se elimina el exceso. Se cubre con el colorante de contraste de azul de metileno y se deja actuar 1 minutos aproximadamente. Se lava con agua destilada eliminando el exceso. Secar el aire. Los BAAR aparecen de color rojo sobre el fondo azul de la preparación.



 TEMA 8 PREPARACIONES DE LOS MEDIOS • Medio de Agar sangre: se disuelve 40 gramos en 1 litro de agua destilada calentando y agitando hasta disolver por completo. Se cierra el matraz con doble capa de papel de aluminio se esteriliza en el autoclave a 121ºC durante 15 minutos. Se enfría el medio agitando al mismo tiempo para que enfríe por igual en todo su volumen y no se quede adherido al matraz el agar solidificado. Se enfría de 45-50ºC y se añade de forma aséptica un 5% de sangre desfibrinada, estéril de ternera. Se mezcla bien y se dosifica en placa petri a un volumen de 20 ml/placa. • Medio de Agar levine: suspender 37’4 gramos en 1 litro de agua destilada. Calentar y agitar hasta ebullición tiene que hervir durante 1 minuto. Distribuir y esterilizar a 121ºC durante 15 minutos. Dejar enfriar hasta 45ºC y agitar suavemente antes de usarlo. • Medio de Agar Cled: se disuelve 36 gramos en 1 litro de agua destilada. Calentar y agitar hasta ebullición (1 minuto). Esterilizar 15 minutos a 121ºC. Distribuir en placas. • Medio de Agar MacConkey: se disuelve 50 gramos en 1 litro de agua destilada. Calentar y agitar hasta ebullición (1 minuto). Esterilizar 15 minutos a 121ºC. Poner 20 ml en cada placa cuando enfríe a 45ºC • Medio de Agar hierro de kliger: se disuelve 52 gramos en 1 litro de agua destilada. Calentar y agitar hasta ebullición (1 minuto). Distribuir en tubos de ensayo y esterilizar 15 minutos a 121ºC. Endurecer en posición inclinada Si tenemos: • Agar levine: aislamiento • Agar sangre: recuento Si tenemos: • Agar levine: aislamiento • Agar cled: recuento



 TEMA 9 DILUCIONES SERIADAS 1·- 2 tubos con 9’9 ml de agua destilada. 2·- 1 ml de muestra problema (tubo 1)  10-2 3·- 0’1 ml tubo 1 al tubo 2  10-4 4·- 2 tubos de 9 ml de agua destilada 5·- 1 ml tubo 2 al tubo 3  10-5 6·- Repetir el punto 5 7·- Siembra por inundación  0’1 ml con asa acodada ó drugalsky



 TEMA 10 PRUEBAS BIOQUÍMICAS CATALASA H2O2 (3%)  H2O + ½ O2 (burbujas) COAGULASA 1·- 1 gota de plasma sobre la colonia (diluida) 2·- 1 gota de agua destilada 3·- 1 colonia de aureus A·- Portaobjetos (método presuntivo): pone de manifiesto la coagulasa ligada. Técnica: ~ Depositar 1 gota de agua destilada estéril sobre un porta ~ Homogeneizar 1 gota de suspensión bacteriana de 24 horas en BHI ~ Añadir 1 gota de plasma y mezclar bien La reacción positiva se observa entre los 15-20 segundos con abundante grumos de color blanco. Se considera negativos si no hay aglutinación de 3-4 minutos B·- Tubo: ~ Depositar 0’5 ml de plasma dentro de 12 tubo de hemólisis ~ Añadirle 0’5 ml de cultivo del germen, en caso de partir de un cultivo sólido tomar con un asa 2 ó 3 colonias y emulsionarlas en el plasma. ~ Mezclarlas suavemente por rotación del tubo sin agitar ~ Incubar a 37ºC preferiblemente en baño de agua observando el tubo cada 4 minutos hasta que pasen 4 horas Se considera positiva la prueba con al formación de un coágulo que se observa al inclinar un poco el tubo. Los tubos se leen a las 4 horas pero no se da un resultado como negativo hasta transcurrido las 24 horas. PRUEBAS DE LA ADNasa Los microorganismos que producen desoxirribonucleasa se pueden detectar añadiendo clorhídrico diluido al medio con ADN. La destrucción del ADN del medio por las bacterias productoras de ADNasa queda indicada por el aclaramiento del medio alrededor de las colonias. El medio de cultivo es agar enriquecido con ADN El reactivo es clorhídrico diluido • Técnica: partiendo de un cultivo puro se realizan 2 estrías paralelas en una placa de agar ADNasa y se incuban 24 horas a 37ºC • Interpretación de resultados: se añade con pipeta clorhídrico diluido sobre las colonias crecidas en la zona estriada. Se considera positiva la aparición de una zona de aclaramiento entorno a las estrías. (si no hay halo claro es negativo)



 PRUEBA DEL INDOL (enterobactereaceas) IMVIC I  Indol M  Rojo de metanol V  Voges-Proskawer C  Citrato INDOL Fundamento: la prueba del indol determina la capacidad de las bacterias de degradar el triptófano para dar indol. Algunas bacterias poseen un enzima, la triptofanasa capaz de hidrolizar el aminoácido triptófano dando indol, ácido pirúvico y NH3. La presencia del indol se detecta observando una coloración rosa-roja al añadir en el medio para-dimetil-benz-aldehído. El medio de cultivo que se utiliza es el agua de peptona o mejor el agua de triptona. Reactivo: se puede utilizar el reactivo de kovacs o Erlich (produce monoindol). Inoculación: se inocula 1 ó 2 colonias en asas de platino en el caldo, incubar 24-48 horas y de 35-37ºC. Interpretación de los resultados: • Reactivo de Kovacs: ~ Añadir 5 gotas agitando suavemente ~ La aparición de un anillo de color rojo en la superficie indica la aparición de indol • Reactivo de Erlich: ~ Añadir 1 ml de éter ó xilol al cultivo ~ Agitar y esperar hasta que el solvente extraiga el indol a la superficie entonces se deja resbalar suavemente por la pared del tubo 0’5 m de reactivo. Si hay indol se formará un anillo de color rojo.



 TEMA 11 PRUEBAS SEROLÓGICAS API 10S En la lengüeta se escribe de donde se toma la muestra, el número de la muestra y la fecha de cultivo. Por ejemplo: Or-123-31/01/02.



Al TDA al IND y al GLUC hay que añadir una serie de reactivos: • TDA: añadir una gota de TDA • IND: 1 gota de reactivo de James • GLUC: añadir 1 gota de nitrito 1 y otra de nitrito 2. ONPG GLUC ARA LDC ODC CIT H2S URE TDA IND OX NO2



Negativa (-) Incoloro Azul / azul-verde Amarillo Amarillo Amarillo Verde pálido Incoloro / gris Amarillo Marrón Incolora



Positiva (+) Amarillo Amarillo Rojo / naranja Rojo / naranja Rojo / naranja Azul / azul-verdoso Depósito negro Rojo / naranja Rojiza Rosa Violeta Rosa
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