et

uniwr.u'clatl julénoma de g&iﬁda&;’ai}:’; i%‘"fif.

INCORPORADA A LA UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

ESCUELA DE CIENCIAS QUIMICAS

OPMAge

§L"

BUSQUEDA DE MICROORGANISMOS DE CRECIMIENTO LENTO
EN HEMOCULTIVOS DESCARTADOS COMO NEGATIVOS AL
TERMINO DEL PERIODO DE INCUBACION RUTINARIO,

S
658

\)
w?®

TESIS PROFESIONAL
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICO  FARMACEUTICO  BIOLOGO
P R E S E N T A

MARIA DOLORES VARGAS ZEPEDA
Asesor:  Q.F.B. Ma. del Socorro Pulido G.
GUADALAJARA, JAL. 1990

FALLA 7% ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



I
==
1o
1~
Q
qv

Pags,
l.= INTRODUCCION,= b
1l.1.~ Justificacidn y objetivo del
trabajo. 2
2,~ GENZRALIDADES,= 3
2.1.« Importancia del hemocultivo. 4
2.2, Bacteremias y Septicemias. 8

2,3,- Variables que influyen en la
confiabilidad de un hemooule
tivo,.

Jo= MATERIAL Y METODO,
3.1.= Material,

3,2.= Procedimiento duo se siguio
en el eatudio,







e i bva, et et P b i

l.~ INTRODUCCION.
l.1.,« JUSTIPICACION z OBJETIVO .DEL TRABAJO,

El hemocultivo es uno de¢ los procedimientos =
mds importantes y m&s decisivos en la Microbiologfa
Clfnica. S5i se realiza correctamente, puede ser de_
gran ayuda en el diagnéstico,pero si se efectua do
manera deficiente,puede conducir a confusién'y Oqui
vocaciones.

Una . de lag principalen 1ndicaoionea para la =

prédctica de un hemocultivo es la presencia de fiees

bre, sobre todo si es persistente. Numerosas afec—e
ciones’ ‘febriles se ‘acompafian de una -invasién de 18
sangre ‘por bacterias, y el aislamiento ‘del organis-
mo tiene un_gran valor diagndstioo.

. E1 hemocultivo coneiste en qbtener'sangre con
rigurosa .usepsia y cultivarla en un caldo nutritive
con el objeto de descubrir el tipojde~bacteriakreao

ponsable de una bacteremia o una septicemia. Es un_
‘procedimiento de extraordinaria importancia en la =

prictica médica y hay que saberle utilizar . inter-
pretar adecuudamunte.

El ‘desarrollo de esta investigaoidn fue con =
‘el fin de encontrar e identificar mioroorganismoa -
‘tue ‘crecen después del septimo ‘dfa de incubacién en.
el medio do caldo de peptona suplementado para hemg
cultive marca Vacutainer utilizado dentro del- Labo-

ratorio de dimgndstico microbiologico. As{ pues me=
disnte este trabajo se intentd detectar microorga-e

‘niomos ‘de crecimiento lento om hemooultivon doacars"

tados como negativos el tlruino del perfodo de incu
bacidn rutinario.

.






2.« GENERALIDADES.
2.1.= IMPORTANCIA DEL HEMOCULTIVO.

Muy diversas gon las infecciones que curean =
con bacteremis y cuyo diagndstico depende fundamene
telmenteo de demostrar el gérmen en la sangre.

la presencia de microorganismos vivos en 18 =
sangre del paciente, refleja casi siempre una infeg
cidn activa y posiblemente diseminada en 108 tejiee
dos. El prondstico de esta bacteremia o septicemiam_
dependerd de su pronto reconocimiento por el ex&nen
bucterilégico, que consiste en el aislamiento, iden
tificacién y caracterfsticas de sensibilidad antimi
crobiana del agente etioldgico,

En ocasiones, 1lu metodologf{a necesaria para =
este proceso emplea algunos d{as, en tanto que se =
requiere del pronto inicio de la terapdutica corres
pondiente, El éxito de este procedimiento depende =
del estadfo de 1la enfermedad en que se lleve a cabo.

