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CAPITULO

1 Los microbios y la enfermedad

CARACTERISTICAS DE LOS SERES VIVOS

Los hombres poseemos una idea intuitiva de los seres
vivos, a los que reconocemos por su capacidad de cre-
cer, reproducirse y morir, y los identificamos como vege-
tales o animales.

Los seres vivos estan formados por células; algunos
son pluricelulares, como las plantas y los animales, pero
otros, como las bacterias o los protozoos, son unicelula-
resy, por tanto, invisibles, por lo que no pudieron ser
observados hasta la introduccién del microscopio en el
siglo xvii.

Existen dos clases de células: las procariotas y las
eucariotas. Las procariotas son evolutivamente més anti-
guas y no han sido capaces de asociarse para formar
organismos pluricelulares, por lo que sélo se hallan en
la naturaleza como seres unicelulares, constituyendo las
bacterias. El resto de los organismos vivos, tanto los uni-
celulares como los pluricelulares, estan formados por
células eucariotas.

Células procariotas (las bacterias)

Estan formadas por un citoplasma limitado por una
membrana celular por fuera de la cual existe una pared
rigida de composicién quimica glicopeptidica caracteris-
tica; el citoplasma esta repleto de ribosomas donde se
efectla la sintesis proteica; no posee estructuras mem-
branosas y el material genético, formado por acido deso-
xirribonucleico (DNA), se halla muy compactado y care-
ce de membrana que delimite un ndcleo (Fig. 1.1).

Aungque algunos grupos de células procariotas pre-
sentan diferencias estructurales entre si, se tratan de dife-
rencias relativamente pequefias, de modo que las célu-
las procariotas — es decir, las bacterias— muestran una
notable uniformidad de forma y de tamafio. Sin embar-
go, han desarrollado una gran variedad de vias metab6-
licas para la obtencién de energia, que consiguen
mediante la oxidacidon de sustratos inorganicos u orga-
nicos o captando la energia solar, habiendo desarrolla-
do también variados procesos de biosintesis. Todo ello

les permite explotar y ocupar los habitat mas diversos
de la Tierra.

Células eucariotas

Son estructuralmente méas complejas que las proca-
riotas. No se sabe cémo eran las células eucariotas pri-
mitivas (protoeucariotas), pero, sin duda, un hecho fun-
damental para su evolucién fue la adquisiciéon en su
citoplasma de las mitocondrias y los cloroplastos. Las
células protoeucariotas ancestrales se dotaron asi de unas
eficaces maquinas para la obtencién de energia gracias
a la respiracién aerobia que desarrollan las mitocondrias
y a la fotosintesis propia de los cloroplastosl

Las células eucariotas que forman los protozoos, los
hongos y los animales poseen mitocondrias, por lo que
estos seres son organoheterotrofos, es decir, utilizan la
materia organica como fuente de energia y de carbono,
en tanto que las células que constituyen las algas y las
plantas poseen mitocondrias y cloroplastos, por lo que
son fotoautoétrofas, utilizando la luz solar como fuente
de energiay el CO, atmosférico como fuente de carbo-
no para la biosintesis.

Las células eucariotas actuales, dotadas de estos sis-
temas energéticos, presentan el DNA fragmentado
en cromosomas rodeados por una membrana nuclear
para formar el nacleo. En el citoplasma, ademas de las
mitocondrias y de los cloroplastos, existen organelas
membranosas, como el aparato de Golgi y el reticulo
endoplasmico, junto a abundantes ribosomas y un endo-
esqueleto fibrilar. Algunas de estas células poseen por
fuera de la membrana celular una pared rigida (células
de algas, vegetales y hongos), y otras carecen de ella
(células de protozoos y animales) (Fig. 1.1).

Actualmente, persisten células eucariotas individua-
lizadas, formando seres unicelulares, como las algas uni-
celulares, las levaduras (que son hongos unicelulares) y
los protozoos, entre los que existen grandes diferencias
en su morfologia y en sus ciclos vitales. Estas células tam-
bién han formado seres pluricelulares, como las algas
pluricelulares, los vegetales, los hongos filamentosos y
los animales.

1 Se considera que las mitocondrias y los cloroplastos son células procariotas que penetraron en células protoeucariotas ancestrales asociando -

se a ellas de modo estable y definitivo.
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Figura 1.1. Esquema de la estructura de las células y los virus.

Las células procariotas (bacterias) estan formadas por un citoplasma limitado por una membrana celular, por fuera de la cual existe una pared
rigida de estructura glicopeptidica (peptidoglicano). En el citoplasma se halla el DNA y abundantes ribosomas. EIl DNA estd compactado for-
mando el nucleoide, carente de membrana. Las células procariotas pueden poseer apéndices filamentosos como los flagelos y las fimbrias y una
envoltura polisacarida externa a la pared, denominada capsula. El tamafio de estas células oscila entre 0,5y 5 mieras.

Las células eucariotas son de mayor tamafo, entre 5y 30 mieras. Poseen el DNA fragmentado formando cromosomas, rodeados por una mem-
brana constituyendo el nucleo. En el citoplasma estas células tienen mitocondrias, cloroplastos y sistemas membranosos como el aparato de Golgi
y el reticulo endoplasmico, al que se hallan adosados abundantes ribosomas. Estan limitadas por una membrana celular por fuera de la cual puede
haber una pared rigida o carecer de ella. Algunas presentan flagelos que son mucho méas complejos que los de las células procariotas.

Los virus poseen un tamafio ultramicroscépico, entre 50 y 200 nanoémetros; estdn formados por material genético (DNA o RNA) y una cubierta
proteica denominada capsida; algunos poseen una envoltura membranosa (virus envueltos), pero otros carecen de ella (virus desnudos).

Nota: un micrémetro (miera, jxrm) es una milésima de milimetro. Un nanémetro (nm) es una milésima de miera, es decir, una millonésima de mili-
metro. A titulo comparativo del tamafio medio, podria decirse que si un virus tuviera el tamafio de un grano de arroz, una bacteria seria como
una pelota de ping-pong y una célula eucariota como una pelota de basquet.

Virus tica y la capacidad biosintética de las células que para-
Los virus estan constituidos por un fragmento de  Sitan (Fig. 1.1).
acido nucleico que se multiplica en las células procario-
tas o en las eucariotas. El acido nucleico es caracteristi-
co de cada clase de virus; en unos es &cido desoxirribo-
nucleico, y en otros acido ribonucleico. Después de su
replicacion, los fragmentos de acido nucleico formados
se rodean de una cubierta proteica, denominada capsi-
da, que los protege, lo que les permite salir de la célula

Los virus que se multiplican en las bacterias se deno-
minan bacteriéfagos (abreviadamente, «fagos») y son
diferentes de los que se multiplican en las células euca-
riotas (virus de animales, virus de vegetales, etcétera).

Clasificacién de los seres vivos

en la que se han replicado para penetrar en otra, en la
gue el acido nucleico repite otro ciclo de multiplicacion.
Estos seres vivos carecen de estructura celular y de capa-
cidad para obtener energia y efectuar la biosin tesis, por
lo que para su multiplicacion utilizan la reserva energé-

Los seres vivos se han clasificado en diversos grupos
en funcién cié sus semejanzas y diferencias. El grupo natu-
ral lo constituye la especie, las especies semejantes for-
man un genero, los géneros una familia, y asi sucesiva-
mente hasta constituir los cinco reinos de la naturaleza2.

2 Los grupos taxonémicos, de inferior a superior son: especie, género, familia, orden, dase, filo y reino.
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Las células procariotas; es decir, las bacterias, se agru-
pan en el reino Moriera3 (o Prokaryotae), un reino, por
tanto, formado Gnicamente por seres unicelulares micros-
copicos.

El reino Protoctista agrupa a seres unicelulares euca-
riotas, como los protozoos, que son heterdtrofos, o las
algas unicelulares, que son fotosintetizadoras, todos ellos
invisibles a simple vista. Algunos taxonomistas incluyen
en este grupo a las algas pluricelulares, como las gran-
des algas marinas, a las que no clasifican entre las plan-
tas por su carencia de tejidos organizados, aunque otros
las incluyen entre éstas.

Los vegetales forman el reino Plantae, constituido por
seres pluricelulares. Sus células son eucariotas, poseen una
pared rigida de celulosa y son fotosintetizadoras. Las plan-
tas forman tejidos organizados y caracteristicos, por lo que
poseen formas facilmente reconocibles y son inmoviles.

Los hongos forman el reino Fungi; los hay unicelu-
lares, y por tanto microscépicos, como las levaduras, y
pluricelulares, como los mohos y las setas. Los mohos 'y
las setas son hongos filamentosos, los primeros pueden
observarse sobre las frutas podridas o el pan enmoheci-
do; las setas son los hongos comestibles o venenosos
que se hallan en el campo. Los hongos estan formados
por células eucariotas que poseen una pared de estruc-
tura caracteristica (con quitina) y son érgano-heterétro-
fos, es decir, que se nutren de materia organica.