En el organismo hay mecanismoe muy eficientes
que preservan la esterilidad sangufnea; en condioig
nes normales, el sistema fagocf{tico mononuclear se_
encarga de eliminar los microorganismos que alcanee
gan la sangre, siempre y cuando su nimero no mea dg
masindo alto.

De hecho es mds fAcil producir una enfermedad
experimentsl inoculando microorganismos patdgenos =
por otras vias diferentes de la endovenosa., . -sin_
embargo en la sangre pueden encontirarse algunos mie
croorganismos como Streptococcus viridans, Streptoe
goccus pycgenes, Staphylococcus aureus, StreptoCoew
ccus pneumoniae, Neisseria moningitidis, Brucella =
8D+y Proteus-Providencis, Pseudomona aeruginesa, =
enterococos, Streptococcus anaerobios, Salmonella -
8p., Streptobacillus moniliformis,Escherichia, Oiwe
frobacter, Klebsiella (3). .




1a mayorfa de las bacterias desarrollan en el
transcurso de los primeros dfas de incubac{én en el
hemocultivo, pero sin embargo existen algunas otras_
que requieren mds tiempo de lo acostumbrado para su

‘degarrollo; entre ellas podemos mencionar & las ai-

suaientes:

Género Brucella.- Es un pardoito obligado ca
racterizado por su existencia intracelular y capaz_
de invadir los tejidos,causando fiebre ondulante en
el ser humano., Se establece el diagméstico definiti
vo de brucelosis por el aislamiento e identificge-
cién del microorganismo en muestras clfnicas.

La sangre es el material que con mMAYOT frécee
cuencia resulta positivo en los cultivos,sobre todo
ai se extrae durante el perfodo febril de 1a enfere
medad, Para su estudio se recomiendan cultivoe de =
sangre recogidas en muestras multipled. Se pudden'=
fecuperar en ocasiones las brucelas de cultivos de

médula Ssea,biopsias de ganglios linféticoa y otros.

tejidos

Fs una bacteria con forma de bastoncillo 0 ~=
cocos,gramnegativos,1nm6viles,aerobias Y crecen & =
35°C, Las tres especies principales (B.pbortus, B._
suis, B, melitensis) reducen los nitritos,son catala
Ba posxtiva no licuan la gelatina ni producen indol
Y dan reacciones de rojo de metilo y de VogeseProsg=-
Kauer negativas,la urea la hidrolizan ripidamente =
la B, suig,pero no ia B, melitensis y 1a B. abortus
0 muy lentamente, Se pueden diferenciar 1la B, abore
tus y 1la B. suis por la reaccidn de aglutinacidn -
utilizando antisueros monoespec{ficos absorbidos,e=
Los homocultivos en los que se busca brucelas deben

mantenerce durante 21 dfas por lo menos antes de de

secharlos como negativoa,.

Campylobacter jejuni- Hay evidencias de que -
tanto los alimentos como el agua constituyen un vew

hiculo importante para 1a infeccién. La transmisidn




al ser humano ee por cachorros infectados y también
por.gatos 'y pdjaros domésticos, En la nctualidad el =
Q. jejuni es la causa principal de diarreas en niﬂol;
y adultos.

Como no existen caracterfaticas clinicas para
diferenciar la infeccién humana,salvo la fiebre,sig
nos de. gepsis y disenteria,el diagndstico definiti=
vo dependerd del aislamiento e identificacién del =
C. jejuni en la sangre u otras partes del organismo.

El C. Jejuni se afsla fédcilmente de la sangre_
cultivada con las mismas técnicas que se emplean en
caso de sospecha de brucelosis. Son bastoncillos ==
curvos en espiral,rfgidoss tienen un movimiento en_
tirabuzén,por medio de flagelos polares. Las formas
patépenas aceptan ficilmente la coloracién de anili.
na(son gramnegativoa) Giemsa o de Wright.

Las colonias de 0.je33n no son hemoliticos,
pueden ser planas y grises con borde irregular.o -
elevadas y redondas con aspecto mucoide,con difme—e
trodel a2 mm; algunas cepas pueden tener'un CO==
lor cobrizo o ligeramente rosado, La identificacién
presuntiva se basa en la morfologfa tipica de las =
formas curvas,en forma de § 6 de espiral alargada =
‘presentan reacciones de oxidasa y catalasa posities..
va,

“Prancisella tularensis.- Es el agente etiold=
gico de 1la tularemia,se trasmite al hombre por cone
tacto con animales infectadoa.como el conejo, 0 en_
Porma indirecta por los insectos ‘chupadores de sane
gre(prinocipalmente garrapatas), También se propaga_
por el agua y por via de aerosoles.

En el cultivo,la F. tularensis se observa co
mo un bastoncillo diminuto,muy plemdrfico,inm&vil. :
gramnegqtivo,con capsula que se produce™in vivo® .,
Ia Pi tularensis requiere de medios eariquecidos, =
como €l agar con sangre-cistina-glucosa., En este me

dio se foyman despula de dos a tres df{as de inoubae-
¢ién ‘a 35 °C,colonias diminutas,transparentes, & go=

tas,mucoides y muy emuleionables,




El microorganismo puede orecer también en agar
chocolate, y otros medios, como los caldos enriqueci
dos; 1las colonias necesitan a veces hasta 10 § 14 -~
dfas para desarrollarse. E3 un anserobio obligado y-

.crece en forma dptima a 37 C., fermenta la glucosae-

maltosa y manosa sin produccidn de gas,.

Streptobacillus moniliformis,« El hombre adems
quiere la infeccién por la mordedura de una rata, un
ratén u otro roedor, aunque también pueds ocasiowee=
narla la ingestién de alimentos contaminados sobre =
todo 1a leche, ocasionundo una enfermedad con los si
guientes sintomas: linfadenopat{a regional, fiebre y
malestar ademds de unn erupcidn cutdnea, como tame-~e
bién poliar tritis grave,

El diagnéstico definitivo de la fiebre por mol
dedura de ratua depende de la demostracién del micro=
organismo causal e€n la sangre, el exudado de las le=
siones, lf{quido articular, etc,. Bn el caso del cul=
tivo de sangre, después de unos dfas de incubacién,-
microorganismo se desarrolla en forma de ®copas de =
algoddn® sobre la superficie de la capa de eritrocie
tos del fresco del cultivo. Es un microolganismo wee
grampositive, extremadamente pleomérfico, anaerobio=
facultativo, que forma cadenas irregulares de baston
cillos pequefios y finos, bastunte uniformes de =—mew
2 a 4um de longitud, Las colonias se pueden retirar
por nedio de una pipeta Pasteur esterelizada, trage=
paséndolas a medios sdlidos § a portuobjetos para el
examen microscépico. Son colonias pequefias, lisag,e-e
brillantes, de forma redondeada irregular con bordes
agudos, e incolores 6 grisiceas en medios como el ==
agar con 1{quido asc{tico & agar con suero.

Infecciones causadas por hongos ‘fﬁngemias[.-

Ha aumentado considerablemente la frecuencia con gque
se produce la invasién de la corriente cangufnea por
hongos, sobre todo por miembros del género Cundida,

Esta .infeccién, oque en un tiempo se consideraba Wnee
hecho raro, es actualmente una complicacién frecuente
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en pacientes sometidos a tratamiento con hormonas ==
adrenocorticosteroideas,agentes citotdxicos,radiacio
nes o antibidticos. También se ha encontrado 1la ap
ricién de fungemia en pacientes luego de un prolonga
do cateteriemo venoso o por hiperalimentacidén parene
teral como posoperatoria en trasplantes de rifién o =
la colocacidn de proteeis valvulares cardfacas,

También constituye un problema cada vez mds cg
min la endocarditis candidifsica en adictos & la hee
rofna, Especies como la Candida parapsilosis,d. gui-
lliermondii y Torulopsis glabatra,requieren de 1 a 2
semanns de incubacidn para su crecimiento.