Los animales constituyen el reino Animalia, formado
por seres pluricelulares, cuyas células (eucariotas) carecen
de pared rigida y son 6rgano-heteré6trofas, obteniendo la
energiay el carbono para la biosintesis a partir de la mate-
ria organica. Los animales poseen morfologia muy varia-
da en dos de los grandes linajes evolutivos: los inverte-
brados, entre los que destacan los helmintos carentes de
esqueleto y los artropodos, con un exoesqueleto quitino-
so, y los vertebrados que poseen un endoesqueleto car-
tilaginoso u éseo. En ambos grupos sus tejidos altamen-
te estructurados forman 6rganos muy complejos. Son
moviles y poseen sistema nervioso central, por lo que desa-
rrollan relaciones a veces muy elaboradas con la propia
especie y con otras especies.

Entre los invertebrados, los artrépodos (insectos, arac-
nidos, etc.) poseen un gran éxito evolutivo, constatado
por su abundancia en todo el planeta, en tanto que, entre
los vertebrados, los mamiferos tienen una vida de rela-
cion muy compleja, poseyendo el hombre una clara con-
ciencia de si mismo y habilidad para manejar instrumen-
tos y desarrollar conceptos abstractos.

Los virus no han sido incluidos en ninguno de los
cinco reinos de la naturaleza. Es muy probable que se

hayan originado, a través de los tiempos, a partir de dife-
rentes células en las que fragmentos de acidos nucleicos
(DNA o RNA) han adquirido capacidad de replicacion
independiente de la célula «<madre»; pero dependen de
las células para multiplicarse porque utilizan su maqui-
naria de biosintesis (ribosomas) y su reserva energética.

En la figura 1.2 se sefialan las posibles relaciones evo-
lutivas entre los seres vivos que constituyen los cinco rei-
nos de la naturaleza.

La nomenclatura en biologia

Los seres vivos se clasifican por sus semejanzas y sus
diferencias en diversos grupos taxonémicos. Los seres
que pueden reproducirse sexualmente entre si, cuya
semejanza fenotipica suele ser muy evidente, forman las
especies4d. Un conjunto de especies semejantes forma un
genero, varios géneros, una familia, y asi hasta consti-
tuir los cinco reinos de la naturaleza. A cada grupo se le
atribuye un nombre cientifico. Los nombres cientificos
de los diferentes grupos (reino, filo, clase, orden, fami-
lia, género y especie) estdn formados por una palabra
latina escrita en cursiva y con lainicial en mayuscula; por
ejemplo, en las bacterias, en el orden Enterobacteriales,
hay numerosas familias, entre ellas la familia Enterobac-
teriaceae, en la que se incluyen mas de treinta géneros,
uno de ellos es el género Escherichia. Un género incluye
una o0 mas especies, las especies se denominan median-
te dos palabras, la del género al que pertenecen y la pro-
pia de la especie; por ejemplo: las especies del género
Escherichia son Escherichia coli, Escherichia vulneris, Esche-
richia hermannii y otras. Como se ha indicado, el nom-
bre del género (Escherichia) se escribe en cursivay con
la inicial en mayuscula, y el nombre especifico de la espe-
cie (coli) también en cursiva, pero en mindscula. Al escri-
bir en un texto por segunda vez el nombre de una espe-
cie, el del género puede abreviarse (por ejemplo: E. coli
por Escherichia coli). Algunas especies se denominan en
la lengua verndcula mediante nombres coloquiales o
comunes que se escriben con caracteres convencionales
(por ejemplo: Escherichia coli: colibacilo; Pseudomonas
aeruginosa: bacilo piocianico; Neisseria meningitidis:
meningococo; Mycobacterium tuberculosis: bacilo de Koch,
etcétera). Estos criterios de nomenclatura se utilizan tanto
para las bacterias, como para el resto de los seres vivos,
excepto para los virus (véase el capitulo 6). Un ejemplo
del reino animal permite constatar el paralelismo de la
nomenclatura en los seres vivos: entre los invertebrados,
en el filo de los nematodos (Nematoda), formado por
gusanos redondos muy primitivos, el orden Rhabditida
tiene varias familias, entre ellas Rhabditidae y Strongyloi-
didae, entre los géneros que forman esta uGltima, Strongi/-
loid.es cuenta con varias especies, Strongyloides stercora-

3 No se introduce en este texto el concepto de arqueobacteria ni el de los tres superreinos: Bacteria, Archaea y Eukanja. Los superreinos se defi-
nirian en funcién de la estructura y fisiologia de los tres tipos de células existentes en la Tierra: bacterias, arqueobacterias y células eucariotas.
Hasta hace algun tiempo, las arqueobacterias, que son procariotas, se consideraban bacterias dentro del reino Moriera (Fig. 1.2).

4 Los criterios para definir los seres que conforman las especies carentes de reproduccién sexual se basan en la semejanza de su genoma.
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Figura 1.2. Los reinos de la naturaleza.

Microbiologia clinica

Se representa esquematicamente los cinco reinos de la naturaleza y los virus.

Puede observarse los dos tipos de células, procariotas y eucariotas, y el caracter unicelular o pluricelular de los seres vivos. Los virus, para su repli-
cacion dependen de su hospedador respectivo y no conforman un reino natural.

En todos los reinos cuyos integrantes poseen metabolismo heterétrofo hay miembros que causan enfermedad al hombre (lineas rojas). Entre los

virus humanos también hay patégenos para el hombre.

lis, Stongyloidesfuelleborn y otras. S. stercoralis es conoci-
do coloquialmentc en lengua vernacula como anguilu-
la intestinal.

Los microbios

A los numerosisimos y variados seres vivos invisi-
bles existentes en la naturaleza se les denomina colec-
tivamente microbios. Entre ellos se encuentran los

virus, todos los seres unicelulares, como las bacterias,
las algas unicelulares, las levaduras y los protozoos;
pero también son microscopicos algunos seres pluri-
celulares, como algunas larvas de helmintos, entre
otrosb. Por tanto, bajo el concepto de microbio se inclu-
ye a todos los seres vivos invisibles a simple vista, inde-
pendientemente de cualquier otra consideracion, por
lo que forman un conjunto extraordinariamente hete-
rogéneo.

5 El ojo humano puede discriminar objetos de hasta 0,2-0,3 mm de tamafio (200-300 jxm), el microscopio 6ptico permite observar objetos de

hasta 0,2 “m. Una miera (jxm) es la milésima de un mm.
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SIMBIOSIS Y PATOGENICIDAD

Aunque la mayoria de los microbios viven libremen-
te en la naturaleza —en el agua o en la tierra—>resulta
interesante destacar que muchos se han adaptado a vivir
en otro ser vivo de mayor tamafio y complejidad, llama-
do hospedador. Este proceso de simbiosis (vida conjun-
ta) puede ser beneficioso o perjudicial para los simbion-
tes. Cuando la convivencia comporta beneficio para
ambos, se denomina mutualismo, y si solo reporta bene-
ficio a uno sin perjuicio para el otro, se habla de comen-
salismo.

En el hombre, tanto en la piel como en la mucosa de
la faringe, en el tubo digestivo, en la uretray la vagina,
se halla una gran cantidad de microorganismos unice-
lulares que constituyen la denominada microbiota nor-
mal o autéctona (flora normal). Esta flora, formada casi
exclusivamente por bacterias, es particularmente abun-
dante en el intestino grueso, donde se alcanzan concen-
traciones de hasta 101l microorganismos por gramo de
heces (Fig. 1.3).

La mayoria de los microorganismos que colonizan la
tierra, los vegetales y los animales realizan funciones

Figura 1.3. Flora normal.

beneficiosas, algunas imprescindibles para mantener la
vida en laTierra, como el reciclado del carbono, del nitré-
geno y otros elementos.

Los microbios que forman la flora normal del hom-
bre son comensales o mutualistas al realizar funciones
beneficiosas, cooperando en la digestién de los alimen-
tos, sintetizando vitaminas y estimulando el sistema
inmunitario. Sin embargo, determinados microorganis-
mos llamados patogenos o parasitos, al colonizary mul-
tiplicarse en las plantas o los animales, les producen
enfermedades a las que se denomina enfermedades
infecciosas. Entre los microorganismos patégenos para
el hombre se encuentran diversos virus, que, como para-
sitos intracelulares obligados, lesionan las células en las
gue se replican, produciendo enfermedad. Entre los seres
unicelulares, como las bacterias, las levaduras y los pro-
tozoos, también se hallan especies patégenas que inva-
den los tejidos humanos en los que se multiplican, lesio-
nandolos. Algunos hongos pluricelulares, filamentosos,
también poseen potencial patégeno.

Algunos helmintos, que estan en los limites de lo visi-
ble, como la triquina y las filarias, parasitan los tejidos y
sus larvas microscopicas pueden distribuirse por todo el

Piel
Estafilococos (Staphylococcus epidermidis) B
Corinebacterias B
Mucosa nasal
Estafilococos (Staphylococcus aureus) B
Orofaringe. Nasofaringe
Estreptococos grupo viridans B
Neisserias comensales B
Fusobacterias (anaerobios) B
Intestino
Enterobacterias (Escherichia coii) B
Enterococos B
Anaerobios
Bacteroides B
Fusobacterias B
Clostridios B
Céandida (Candida albicans) H
Uretra distal
Estafilococos (Staphylococcus epidermidis)
Corinebacterias B
Vagina
Lactobacilos B

Los humanos poseemos una microbiota normal que coloniza la piel, la nasofaringe y la orofaringe, el intestino, la vagina y la uretra distal.