También pueden aislarse microorganismos tales
como Staphylococcus epidermidis,ciertas bacterias -
anaerobias o microaerofilicas y otras,a las que 8¢ =
les atribuye el papel de contaminantes en los hemoww
cultivos,ya que eatos microorganismos se han conside
rado como no putégenos o muy poco patdgeros.

242+~ BACTEREMIAS Y SEPTICEMIAS.

El paso de bacterias al torrente sangufneo es_
un suceso comin,que ocurre con suma frecuencia sin =
que &ate signifique enfermedad en sf.

Las bacterims que alcanzan el torrente sanguf-
neo pueden producir ya sea una bacteremia o una sep=
ticemia; la diferencia entre &stas radica en quo el_
término bactereminm se refiere a 1la simple presencia_
de bacterias en sangre,es decir, que los microoganig

‘mos se encuentran de paso. S5e distinguen tres tipos

de bactaremia:

a).~ TRANSITORIAS: Se presentan en diveraas ¢circunse
tancias, Una de ellas,despuds de comer y cepillar
ce los dientes; también como consecuencia de la -
munipulacién de tejidos infectados, por ejemplsdle
celulitia, cateterismo vesical,citoscopfa y en =
‘¢icertos estudios de algunas enfermedadea como me=
ningitis,artritis pidgena,osteonielitis y noumnoew.
nf{as,



b).= INTERMITENTES: Se presentan casi siempre en los
casoa en que existe algdn tipo de abaceso,entre =
los m4s importantes por su frecuencia podemos Cie
tar los intraabdominules,hepiAticos, pélvicos y pee
rinefrf{ticos.

¢).= PERSISTENTES: Se refiere a la presencia contiee
nua de un microorganismo en sangre. Tiene su orie
gen en cuadros clfnicos como la encarditis bactee
rizna, ya sea aguda o subaguda, as{ como en 1la -e
fiebre tifoidea y brucelosis, '

En los casoe de septicemia,aparecen bactariase
en sangre provenientes de un sitio donde desarrollan
una multiplicacién activajincluso liberando segin 1a
especie,uno o varios productos enzimdticos,los que =
pueden relacionarse con sus propiedades de patogenie:
cidad. Ias alteraciones que soc producen dan como con
secucncia la sintomatologia y signologfa que presen-
ta el paciente debido al daflo a los diferontes tejie
doa y sistemas o amhbos,

Existen varios factores y circunstancias que =
hacen que una bacteremia se convierta en septicemia.
Uno de los mis importantee ea el estado inmune del =
hiiésped., Asf{ tenemos que alteraciones en la inmuni-e
dad celular y humoral o simple pérdida de mecaniamo=
de defensn como la piel al introducir un catéter,son
factores que predisponen a una septicemia. 0tros me-
nos importantes pero igualmente significativos: edae
des extremas de la vida (recién nacidos y ancianidad)
malformaciones congénitas como mielomenigocele; e
tambisn contribuyen a la presentacidn de septicemias,

2.3.= VARIABLES QUE INFLUYEN EN LA CONPIABILIDAD DE
- UN HEMOCULTIVO.

Exiaten diversas variables que tienen una inee
fluenciadecisiva para obtener un resultado confiable
en la demoatracién de bacteremia o septicemia mediam
te un estudio bacteriolégico. Entre estas variables_
podriemos citars el procedimiento para la toma de 1la
muestra,que ésta sea tomada en el momento oportuno =

P Sy



en relacidn con el cuadro clfnico,el volumen de Sane
gre extrafda y dilucidn con el medio de cultivo; me-
dio de cultivo empleado y condiciones de incubzcidn,

El laboratorio necesita alguna informacidn,coe-
mo es el diagndstico presuntivo,la sensibilidad y na
turaleza de 1a infeccidn, tiempo y dosis de cualgquier
antibidtico que se esté administrando. Se considera_
que despuéds de una adecuada terapéutica antibacteria
na,es obligacién del médico,obtener un cultivo de -
sangre negativo para documentar la ausencia de bucte
remia,

Eg importante-efectuar cultivos sanguineos de_
seguimiento en pacientes baoterémicos,ain cuando ea-
tén afobriles como consecuencia de la teraputica -
antimicrobiana, En pacientes con shock séptico se dg
be iniciar inmediatamente la terapdutica.