En esta figura solo se sefialan algunos grupos o especies microbianas de entre las numerosisimas existentes en esos territorios.

La microbiota normal también se denomina microbiota autéctona y frecuentemente microbiota comensal, aunque los microorganismos que la
forman, unos son comensales y otros mutualistas. Aunque el término correcto es «microbiota» muchos microbiélogos utilizan el termino «flora»

—flora normal— consagrado por el uso (véase Simbiosis y patogenicidad).

B: bacteria; H: hongo.
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organismo; otros de tamafio macroscépico, como las
tenias o los &scaris, infestan el tubo digestivo; por alti-
mo, las larvas de pardasitos animales, como las del equi-
nococo, pueden invadir y enquistarse en los tejidos del
hombre.

Un reducido niamero de artrépodos, como los piojos
y las pulgas, parasitan la piel produciendo lesiones loca-
les por picadura; pero el principal interés de los artropo-
dos en medicina radica en su capacidad de actuar como
vectores de transmisién de algunos microorganismos
patégenos (Tabla 1.1).

Reservorio y transmisién de los microorganismos

El lugar de la naturaleza donde un microbio se multi-
plicay persiste normalmente constituye su reservorio natu-
ral. Algunos microbios patégenos para el hombre tienen
su reservorio en el medio ambiente (reservorio telarico),
otros en los animales y otros en el propio hombre.

Los microbios patégenos se transmiten desde su
reservorio — teldrico, animal o humano— a las perso-
nas sanas, por lo que las enfermedades que causan son
contagiosas (transmisibles). La transmision puede lle-
varse a cabo:

Microbiologia clinica

1. Por contacto directo, como sucede con las tifias de
los animales o con la gonococia y la sifilis, que se'
transmiten por contacto sexual.

2. Por via aérea, al inhalar los microorganismos, como
ocurre con la gripe o la tuberculosis.

3. Porvia digestiva (por ingesta), como en la salmo-
nelosis, la hepatitis A o la poliomielitis.

4. Por transmision parenteral, a través de transfusio-
nes o inyecciones, como sucede con el virus de la
hepatitis B, la hepatitis C o el del sida, o vehicula-
dos por artrépodos, como ocurre con las leishma-
nias o los plasmodios del paludismo, que son
transmitidos por mosquitos.

5. Algunos microorganismos, como el virus de la
rubéola o el toxoplasma, pueden transmitirse de
la madre al feto a través de la placenta ocasionan-
do una infeccion congénita (Fig. 1.4).

Mecanismos de patogenicidad

Cuando un microorganismo patégeno infecta a una
persona, transcurre un periodo de tiempo, de duracién
variable, en que no se producen sintomas, constituyen-

Tabla 1.1
Organismos patégenos para el hombre

Grupos de seres vivos
(reino de la naturaleza)

;Hay patdgenos
en el grupo?

Estructura acelular:

Ejemplos de patégenos

Virus (no definido) Si Virus de la gripe. Virus de la poliomielitis. Virus del herpes simple.
Virus de la hepatitis B.Virus de la rabia.Virus de la inmunodeficiencia

humana.

Células procariotas:
Bacterias (Uc) (Monera) Si Estafilococos. Estreptococos. Meningococo. Salmonela. Brucela.

Bacilo de Koch. Bacilo tetanico.Treponemas. Clamidias.

Células eucariotas:

Protozoos (Uc) (Protoctista) Si Tricomonas. Giardia. Ameba.Toxoplasma. Plasmodios
Algas (Uc /Pe) (Protoctista) No Son autétrofas (fotosintetizadoras)1
Plantas (Pe) (Plantae) No Son autétrofas (fotosintetizadoras)l
Hongos (Uc/Pc)2 {Fungi) Si Céandida. Dermatofitos. Histoplasma
Animales (Pe) (Animalia)
Invertebrados:
Helmintos Si Oxiuros. Ascaris.Tenias.Triquina. Filarias
Artrépodos3 Si Insectos: moscas, mosquitos, piojos, chinches, pulgas. Arécnidos:
garrapatas, arador de la sarna
Vertebrados No

Se indican los diversos grupos de seres vivos, el reino al que pertenecen, la existencia de patégenos en el grupo y algunos ejemplos de los mismos.

1 Se comprende que sélo los seres heterétrofos; es decir, que se nutren de materia organica, puedan invadir los tejidos humanos y multiplicar-
se en ellos; légicamente, las células fotosintetizadoras no pueden invadir los tejidos a los que no llega la luz.

2 Los hongos unicelulares, como las candidas o el criptococo, se denominan levaduras.

3 Aunque algunos artrépodos causan lesiones cutaneas o subcutaneas (exoparasitosis), poseen interés por vehicular y transmitir algunos micro-
organismos pat6genos.

Uc: seres unicelulares; Pe: seres pluricelulares.
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Animales

Virus de la rabia (rabia)

West Nile virus (S. febril)
Salmonela (enteritis)

Brucela (fiebres de Malta)
Coxiella burnetii (fiebre Q)
Dermatofitos zoofilicos (tifias)
Toxoplasma (toxoplasmosis)
Taenia saginata (teniasis)

y otros

Virus de la poliomielitis (poliomielitis)
Virus de la varicela (varicela/herpes zoster)
Virus de la rubéola (rubéola)
Meningococo (meningitis)

Salmonella serTyphi (Fiebre tifoidea)
Treponema (sifilis y otras)

Dermatofitos antropofilicos (tifas)
Tricomonas (vaginitis, uretritis)

Oxiuros (oxiurasis)

y otros

Figura 1.4. Reservorio y transmision de los microorganismos patégenos.

El reservorio de un microorganismo es el lugar donde se encuentra y se perpetia naturalmente, pudiendo ser el medio ambiente, los animales o
el propio hombre. En esta figura se representa, a modo de ejemplo, el reservorio de algunos microorganismos patégenos para el hombre.

La transmision de un microbio patégeno de una persona a otra tiene lugar mientras la primera persona esta padeciendo la enfermedad, como en
la gripe, la enteritis por salmonela o la cervicitis gonocécica; pero, en ocasiones, la persona que transmite el microorganismo puede ser un porta-
dor sano. Asi puede suceder en la propia salmonelosis y en la gonococia, en las que después de curada la enfermedad el microorganismo puede
persistir de forma asintomatica en la vesicula biliar o cervix uterino respectivamente, lo que no ocurre en la gripe, porque tras la curacién el virus
es erradicado. La persona en la que persiste el microorganismo después de curada la enfermedad se denomina portador sano. La duracién del
periodo de portador, y por tanto de transmisibilidad de la enfermedad, es variable segin la persona y el microorganismo (semanas 0 meses).

1. La mujer embarazada puede transmitir al feto algunos microorganismos a través de la placenta, como el virus de la rubéola, citomegalovirus, el virus de la inmu-
nodeficiencia humana, la listeria, el treponema de la sifilis y el toxoplasma causandole infeccién congénita. Cabe diferenciar la infeccién congénita trasplacenta-
ria de lainfeccién perinatal que se produce por via ascendente poco antes del parto o en la propia via genital en el momento del parto. Las infecciones perinata-
les estan causadas por el estreptococo del grupo B, Escherichia coli, los virus de las hepatitis By Cy el virus del sida (HIV).

do el periodo de incubacion de la enfermedad; poste- secuencia de la accion patdgena del microbio, y después
riormente sigue el periodo sintoméatico (o de estado), en de la curacién transcurre un tiempo hasta la recupera-
el que aparecen las manifestaciones clinicas como con- cién total, denominado periodo de convalecencia.
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En términos esquematicos, puede decirse que los
mecanismos por los que los microbios patégenos ejer-
cen su accién lesiva son tres: 1) por invasion de los teji-
dos (mecanismo invasor), 2) por accion de exotoxinas
especificas, producidas Unicamente por algunas bacte-
rias (mecanismo toxigénico), y en ambos casos puede
sumarse una lesién, 3) por un mecanismo inmunopato-
l6gico asociado.

Los microorganismos invasores, como el estafiloco-
co, el estreptococo del grupo A, el meningococo, el virus
de la parotiditis, los rotavirus, las amebas o el gonococo
penetran por una puerta de entrada (piel, mucosa res-
piratoria, digestiva, urinaria o genital) estableciendo en
ella una infeccién local. La infeccion puede quedar cir-
cunscrita a ese lugar, pero en ocasiones los microorga-
nismos difunden a las dreas contiguas y a distancia por
via linfatica o por via hematica, alcanzando otros tejidos
u 6rganos en los que se multiplican y a los que lesionan.
Estas localizaciones secundarias constituyen las metés-
tasis infecciosas.

Por ejemplo, el estafilococo penetra por la piel y pro-
duce una infecciéon del foliculo piloso (foliculitis). Oca-
sionalmente, puede difundir al tejido celular subcutaneo
contiguo (celulitis), pudiendé pasar a la sangre y locali-
zarse en el pulmén o en los huesos.