Nunca se debe depender de un cultivo negativo_
aislado para eliminax la posibilidad de una bacteree
mia, porque la muestra aislada puede ser estéril en e
el momento de 1la toma. Para prevenir 8sto,se recomien
da efectuar un ndémsro de tres cultivos,con muestras-
obtenidas a intervalos de media hora,

Los cultivos de sangre deben realizarse inme
diatamente en todos los casos de shock inexplicable,
sobre todo los que suceden a procedimientos efectua«
dos en el tracto genitourinario.

Los escalofrios y fiabie én paciocntes con in-a
fecciones de las Vius urinarias, quemaduras infecta--.
. das-0 que tienen colocado un catéter de infusiédn in-
travenosa,los convierten en candidatos inmediatos pa
ra ¢l cultivo eanguineo. También debe extraerse sane
gre para el cultivo en los enfermos debilitados que;
pregentan fiebre en el curso de una prolongada tera=-
péutica €on, antibidticos,corticosteroidea,drogas ine
muro supregoras,antimetabolitos,o sometides a alimen
tacidn parenteral por un largo perfodo.
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S510 se puede hacer el diagnéstico de una bace
teremia, por el crecimiento de los agentes patdgenos_
en el medio.de cultivo-inoculado con cantidndes adee-
cuadas de la sangre del pacientc, Este medio,para ==
‘ger ideal,debe proporcionar un ambiente enriquecido_
para microdrgan1smos aerobios y anaerobios,asegurane
do que lag condiciones de incubacién sean 6ptimas Fa
ra el crecimiento bacteriano.

Por su composicién,los tubos para hemocultivo
de caldo peptona suplementado marca Vacutainer,tiene
la capacidad de iniciar un crecimiento de los microe:

organismos mAs exigentes y diffciles a partir de ino

culos pequeffos, Estos tubos estén envasados al vac{o

lo cual) modifica 1la composicién normal del aire,al ="

dar como resultado una mezcla de CO, .con gag inerte;
8ato percite tener un-sistema de cuftivo aerobio y =
snaerobio a la vez,lo cual permitird el desarrollo =
de microorganismos anaeroblos facultativos,tales co='
no Streptococcue,Staphylococcus.neumococos y otwbl -
mﬁe .

Una atmésfera aerdbica con presencia de.CO
como es requerida por ciertos géneros como Neissg
¥y Brucella,se obtiene f4cilmente permitiendo que en=
tre aire al frasco a -jravés de una unidad filtradora
de aire o unidad de ventilacidn. (ver fig. No.l)

La unidad de ventilacidn tiene doble propésitos
primero, permitir la lenta liberacién de gas producido.
por organismos extremadamente aerogénicos como. clos-
tridium - .perfringens; la otra finalidad ed proveer .-
suficiente intercambio gzseoso para iniciar el creci
miento de organismos:aerobios estrictos en la super—
ficie,mientras que a la .vez permite la incubacidn. en
atmdsfera de 002 adicional,

‘0tro. factor que interviene en 1la recuperacidn
favorablo de un pequefio nimero de microorganismos -
circulares en la sangre,.es el uso de un’ estabilizae
dor osmético, . La sacarosa puede ejercer un efecto--

protector sobre. los microorganismos que han sufridoe

11
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daflo en sus paredes celulares previendo los cambios_
de 1a presidén osumética; la concontracién a la que se.
utiliza es de 10 a 20 %,teniendo como desventaja que
se puede presentar hemdlisis espontédnea que dificule
tarfa el examen macroscdpico de¢ los tubos de hemocul
tivo, I




———) UNIDAD DE VENTILACION "

——)TUBO CON MEDIO -
S DECULTIVO

Tubo para Hemocultivo con su unidad’
de ventilacidn.







3.~ MATERIAL Y METODO.

301-' HATERIALQ

tuestras,«- Tubos de hemocultivos encontados ne
gntivos al final del estudio microbiologico de ruti=
na,procedentes del laboratorio de Patolozfa Clinica_
del Hospital Dr. #ngel Leaflo ubicado en el municipio
de Zapopun Jal.,de los cuales,se trabajé con un toe=
tal de 300 muestras para esta investigacién. No se =
tomo en cuenta para su estudio ningun parémetro olf
nico,

Agar sangre.- El medio de base para agar se rs
comienda adlcionado de sangre para emplearlo en el -
aislamiento y cultivo de muchos organiomos fastidios

gos. A 1a base de ugar sangre esterilizada, fundida_

¢ enfriada a 45-50°C se le aefiude 1la sangre desfibrie

nada estéril al 5-10% y se hace rotar suavemente hag

ta mezclar uniformente. El pH final del medid debe =
.ser de 6.5 para faverecer roacciones hemoliticas pre

cisas,
Féraula:

- medio de agar sangre bAsico.
« sangre estéril,

Agar chocolate.,- este medio es un agar al que_
s8¢ ha agregado sangre o hemoglobina y calentado hage
ta que el medio tome un color castaflo o chocolotado;
para esto es necesario fundir y gstérilizar el medio
de agar.dejatlo enfriar hasta 50 C,mezclarlo con san

gre al 5-10% en condiciones asépticas y luege agre--.

garle un enriquesecdor.
Férmula:

e Agar de Thayer-Martin,
« Enriquecedor IsoVitalex (BBL).
« Sangre humana o de carnero.

we s e - -

15
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Agar para prueba de Dilasa con verde de metilo.=
Se recomienda para determinar actividad de desoxirrie
bonucleasa de microorganiamoa,particularmente de  ewe
Staphylococcus aureus y para el aislamiento y diferen
ciacién de Serratia marcescens,de los organismos que_
no producen DNasa,., A su vez se utiliza para diferenw-
ciar a éstas, de otros microorganismos con: similares v
aracterlsticas,excepto;a produceién de: DNasa. .

Pérmula:
. - Triptosa,
« Acfdo desoxirribonucleico.
-« Cloruro de sodico.
wiBaoto agar (agar),
-« Verde de matilo.

- Perdxido de hidrdgeno.- Para 1a prueba do 15 -
catalnsa. ;

Plasma,- Para la prueba de coagulasa,

Equipos de colorantes de Gram,




DIAGRAMA QUE ESQUEMATIZA EL PROCEDIMIENTO
REALIZADO DURANTE EL ESTUDIO

L

TUBOS DE HEMOCULTIVO DE
CARTADOS COMO NEGATIVOS

FROTIS TENIDO CON
GRAM A LOS 14 Y
21 DIAS

0SITIVO

SIEMBRA EN AGAR
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3.2, PROCEDIMIENTO QUE SE SIGUIO EN ‘EL ESTUDIO,

Se fueron colectando los tubos de hemocultivo
que se iban descartando como negativos ‘al final de-
su perfodo rutinario de incubacidn.

Para este proceso, se utilizé la técnica recg
mendada por la casa comercial (B-D) Sistema Vacutai
ner por sus tubos de caldo peptona suplementado pa=
ra hemocultivo,

. Dichu técnica se siguid como si se tratara de
hemocultivos recién inoculados, 38lo que en el pre=
sente estudio, las muestras ya llevaban siete dfas-
de incubacién con sus respectivas revisiones rutina
rias.

La técnica indica que los tubos se incuben a-
37 C en posicién vertical, Los tubos se revisan toe
dos los dfas para ver sus caracterf{sticas macroscé=-
pioas como turbidez, hem8lisis, produccién de gas §
formaoidn de pequefins colonius entre § sobre ol sew.
dimiento de eritrooitos.

Luego de la ‘revisién’ macroucdpica se debe haw

cer una’ mezcla por inversiones sucesivas homogenizan .

do la sangre a través de todo el medio, Fara ésto,=-.
Be hace necesario retirar la unidad de ventilacién=
hasta la l{nea murcada en esta misma.(ver fige No,1)

) Esto ‘se hace con el fin de evitar el reflujo- :

del ‘caldo a través de la aguja. Una vez mezcledos ‘8e -

regresa la unidad de ventilacidn a su ‘posicién ori=
binal y se continua incubando.