El estreptococo del grupo A causa faringitis purulen-
tay la infeccion suele circunscribirse a la faringe; por el
contrario, el meningococo desde la faringe, en la que
produce una infeccidn asintomatica, pasa a la sangre para
localizarse a las meninges, y el virus de la parotiditis,
desde la faringe, también pasa a la sangre y se localiza
en las glandulas salivales, en el pancreas y en el sistema
nervioso central. En otros ejemplos, el rotavirus produ-
ce Unicamente infeccion intestinal, en tanto que la Enta-
moeba histolytica, desde la mucosa intestinal a la que
lesiona, puede alcanzar el higado a través de la vena
porta.

Las metastasis hematégenas suelen localizarse en
6rganos muy vascularizados, como el pulmon, el higa-
do o el rifidn, o en aquellos por los que el microorganis-
mo tiene una especial apetencia (meningococo: menin-
ges; virus de la hepatitis A: higado).

En la actualidad estan siendo estudiadas intensamen-
te las estructuras moleculares responsables de la pato-
genicidad de los microorganismos invasores, que cons-
tituyen los factores de virulencia que les permiten
adherirse, penetrar y lesionar los tejidos, de los que care-
cen las especies no patdégenas.

Las bacterias toxigénicas no suelen invadir profun-
damente los tejidos, pero desde su localizacién en la
puerta de entrada liberan toxinas que actuan a nivel local
o difunden por el organismo; por ejemplo, el bacilo dif-
térico penetra superficialmente en la mucosa de la farin-
ge, pero su toxina difunde por todo el organismo lesio-
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nando a las células del musculo cardiaco, del sistema
nervioso y del rifién; en tanto que el vibrién del colera
coloniza la mucosa del intestino sin invadirla y la toxi-
na colérica ejerce su accién localmente sobre las célu-
las intestinales. En el caso del botulismo y de la enteri-
tis estafilocécica, las toxinas son producidas y liberadas
en los alimentos contaminados por el bacilo botulinico
y el estafilococo respectivamente (toxinas preformadas),
siendo absorbidas a través del tubo digestivo al consu-
mir los alimentos. Resulta obvio sefialar que el princi-
pal factor de virulencia de las bacterias toxigénicas son
sus toxinas.

Los antigenos microbianos pueden desencadenar
procesos lesivos como consecuencia de la respuesta
inmunitaria (procesos inmunopatolégicos). En esos pro-
cesos, los mecanismos de defensa inmunitaria, en lugar
de incidir selectivamente sobre el microbio para erradi-
carlo, afectan también a los tejidos del paciente lesio-
nandolos. Un mecanismo inmunopatolégico es el cau-
sante de la glomerulonefritis (que aparece tras la infeccion
por el estreptococo del grupo A), del shock toxico (desen-
cadenado por una enterotoxina producida por el estafi-
lococo), de la encefalitis tardia tras la infeccion por el
virus de la varicela, de las lesiones hepaticas asociadas
al virus de la hepatitis B y de tantos otros. Los mecanis-
mos intimos de muchos de estos procesos inmunopato-
l6gicos no son conocidos con precision a pesar de ser
objeto de numerosos estudios. En las lesiones causadas
por un microorganismo, a veces es muy dificil diferen-
ciar el grado de participacidn respectivo del mecanismo
invasor (o toxigénico) del inmunitario; asi sucede por
ejemplo con las lesiones necrotizantes producidas en la
tuberculosis o por el virus de la hepatitis B, en que la des-
truccion de las células hepaticas, causada a través del
mecanismo inmunopatolégico, puede ser mas impor-
tante que la producida directamente por la replicacion
del virus.

MECANISMOS DE DEFENSA

Las enfermedades infecciosas son el resultado de
la interaccion entre los microorganismos patégenos y
los mecanismos de defensa antiinfecciosa del hombre.
Las defensas antiinfecciosas se estructuran a tres nive-
les. El primero es la barrera constituida por la piel y
las mucosas, que impide la penetracién de los micro-
bios. El segundo, la fagocitosis, que es el proceso por
el que los leucocitos polimorfonucleares neutréfilos y
los macr6fagos endocitan y destruyen a los microorga-
nismos que han logrado atravesar la barrera cutaneo-
mucosa.

Las barreras cutaneomucosas son muy eficaces para
impedir el paso de cualquier microorganismo a los teji-
dos profundos, evitando las infecciones que ocasiona-
rian la propia flora normal y los microbios del medio
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ambiente; sin embargo, los microorganismos genuina-
mente patégenos (patégenos primarios) se caracteri-
zan por poseer la capacidad de atravesar las mucosas
intactas. Una vez que el microorganismo ha penetra-
do, se inicia su fagocitosis. Tanto las estructuras quimi-
cas microbianas como el complemento y las quininas
activadas, asi como la histamina y las prostaglandinas
producen vasodilatacion local. Las citocinas, que son
sustancias liberadas por los primeros leucocitos y
macréfagos que llegan al lugar de la infeccion y por las
células del endotelio vascular, actian a nivel local pro-
duciendo vasodilatacién y salida de los leucocitos del
lecho vascular (diapédesis) y a nivel general causando
fiebre, leucocitosis e incremento de opsoninas6. El pro-
ceso local de vasodilatacion y diapédesis constituye la
inflamacidn; proceso que se perpetua hasta la erradi-
cacion de los microbios por accién de la fagocitosis y la
respuesta inmunitaria.

El dltimo nivel de defensa lo constituye la respuesta
inmunitaria, a través de tres mecanismos efeclores: 1) la
produccion de anticuerpos denominada «respuesta
humoral», 2) la activacion de los macr6fagos por los lin-
focitosT CD4, que incrementa la eficacia de su funcién
fagocitaria normal y 3) la destruccion de las células infec-
tadas por virus y otros microorganismos intracelulares
por la accién litica de los linfocitos citocidasT CD8 esti-
mulados también por losT CD4. Estas dos ultimas accio-
nes efectoras activadas por los T CD4 constituyen la «res-
puesta celular».

Las bacterias y virus en localizacion extracelular (esta-
filococo, meningococo, virus de la poliomielitis, etc.) a
menudo son dificilmente fagocitados por poseer una
capsula o por otras razones, pero su recubrimiento por
anticuerpos puede inactivarlos y, en todo caso, facilita su
endocitosis y su posterior destruccién por los polimor-
fonucleares y macréfagos. Por otra parte, el Unico meca-
nismo de neutralizacidon de las toxinas esta constituido
por los anticuerpos.

Algunos microorganismos, como el agente causal de
la tuberculosis o las leishmanias, resisten la accion de los
polimorfonucleares y s6lo son destruidos por los macro-
fagos, pero incluso estos fagocitos no pueden erradicar-
los definitivamente y los microorganismos persisten en
latencia; su erradicacion s6lo es posible cuando los
macréfagos son activados por el interferon y (INFy) pro-
ducido por los linfocitos T CD4 que han reconocido el
antigeno microbiano expuesto en la superficie del macro-
fago.

Los microorganismos de multiplicacién intracelu-
lar obligada, como los virus, estan al abrigo de la accion
de los anticuerpos y de la fagocitosis. Para frenar su pro-
gresion, los linfocitos T CD8, tras reconocer los antige-
nos microbianos en la superficie de las células parasi-
tadas, las destruyen bloqueando asi la propagacion del
microorganismo7 (Fig. 1.5). Para mayor detalle, véase el
capitulo 21).

INFECCIONES OPORTUNISTAS

En las personas con alteraciones en sus defensas
antiinfecciosas, los microorganismos comensales (no
patégenos) que forman parte de la flora normal de la
piel, del tubo digestivo, o incluso los microorganismos
inocuos del medio ambiente, pueden producir enferme-
dad dando lugar a las denominadas infecciones oportu-
nistas. Las alteraciones de los sistemas defensivos que
facilitan las infecciones oportunistas pueden deberse a
1) factores locales, que afectan la integridad fisica o fun-
cional de las barreras cutdaneomucosas, como sucede en
personas con quemaduras extensas, con Ulceras de decl-
bito, con heridas traumaticas o incisiones quirdrgicas y
también en pacientes con catéteres intravasculares, con
intubacién respiratoria, sonda urinaria o litiasis renal y
2) factores generales, cuando hay un déficit de la fago-
citosis, como sucede en los pacientes granulopénicos, o
déficit de la respuesta inmunitaria humoral, como se da
en los pacientes con agammaglobulinemia o mielomas
o de la respuesta inmune celular, como ocurre en los
pacientes tratados con corticoides o con medicamentos
inmunosupresores y en enfermos con cirrosis o con el
sida, entre otros.

En todos estos casos son frecuentes las infecciones
oportunistas; asi sucede, por ejemplo, en los pacien-
tes sondados o con litiasis renal, factores que predis-
ponen a la infeccién urinaria; en los portadores de intu-
bacion traqueal, que facilita la neumonia, o en los
pacientes con catéteres endovasculares que se coloni-
zan con bacterias que posteriormente causan bacterie-
mia. Asimismo, en el paciente granulopénico es fre-
cuente la infeccién de partes blandas y la bacteriemia,
y en los pacientes con sida, en los que se afecta la res-
puesta inmunitaria celular, son muy frecuentes las neu-
monias y las enteritis. Todos estos procesos pueden
estar causados por microbios no patégenos del medio
ambiente o de la flora normal denominados microor-
ganismos oportunistas (este tema se desarrolla en el
capitulo 21).

6 Las diferentes citocinas (interleucinas, I1.) parecen tener diversas acciones, muchas de ellas redundantes. Pueden clasificarse en varios grupos:
1) con accién proinflamatoria local (vasodilatacion y extravasacion leucocitaria a través de ICAM -1 y otros) y reaccion general (reaccion de fase
aguda: fiebre, astenia etc.) como la IL1, IL6 y TNF-0. 2) quimiocinas que son quimioatractantes de los leucocitos al lugar de inflamacién como
IL8, MCP-1, RANTES y 3) factores que promueve la maduracién y salida desde la medula dsea de los leucocitos como IL3 y los CSFs. Otras
como la IL2, IL4, IL5, IL'12 participan fundamentalmente en la respuesta inmunitaria.

7 La accion destructiva de los linfocitos T CD8 sobre las células infectadas por virus constituye un mecanismo de defensa, pero también puede
constituir un proceso patolégico, como se sefialaba mas arriba para el virus de la hepatitis B.
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Figura 1.5. Mecanismos de defensa.

Cuando los microorganismos patégenos (Mp) atraviesan las barreras
mucosas (B), desencadenan un proceso inflamatorio, que comporta
una vasodilatacion capilar (C) con salida a los tejidos de sustancias
bactericidas y opsonizantes plasmaticas, como la lisocima, la proteina
fijadora de mafosa, el complemento y otras, asi como de leucocitos
polimorfonucleares neutréfilos (PMN) y macréfagos (Mo). Los neu-
tréfilos y los macréfagos inician la fagocitosis de los microorganismos
invasores. Los macr6fagos, ademas, activan todo el sistema inmunita-
rio a través de los linfocitosT CD4.

Los linfocitos B (LB) reconocen los antigenos de los microbios inva-
sores y bajo el estimulo de las interleucinas IL4 e IL5 producidas por
los linfocitosT CD4, maduran a células plasmaticas (PL) que produ-
cen anticuerpos (Ac) dirigidos contra esos antigenos. Los antigenos al
unirse a los microorganismos los inactivan y facilitan su fagocitosis por
los PMN (opsonizacion). Ademas, algunos quedan como linfocitos B
memoria (BM), que responderan rapidamente ante una nueva apari-
cion del mismo antigeno.

Algunos microorganismos resisten la fagocitosis de los PMN (M. tuber-
culosis, leishmania y otros). Los macréfagos los fagocitan y exponen
en su superficie los antigenos microbianos que son reconocidos por
los linfocitosT CD4, los cuales producen interferén y (INFy) que acti-
va extraordinariamente la capacidad litica de esos macréfagos (Mol),
lo que les permite erradicar los microorganismos (Mo2).

Por ultimo, los microorganismos, como los virus, que se multiplican en
el interior de las células parenquimatosas (CP) de los tejidos (células
epiteliales, hepaticas, renales, pulmonares, etc.), y por tanto estan al
abrigo de la accion de los fagocitos, su propagacion sélo puede dete-
nerse mediante la destruccion de las células en las que se multiplican
(Dt). Esa destruccion tiene lugar por la accion de los linfocitosT CDS8,
denominados citocidas, estimulados por la IL2 producida por losT CD4.
LosT CD8 reconocen las células infectadas, porque estas exponen en
su superficie antigenos de los microorganismos que las parasitan.

PRINCIPALES SINDROMES INFECCIOSOS

Los sindromes infecciosos se describen con detalle en
la Parte 1ll de este libro. Aqui se presenta un breve resu-
men de sus principales caracteristicas, para facilitar la com-
prension de algunos conceptos expuestos en la Parte Il.

Microbiologia clinica

Infecciones de la piel

Los microorganismos pueden penetrar a través de
conductos naturales, como los foliculos pilosos o glan-
dulas sebaceas o sudoriparas, para causar lesiones supu-
radas, limitadas (foliculitis) o extensas cuando afectan a
varios foliculos contiguos (antrax). En otras ocasiones,
los microbios penetran por microheridas o traumatis-
mos, produciéndose enrojecimiento de la zona, calory
tumefaccién local por la infiltracién, consecuencia del
proceso inflamatorio agudo; en las causadas por estrep-
tococo, se producen vesiculas, ampollas o lesiones carac-
teristicas en la dermis, como el impétigo y la erisipela.
En otros casos, se produce linfangitis. Si la infeccién pro-
gresa en profundidad, se afecta el tejido celular subcu-
taneo (celulitis) sin o con necrosis. La necrosis puede
afectar a las fascias musculares (fascitis) y al muasculo
(miositis). Cuando la necrosis es importante, se habla de
gangrena.

La presencia de nodulos subcutdneos granulomato-
sos (granulomas) de evolucion crénica, que en algun caso
pueden fistulizar y acompafiarse de adenomegalias saté-
lites, responden a etiologias muy variadas (bacterias,
hongos, protozoos).

Rinitis
Las infecciones viricas de la mucosa nasal, denomi-
nadas rinitis, son muy frecuentes. Cursan con abundan-

te mucosidad y escasa afectacidon general, curando espon-
tdneamente en pocos dias.

Infecciones de la faringe (faringitis)

Se caracterizan por presentar dolor faringeo que se
exacerba con la deglucion. Se observa una mucosa oro-
faringea enrojecida, acompafiada de exudado, que a
veces tiene caracter purulento. Pueden palparse gan-
glios linfaticos laterocervicales aumentados de tamafio
(adenomegalias). También es muy frecuente en nifios
la infeccion del oido medio (otitis), caracterizada por
dolor, fiebre y supuracion ética (otorrea), y, con menor
frecuencia, laringitis y sinusitis, en ocasiones asociadas
a una faringitis. La infeccion de la epiglotis (epigloti-
tis) en el nifio es muy grave, ya que puede obstruir la
via respiratoria.

Mononucleosis

El sindrome mononucleésico se define por el incre-
mento de las células linfomonocitarias, a veces atipi-
cas, en la sangre periférica. Esta causado por diversos
microorganismos, como el virus de Epstein-Barr, el cito-
megalovirus, el virus de la rubéola, el herpesvirus 6, el
virus de la inmunodeficiencia humanay el toxoplasma.
La linfomonocitosis se acompaia de fiebre o febricula,
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faringitis con frecuencia pultacea, exantema, poliade-
nomegalias y esplenomegalia, segun el agente causal.
La faringitis estreptocécica también produce angina
pulticea, pero no se asocia al resto de signos y sinto-
mas. En la hepatitis A puede haber una discreta linfo-
monocitosis, pero la alteracion de las pruebas hepati-
cas es mayor.

Infecciones del pulmon

La infeccidn del pulmén se denomina neumonia. El
cuadro clinico tipico de la neumonia bacteriana causa-
da por el neumococo se inicia con escalofrios, fiebre, tos,
dolor toracico que incrementa con la inspiracion, respi-
racion dificultosa y profunda (disnea) y emisién de un
esputo herrumbroso, en el que se observan hematies y
leucocitos polinucleares. Existe leucocitosis con desvia-
cién a la izquierda, y la imagen radiolégica generalmen-
te revela una infiltracion pulmonar unilateral y circuns-
crita. En las neumonias de otra etiologia (micoplasma,
legionela, gripe), el cuadro clinico, radiolégico y biolégi-
co varia enormemente segun el agente causal.

Infeccién urinaria

Las infecciones urinarias afectan principalmente a
la mujer, se producen de modo ascendente y estan cau-
sadas por bacterias de la flora perineo-uretral (Escheri-
chia coliy otras), que pueden localizarse Unicamente en
la vejiga causando cistitis o alcanzar las vias altas afec-
tando a los uréteres, pelvis y rifion (pielonefritis). Las
infecciones urinarias se acompafian de sintomas carac-
terizados por la necesidad de orinar con frecuencia
(polaquiuria), siendo la miccién dolorosa (disuria) y con
molestias o dolor hipogastrico, asi como de fiebre y dolor
lumbar si hay afectacion de las vias altas.

Uretritis

La uretritis del varén, generalmente de transmision
venérea y causada por el gonococo, se caracteriza por
disuria y polaquiuria, y se acompafia de secrecion ure-
tral purulenta.

Vaginitis y cervicitis

La vaginitis y cervicitis en la mujer se suele acompa-
fiar de secrecién abundante, denominada leucorrea, y de
prurito genital, pero sus manifestaciones pueden ser muy
diversas segun el agente causal (cdndida, tricomonas,
gonococo, virus del herpes, etcétera).

Enteritis

Algunas bacterias, virus y protozoos (salmonelas,
campilobacter, rotavirus, giardia, etc.), asi como algunas
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toxinas de origen bacteriano, afectan al tubo digestivoy
causan un cuadro caracterizado por la emisién frecuen-
te de heces liquidas o pastosas (diarrea) que, de modo
variable, se acompafa de nauseas, vomitos, dolor célico
abdominal y fiebre.