Cumplidoa siete dfas de inioiado este tipo de
estudio, es decir, m los catorce dfas de inoculado =
el medio, se procedfa a la revisién microscopfca del’

. cultivo, previa revisién macroscépica antes descrita.

Luego de 1a homogenizacidn se quits la tapa de la ==
aguja, se-pasd por la flama. 3 6 4 veces y medianteee
inversién- del. tubo se colocs una gota del medioc en.=
un portaobjetos para hacer un frotis y otra gota en-
una placa de agar chocolate, despuds de 1o cual se =
recolocaba la tapa en la aguja.

18
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El frotis hecho se £ij6 a la flama y se tifi§ -
mediante la técnica de Gram. El indculo depositado =
en el agar chocolate, se distribuyé en toda 1la super
ficie, estriando y quemando el asa entre cada estria
.para obtener colonias., Estos cultivos se revisaron a
las 24 y 48 hrs. de incubacidn en busca de desarrollo.

La revisién consistié en hacer un frotis de ==
las colonias aisladas para ver la morfologfa bacts=-
riana, Si lus bucterias observadas eran cocos grampo
sitivos, se hizo la prueba que a continuacién se deg
cribe,

Prueba de catalasa.- La catalasa es una enzie-
ma que desdobla al peréxido de hidrégeno en ox{geno=-
y agua de la siguiunte maneras

H0,===--p H,0 + 0, §

Esta prueba se emplea conmumente para diferen=
ciar Streptococcus de Staphylococcus ya que €8to8 ==
dltimos son productores de la enzima; consiste en ==
poner en contacto una pequeila gota de H_0,con una ==
porcidn de colonia bien aislada de la bacteria a es=
tudiar. La aparicidn de burbujas 8§ efervecencis por
el oxigeno liberudo, es 1nd1cat1va de. una prueba po-
sitiva.

‘Posteriormente 8@ sembraron las colonias en ==
Agar sangre para observar su reaccidén hemolftica, ==
mismas que se incubaron durante 24'a 48 hrs. Las co-
loniasaisladas fueron sometidas a las siguientes =e=
prucbas:

Prueba de coagulasa,= La congulasa es una enzi
ma con actividad semejante a la protombina, capaz de
transformar el fibrindgeno en fibrina, provocando:la
formacién’ de un cGagulo en un sistema analitico ade=-
cuado.

Cuando una suspensidn de bacterins productoras
de coagulasa se mezcla en partes iguales con plasma=
en un tubo -de ensayo, se forma un coégulo viaible---

ESTA TESIS Nﬂ DEBE
SALIR DE LA BIBLIOTECK
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como consecuencia d¢ la utilizacidn de los factores_
de coagulacifn del plasma,de manera similar a cuando
se afiade trombina, ¥1 fendmeno sucede de la siguiene
te maneras

Bacterias productores

de coagulasa $ Céagulo de

fibrina

Plasma -

Para la prueba puede utilizarse plasma fresco_
de conejo o humano,aunque es mds recomendable utilie
zar un andlogo comercial liofilizado,por la mayor fa
c¢ilidad para mantener el control de calidad.

El codgulo puede observarse a 108 15«20 segune
dos a manera de un precipitado granular o grumos ==
blancos, La prueba se considera negativa ai despuls_
de 2«3 minutos no se ha observado coagulacidn Qel -=.
plasma,

Prueba de DNasa.- Las placas se inoculan ra-e
yando o punteando con el cultivo,haciendo una raya e
de 1-2 cm o con puntos de inoculacidn de 5 mm de dif
metro aproximadamente,se incubavaf37°c durante 18«24

hra, Je detecta 1a actividad de DNasa mediante la ==

transparencia del colorante alrededor de 1las COlowww
niad productoras de DNasa. La fermentacidn de maniee
tol se determina simultaneamente con la produccién -
de DNasa,

Despuds de la revisién microscépica a los 14 -
dfas de la inoculacidn, continuaran haciéndose las -
revisiones macroscdpicas diarias,hasta cunplir 108 =
21 d{as,fecha a.la cusl ae realizd otra revisidn nie
oroscépica mediante el mismo procedimiento descrita,
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4.~ RESULTADOS.