Meningitis

Las meningitis son infecciones de las meninges por
localizacion metastasica de los microorganismos como
meningococo, Nneumococo o0 enterovirus, a través de la
sangre, salvo casos excepcionales en que un traumatis-
mo ha puesto en comunicacion el sistema nervioso cen-
tral con el exterior. La inflamacion de las meninges da
lugar a dolor de cabeza (cefalea), vémitos, molestia por
la luz (fotofobia), obnubilacion, y signos de irritacion
radicular que se manifiestan en forma de rigidez de nuca
y posicion en gatillo.

Infecciones éseas y articulares

Las infecciones de los huesos y articulaciones— osteo-
mielitis y artritis— pueden originarse, bien como con-
secuencia de una fractura abierta contaminada, bien
secundarias a una intervencidon quirdrgica sobre un
hueso o articulacion. En otras ocasiones se producen
por extension local desde un proceso supurativo de las
partes blandas adyacentes. También se producen oste-
omielitis o artritis a consecuencia de una diseminacion
hematdgena de las bacterias u hongos originada desde
un foco distante. En las osteomielitis y artritis agudas,
el dolor y la impotencia funcional suelen ser muy evi-
dentes.

Peritonitis

Se trata de una respuesta inflamatoria del perito-
neo, que si bien puede tener multiples causas, en el
caso de las peritonitis infecciosas suele ser consecuen-
cia de la perforacion del tracto gastrointestinal o biliar,
por neoplasia o tras un traumatismo perforante abdo-
minal o por contaminacién durante o después de una
intervencion quirdrgica. La peritonitis también puede
producirse a partir de infecciones supuradas de los
6rganos intraabdominales, en particular del Gtero y
de las trompas. Las peritonitis suelen estar causadas
por la flora intestinal polimicrobiana. En general se
trata de procesos graves de instauracion aguda, con
fiebre acompafiada de dolor abdominal intenso con
distensiéon progresiva, nauseas, vomitos y estado toxi-
co que puede abocar al shock (véase mas abajo, septi-
cemia).

En los pacientes cirréticos con ascitis puede produ-
cirse una infeccion del liquido peritoneal de modo silen-
te o con minima sintomatologia. El agente causal suele
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llegar desde el intestino por un proceso de transloca-
cién a través de la pared intestinal, anatémicamente
intacta.

Septicemia

Las bacterias y hongos que causan infecciones foca-
les pueden pasar a la sangre causando bacteriemia o fun-
gemia (septicemia). En este proceso, a los sintomas loca-
les de la infeccion, se afladen sintomas generales
evidentes, como astenia, taquicardia, escalofrios y fiebre
(continua o en forma de agujas). Se habla de shock sép-
tico cuando a este cuadro se asocia taquicardia con un
pulso débil, hipotension arterial y perfusion tisular ina-
decuada, palidez, frialdad de la piel y disminucion de la
diuresis (oliguria, anuria). Al progresar el cuadro, se pro-
duce el fracaso funcional de multiples érganos, como el
rifion, los pulmones y el corazén, y en ocasiones se
desencadena un cuadro de coagulaciéon intravascular
diseminada con petequias y/o equimosis. El cuadro de
shock séptico estd causado generalmente por bacterias y
raramente por hongos.

DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

El diagnostico etiologico de una enfermedad infec-
ciosa —es decir, la identificacion objetiva del microor-
ganismo que la estd causando— puede realizarse
mediante métodos directos que permiten la deteccion
del agente causal en el lugar donde esta produciendo la
infeccién 1) por observacion microscépica, 2) por culti-
vo —en el que se constatara el crecimiento del patoge-
no—>3) mediante la deteccion de antigenos especificos
y 4) de fragmentos del genoma propios del microorga-
nismo (DNA o RNA).

El diagnéstico etioldgico indirecto se efectiia demos-
trando, mediante pruebas inmunitarias, la presencia de
anticuerpos en el suero del paciente frente al microor-
ganismo causante de la infeccion.

Las caracteristicas biologicas de los diversos micro-
organismos — la morfologia, tamafo, estructura antigé-
nica, metabolismo y los procesos de reproduccion— son
muy variadas, por lo que las técnicas de laboratorio uti-
lizadas para la deteccion y el estudio de cada grupo
microbiano, aunque se ajustan al patrén general que se
acaba de sefialar, son muy heterogéneas.

Para efectuar los estudios en el laboratorio que per-
miten la deteccién de un microorganismo (observacién
microscopica, cultivo, deteccién de antigeno o deteccién
del genoma), debe tomarse del foco de infeccién una
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muestra de material denominada muestra clinica. Por
ejemplo, en las infecciones urinarias se toma orina, en
las enteritis, heces, en las meningitis, liquido cefalorra-
quideo, y en la septicemia, sangre. En ocasiones, del
foco infeccioso se toma un producto patolégico que se
ha formado durante la infeccién, como el pus, un esta-
celo necrético u otros. En la practica, los términos mues-
tra clinica y producto patolégico se utilizan indistinta-
mente como sinénimos, ya que en definitiva es el
material que se toma del paciente y se traslada al labo-
ratorio de Microbiologia para su estudio (orina, heces,
LCR, pus, sangre, etc.). Para los estudios seroldgicos, la
muestra clinica siempre es la sangre del paciente que
se deja coagular y de la que se obtiene el suero. En el
capitulo 12, Diagnostico etioldgico se hace referencia deta-
Ilada a la toma de muestras para el diagnéstico micro-
bioldgico.

En la figura 1.6 se resume de modo esquematico el
proceso diagndstico de una enfermedad infecciosa.
La eleccion de los métodos o las técnicas mas adecua-
das para efectuar el diagndstico microbiolégico varia
dependiendo del microorganismo que se sospecha
como causante de la infeccion, de la localizacién de la
infeccion y de los recursos técnicos y econémicos dis-
ponibles.

Tratamiento y profilaxis

El tratamiento de las enfermedades infecciosas se
basa en la administracion de antibiéticos. En algin caso
se dispone de protocolos precisos para tratar determi-
nadas infecciones, pero en otros la terapéutica se ha de
individualizar segun el agente causal y las caracteristi-
cas del paciente. No hace falta sefialar la trascendencia
histérica del descubrimiento de los antimicrobianos y su
importancia sanitaria, social y econémica. Debido a la
rapidez con que se producen los cambios en este &mbi-
to, este texto no incluye los tratamientos ni la profilaxis
de las enfermedades infecciosas. Diversas guias terapéu-
ticas de publicacién anual aportan informacién actuali-
zada sobre este temas8.

En ocasiones, para el tratamiento de una enferme-
dad infecciosa, son mas importantes determinadas accio-
nes, como el drenaje de un absceso o la eliminacién de
un cuerpo extrafio (litiasis renal, catéter, sonda, la lim-
pieza quirdrgica de una zona necrdtica, etc.) que la admi-
nistracion de antibioticos.

Siempre que sea posible, ha de evitarse el contagio
con la fuente de infeccion, lo que es de gran importan-
cia para evitar la difusién de las enfermedades de trans-
mision sexual y las infecciones intrahospitalarias. Para

8 Guia de terapéutica antimicrobiana. Mensaly cois. Masson, Barcelona; The Sanford Guide to Antimicrobial Therapy. Gilbert DN y cois. Anti-
microbialTherapy Inc,. USA; Compendio de terapéutica antiinfecciosa. Bartlett JG. Waverly Hispanica SA, Madrid.Todas estas Guias terapéu-
ticas se actualizan anualmente También pueden consultarse los protocolos terapéuticos publicados, como «Guidelines from the Infectious
Diseases Society of America (IDSA)», en www.journals.uchicago.edu/IDSA/guidelines.
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Figura 1.6. Diagnostico etioldgico de las enfermedades infecciosas.

1. La muestra clinica que ha de recogerse depende del lugar de la infeccion; por ejemplo, en una infeccion urinaria se tomara orina; en una gas-
troenteritis, heces; en una neumonia se recogera esputo u otra muestra del aparato respiratorio; en una meningitis, liquido cefalorraquideo y en
las supuraciones, pus. La muestra para las pruebas serolégicas es el suero.

2. Los microorganismos aislados por cultivo deben identificarse mediante procedimientos adecuados. Por otra parte, el antibiograma es una téc-
nica que permite conocer la sensibilidad y resistencia de los microorganismos a los antimicrobianos. En rutina se efectia Gnicamente para algu-
nas bacterias, hongos y virus.
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evitar las toxiinfecciones alimentarias, debe asegurarse
de que el agua y los alimentos no vehiculan microorga-
nismos patédgenos. La profilaxis también se basa en la
vacunacion cuando se dispone de vacunas eficaces.
Algunas enfermedades infecciosas son de declaracion

Microbiologia clinica

obligatoria a las autoridades sanitarias. Unas son de
declaracién individualizada, debiendo indicarse el nom-
bre de la persona afecta, y otras de declaracién numé-
rica, debiendo informarse an6nimamente el niUmero de
casos vistos cada semana9.

9 Enfermedades de declaracion individualizada en Espafia: amebiasis, botulismo, brucelosis, carbunco, célera, difteria, fiebre bofonosa, fiebre ama -
rilla, fiebre tifoidea y paratifoidea, hepatitis A, hepatitis B, otras hepatitis viricas, hidatidosis, legionelosis, leishmaniasis, lepra, enfermedad inva-
siva por Haemophilus influenzae b, enfermedad meningocécica, meningitis tuberculosa, paludismo, parotiditis, peste, poliomielitis, rabia, rubé
ola, rubéola congénita, sarampion, shigelosis, sifilis congénita, tétanos, tétanos neonatal, tifus exantematico, tosferina, triquinosis, tuberculosis

pulmonar, otras tuberculosis (menos pulmonar y meningitis).

Enfermedades de declaracion numérica en Espafia: enteritis y diarrea (se excluye la disenteria), escarlatina, gripe, infeccién genital por clamidia,
infeccion gonococica, leptospirosis, otras enfermedades de transmision sexual, oftalmia neonatal, neumonia, sifilis, varicela.
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CAPITULO

2 Bacteriologia (I)

LAS BACTERIAS. CONCEPTO

En la naturaleza existen dos clases de células, las pro-
cariotas y las eucariotas; las primeras son evolutivamen-
te mas antiguas, sélo se hallan como seres unicelulares
y constituyen las bacterias. El resto de los organismos
vivos unicelulares y pluricelulares estd formado por célu-
las eucariotas.

Las bacterias poseen un tamafio medio que oscila
entre 2y 10 [xm. Su citoplasma esta repleto de riboso-
mas; el material genético, constituido por acido desoxi-
rribonucleico (DNA), forma un conglomerado compac
to (nucleoide) carente de membrana nuclear. La
membrana citoplasmética estd rodeada externamente
por una pared duray elastica, de peptidoglicano (glico-
péptido, mureina), que confiere la forma a la célula. Por
su morfologia, las bacterias se clasifican en cocos, cuan-
do tienen forma redondeada, y bacilos, cuando mues-
tran una morfologia alargada.

Las bacterias se clasifican en dos grupos diferentes
en funcion de la estructura de su pared. Un grupo, las
denominadas grampositivas, s6lo poseen peptidoglica-
no; el otro, las denominadas gramnegativas, tienen ado-
sada por fuera del peptidoglicano una membrana rica en
lipopolisacaridos. Algunas bacterias tienen una cdpsula
rodeando la pared; también pueden poseer flagelos, que
facilitan su movilidad, y fimbrias (pili), que desarrollan
varias funciones, fundamentalmente de adherencia. En
las bacterias, ademas del DNA cromosémico (nucleoi-
de) puede existir DNA extracromosomico formando plas-
midos (Fig. 2.1).

Algunas estructuras bacterianas, como el lipopolisa-
carido de la pared, el polisacarido capsular y las protei-
nas de los flagelos, son antigénicas, por lo que inducen
la produccion de anticuerpos cuando infectan al hombre.

Los diferentes grupos bacterianos poseen diversas
capacidades metabdlicas (litoautétrofas, fotoautotrofas,
organoheterotrofas, etc.). El grupo que tiene interés en
medicina es el que posee un metabolismo helerétrofo; es
decir, requiere sustratos organicos como fuente de ener-
giay de carbono. Para el desarrollo de su metabolismo
algunas bacterias necesitan oxigeno (bacterias aerobias);
para otras el oxigeno resulta letal (bacterias anaerobias) y
algunas pueden multiplicarse tanto en presencia como
en ausencia de oxigeno (bacterias facultativas). Muchas

bacterias de interés en medicina se multiplican abun-
dantemente en medios de cultivo de formulacién sen-
cilla, semejantes a un caldo casero, incubados a 37 °C.

Cabe sefialar la existencia de bacterias atipicas, como
las micobacterias, cuya pared es muy rica en lipidos; son
resistentes a los acidos y a los alcalis y algunas son de
crecimiento lento. Las espiroquetas poseen una morfo-
logia espirilar; algunas, como las borrelias, crecen en
medios de cultivo, pero otras, como el treponema cau-
sante de la sifilis, no han podido ser cultivadas. Los mico-
plasmas carecen de pared, por lo que son fragiles y pleo-
morficos, requiriendo medios muy ricos y osmoéticamen-
te equilibrados para su cultivo. Por dltimo, las clamidias
y las rickettsias han perdido enzimas de vias metaboli-
cas esenciales, por lo que no se pueden cultivar en
medios artificiales y son parasitos obligados de células
eucariotas, como los virus.

En el capitulo anterior se ha sefialado que bajo el sis-
tema de nomenclatura linneano o binomial los diferen-
tes taxones que agrupan y clasifican a los seres vivos
—vy entre ellos a las bacterias— se denominan con una
palabra en latin. En cambio, para denominar las espe-
cies se utilizan dos palabras, la del género y la propia de
la especie (por ejemplo: Staphylococcus aureus). Algunas
bacterias se denominan informalmente mediante nom-
bres vernaculos o incluso coloquiales (véase el capitulo
1. La nomenclatura en biologia).

De entre el inconmensurable nGmero de especies
bacterianas existentes en la biosfera, s6lo unas pocas
colonizan las superficies cutAneomucosas del hombre, y
un numero aun mas limitado posee capacidad patége-
na, causando las enfermedades infecciosas.

En la tabla 2.1 se recogen las principales bacterias de
interés en medicina.

EL DIAGNOSTICO EN BACTERIOLOGIA

Las técnicas utilizadas para el diagndstico etiologico
de las infecciones dependen en gran medida de las carac-
teristicas biolégicas de los microorganismos que se pre-
tende detectar.

La mayoria de las bacterias se pueden visualizar a
través del microscopio Optico, ya sea en fresco o tras tin-
ciones bacteriolégicas, como la de Gram o la de Ziehl-
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Figura 2.1. Estructura de las bacterias.

Microbiologia clinica

A. Elementos esenciales de las bacterias: citoplasma: ¢; membrana celular (o citoplasmatica): me; pared formada esencialmente por un entramado
de fibras de peptidoglicano: p; ribosomas: r; nucleoide (DNA): n. Elementos accesorios: capsula: k; flagelos: f; fimbrias: fi; plasmido: pl.

B. Estructura de la pared. Cuando las bacterias se tifien por el método de Gram, unas adquieren el color violeta oscuro y otras el color rosa claro. Las
primeras se denominan grampositivas y las segundas gramnegativas. Esa diferencia se debe a la estructura de su pared. En las grampositivas la pared
esta formada por una gruesa capa de peptidoglicano y en las gramnegativas por una capa fina por fuera de la cual hay una membrana externa.

Bacterias grampositivas: BGP; Bacterias gramnegativas: BGN. Pared: de dentro a fuera: citoplasma: ¢; membrana celular: me; pared celular: p; fibras
de peptidoglicano: pg; polisacaridos: ps; membrana externa: me; lipoproteinas: Ip; lipopolisacarido de la membrana externa: LPS.

Neelsen. Asimismo, muchas bacterias se multiplican en
medios de cultivo artificiales de elaboracién sencilla 'y
posteriormente se identifican mediante pruebas bioqui-
micas que estudian sus caracteristicas metabolicas.

Por ello, el diagnéstico de las infecciones bacterianas
se efectlla mediante examen microscépico y cultivo de
la muestra clinica obtenida del foco de infecciéon (pus,
orina, liquido cefalorraquideo, etc.). Estos procedimien-
tos permiten visualizar, aislar e identificar las bacterias
causantes de la infeccién, estudiando posteriormente su

sensibilidad a los antimicrobianos mediante el antibio-
grama.

Ya se ha indicado que algunas bacterias, como los mico-
plasmas, algunos treponemas, las clamidias y las rickettsias,
no pueden visualizarse o cultivarse por las técnicas bacte-
rioldgicas convencionales (Tabla 2.1). El diagnéstico de las
infecciones causadas por estos microorganismos se lleva a
cabo mediante técnicas de deteccién de antigeno o de
secuencias especificas de sus acidos nucleicos o, alternati-
vamente, mediante pruebas serolégicasl (capitulos 8y 9).