En los 300 hemccultivos estudiadoa,se encontra=
ron desarrollo bacteriano en 2, de la siguiente manee
ra

1).- A los 14 dfas de 1a inoculacién,se encontrd 1 -
cultivo en el que crecid Staphylococcus aureus,lo
que viene a dar como resultado un 0,33% de cultiee

~ tvos con desarrollo. ‘

2)e~ A los 21 dfas,se encontrd otro cultivo con desae
rrollo bacterianoc,que también correspondioc & S. =«
aureus,lo que viene a dar otro 0.33% de las muese=
tras con desarrollo en el total de 300 muestrase

Los criterios que se tomaron en cuenta para 08
tablecer el tipo de bacterias encontradas,fueron las_
sipguientes:

l.- Morfologfa colonial,

2.= Morfologfa bacteriana y reaccidén a los coloran-
tes de Gram, '

3.= Pruebas bioquimiocas.
Teniendo ms{ que,para concluir que una bacteria

era Staphylococcus aureus,reunfn los siguientes requi
gitos: ‘ '

l.= Colonias amarillentaa,redondaa,brillantes,grén-
dea,de 5-3mm de didmetro,convexas,cremosas,no hee
moliticas, o '

24 Cocos'gram poaitivds agrupados en racimos.

3.~ Catalasa positiva,coagulasa positiva,DNasa posi
tiva, )

L A PP - .
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5e= CONCLUSIONES.

Durante el transcurso de este estudio no se ene
contrd evidencia de desarrollo de microorganismos de_
crecimiento lento,lo que nos lleva a pensar que las -
muestras se encontraban libres de cualquier'miCroorgg__
nismo de este tipo. Sin embargo, se encontro otro tie. -
po de microorganismo,Staphylococcus aureus,

Este se podrfa considerar como contaminante,de=
bido al constante abrir y cerrar de los recipientes,=
pues su desarrollo sucede durante las primeras 24-48;
horas de incubacidn.

As{ pues, al no encontrar microorganismos de ==
crecimiento lento,podemos conclufr que el perfodo de_
incubacidn de 7 dfas,establecido como rutinario para_
un hemocultivo en tubo con caldo peptona suplementado -
marca Vacutainer,resuylta ser el mds recomendable,

El caldo aqui utilizado eas: extracto de levadu=
ra altamente nutritive, tripticasa caseina, peptona =
de carne suplementada con vitaminas 'y um1noécicos adi -
cionales y otras importantes substancias como soni
Polianato Sulfonato de Sodio, Bisulfito de Sodio, A-=
cido pira amino benzoico (PABA),

Este caldo es recomendado para hemocultivo por-
le facilidad para el crecimiento rdpido y abundante =
de los microorganismos, Este tipo de caldo nutritivo
permite el cultivo aerdbico y unaerdbico de los micro
organismos el cual ea recomendable para cultivar sane"
gre y otros 1lfquidos del cuerpo, tales. como el liquido
cefaloraquideo pleural ¥y uinovial,

La tecnica que o llevd acabo on este tipo de =
cultivo, se consideraba tanto la revisidn tincién y=-
las resiembras indicadas de acuerdo & la fecha con e} -
calendario,



a

Durante 1la colecta de las musstras incubadas
por perfodos de 14 df{as y después hasta los 21 dfas,
se encontr$ que eran realmente negativas, Por tanto
eate tipo de cultivo es efectivamente confiable en =
la deteccidn r4pida de algdn tipo de infeccidn.

Demostrandose as{ que este tipo de cultivoe—e=
(MARCA VACUTAINER), es hasta el momento uno de los =
procedimientos mejor utilizados para detectar y didg
nosticar el tipo de infeccién que se &ste padeciendo
¥y ayudando al médico a dar un tratamiento temprano y
adecuado.,
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