1 Estas pruebas también pueden aplicarse a las bacterias convencionales cuando son mas eficaces que el examen microscépico y el cultivo.
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Tabla 2.1

Principales bacterias de interés en medicina

1. Bacterias que pueden observarse microscépicamente y que crecen en medios de cultivo convencionales

Acerobiasl Géneros

Cocos gram positivos2 Staphylococcus

Streptococcus

Enterococcus

Cocos gram negativos Neisseria
Moraxella

Bacilos gramnegativos Enterobacterias:
Escherichia
Shigella
Salmonella
Citrobacter
Klebsiella
Enterobacter
Pantoea
Serratia
Proteus
Morganella
Providencia
Hafnia
Yersinia

Otros bacilos facultativos:
Plesiomonas4
Aeromonas

Bacilos curvados:
Vibrio
Carnpylobacter
Helicobacter

Beicilos aerobios estrictos:
Pseudomonas
Acinetobacter
Stenotrophomonas
Burkholderia
Alcaligenes
Achromobacter

Otros bacilos gramnegativos:

Haemophilus
Brucella
Bordetella
Pasteurella
Eikenella
Kingella
Actinobacillus
Capnocytophaga
Cardiobacterium
Streptobacillus
Legionella
Afipia
Calymmatobacterium

Especies

S. aureus, S. epidermidis3 S. lugdunensis, S. saprophyticus
S. pyogenes, S. agalactiae, S. pneumoniae

Estreptococos del grupo viridans

E.faecalis, E.faecium, E. gallinarum, E casseliflavus

N. meningitidis, N. gonorrhoeae
M. catarrhalis

E coli

S. sonnei, S.flexneri, S. boydii, S. dysenteriae
S. enterica

C.freundii, C. koseri

K. pneumoniae, K oxytoca

E cloacae, E. aerogenes

P. agglomerans

S. marcescens

P mirabilis, P. vidgaris

M. morganii

P rettgeri, P. stuartii

H. alvei

Y. pestis, Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis

P shigelloides
A. hydrophila, A. caviae

V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus
C.jejuni, C. coli, C. lari, C.fetus
11 pylori

P aeruginosa, P fluorescens, P. putida
A. baumannii

S. maltophilia

B. cepadia, B. rnallei, B. pseudomallei
A faecalis

A. xylosoxidans

H. influenzae, H. parainfluenzae, H. ducreyi, H. aegyptius
B. melitensis, B. abortus, B. suis
B. pertussis, B. parapertussis

P. multocida

E. corrodens

K. kingae

A. actinomycetemcomitans

C. ochracea, C. canimorsus

C. hominis

S. moniliformis

L. pneumophila, L. micdadei

A felis

C. granulomatis
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Tabla 2.1 (CONtinuacion)
Principales bacterias de interés en medicina

1. Bacterias que pueden observarse microscépicamente y que crecen en medios de cultivo convencionales

Aerobiasl Géneros Especies
Bacilos grampositivos Corynebacterium C. diphtheriae, C.jeikeium, C. urealyticum, C. striatum
Gardnerella G. vaginalis
Listeria L. monocytegenes
Erysipelothrix E. rhusiopathiae
Arcanobacterium A haemolyticum
Nocardia N. asteroides, N.farcinica
Bacillus5 B. anthracis, B. cereus
Bacilos alcohol-acido- Mycobacterium M. tuberculosis complex, M. leprae, M. bovis, M. kansasii, M. avium
resistentes complex, M. fortuitum, M. scrofulaceum
Anaerobias6 Géneros Especies
Cocos grampositivos Peptostreptococcus P. anaerobius
Peptococcus P. niger
Cocos gramnegativos Veillonella V. paroula
Bacilos gramnegativos  Bacteroides B.fragilis, B. thetaiotaomicron, B. distasonis
Prevotella P. melaninogenica, P. intermedia, P. bivia, P. disiens
Porphyromonas P. asaccharolytica
Fusobacterium F. nucleatum, F. necrophorum
Leptotrichia L. buccalis
Bacilos grampositivos Propionibacterium P. acnés
Eubacterium E lentum
Actinomyces A israelii
Clostridium5 C. perfringens, C. tetani, C. botulinum, C. difficile

2. Bacterias de dificil observacion microscépica y que no crecen en medios de cultivo convencionales

Bacterias sin pared Mycoplasma M. pneumoniae, M. hominis, M. genitalium
Ureaplasma U. urealyticum

Espiroquetas Borrelia B. burgdorferi, B. recurrentis
Leptospira L, interrogans, L. biflexa
Treponema T. paUidum

Clamidias Chlamydia C. trachomatis
Chlamydophila C. pneumoniae, C. psittaci

Rickettsias7 Rickettsia R. conorii, R prozoazekii, R typhi, R. rickettsii
Coxiella C. burnetii
Bartonella B. bacilliformis, B. henselae, B. quintana

1 En este apartado se incluyen las bacterias aerobias estrictas/ las aerobias y anaerobias facultativas y las microaerofilas.

2 Los géneros Aerococcus, Abiotrophia, Granulicatella, Facklamia, Gemella, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Vagococcus son cocos grampositi-
vos catalasa negativa, taxonémicamente heterogéneos que se aislan excepcionalmente en clinica de infecciones oportunistas y que conviene
diferenciar de los estreptococos y enterococos. Algunos de estos géneros, como Pediococcus y Leuconostoc, son naturalmente resistentes a la van-
comicina.

3 Forma parte de un grupo denominado estafilococos coagulasa negativa.

4 Se ha propuesto de forma tentativa su incorporacion a la familia Enterobacteriaceae.

5 Forman esporas.

6 Hace referencia a las bacterias anaerobias estrictas.

7 La especie R. africae esta distribuida en América del sur, y R.felis en el Caribe.

Un aspecto fundamental para efectuar un estudio te) hayan sido tomadas, trasladadas y conservadas correc-
microbiolégico adecuado es que las muestras recogidas  tamente hasta su procesamiento. En el capitulo 12 y los
del lugar de la infeccion (o de otro lugar si fuera pertinen- siguientes se hace referencia detallada a este aspecto.
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EL MICROSCOPIO

El microscopio 6ptico permite observar las bacterias,
los hongos microscépicos y los protozoos, asi como los
huevos y larvas de los helmintos, que son invisibles a
simple vista (Fig. 2.2).

Los microscopios, como el que se representa en la
figura 2.3, poseen una superficie, denominada platina,
sobre la que se coloca el portaobjetos de vidrio en el que
se ha depositado el material clinico que se quiere exa-
minar. La preparacion se ilumina desde una fuente de
luz que posee un diafragma, denominado de campo. La
luz es proyectada y concentrada sobre la preparacion
mediante un condensador. Para conseguir la maxima
nitidez de observacion es necesario que el condensador
esté bien alineado. El condensador dispone a su vez de
un segundo diafragma, el diafragma de apertura o iris,
que regula la intensidad de la luz proyectada sobre la
preparacion. Con este diafragma se consigue un equili-
brio entre la intensidad de la iluminacion y el contraste,
debiendo estar mas abierto al observar con mayores
aumentos.

Los microscopios 6pticos poseen un sistema de len
tes para amplificar las iméagenes formado por el objeti-
vo, que es la lente préxima a la platina, y el ocular, que
es la lente a través de la cual se efectla la observacion.
Generalmente, los microscopios poseen dos oculares
(binoculares). El area de la preparacion que se visualiza
se denomina campo.

En los microscopios que disponen de varios objetivos,
éstos se sitllan en un revolver. Cada uno de ellos tiene una
lente de diferente capacidad de aumento que se intercam-

21

bian al girar el revolver. Los aumentos obtenidos con el
microscopio 6ptico son el resultado del producto del
aumento del ocular por el del objetivo utilizado.

Ocular Objetivo Aumento final
x 10 x 10 x 100
x 10 X 40 x 400
x 10 x 100 x 1.000

Para observar a 1.000 aumentos debe afiadirse una
gota de aceite entre la preparacién y el objetivo x 100 con
el fin de unificar la refringencia del sistema (inmersién).

Para enfocar la preparacién se dispone de un torni-
llo macrométrico y de otro micrométrico que permiten
adecuar la distancia entre el objetivo y la misma. De ese
modo, la muestra puede ser visualizada con nitidez.

Hay que acercar los objetivos a la preparacién sin
mirar por el ocular, vigilando lateralmente. Los objeti-
vos X 10 y x 40 no llegan a tocar la preparacion; pero si
el x 100, con el que hay que tener especial precaucion al
descenderlo, ya que puede golpear la preparacién y rom-
perse, tanto ésta como la propia lente del objetivo, que
es muy fragil. Por ello, es recomendable enfocar inicial-
mente con un objetivo de menor aumento (x 10) para
pasar después, girando cuidadosamente el revolver, al
de inmersion (Fig. 2.3).

La calidad de la observacién no solo depende de la
capacidad de aumento del microscopio, sino también de
su resolucién, que es la cualidad que permite discrimi-
nar y observar diferenciadas las estructuras préoximas

LIMITES DE RESOLUCION

Microscopia electronica Microscopia de luz Visible
0,002 [xm 0,2 jam 300 iim
Hongos y
Protozoos
4-40 um
Bacterias
0,1-10 jim
Virus
0,03-0,3 |im
i b b bra------- i bt rm--—-- bomeeees b b M- I b1 n B I [ ey ] e e =inor Jim
0,001 0,01 01 10 100 1000

Figura 2.2. Tamafio de los microorganismos y resolucién de los microscopios.

Puede verse el tamarfio de diferentes microbios, expresado en micrémetros (micrometro = miera = jxm = 10"3mm) y el limite de resoluciéon del

microscopio éptico y del microscopio electrénico (50.000 voltios).
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Lentes oculares

Revolver
Lentes del
objetivo
Platina
Tornillo
Condensador micrométrico
Diafragma _
de apertura
Fuente de Tornillo
iluminacién macrométrico
_ Tornillo para
Diafragma desplazar el
de campo portaobjetos

Figura 2.3. Microscopio optico.
En esta figura pueden observarse los elementos principales de un
microscopio 6ptico.

Dispone de dos juegos de lentes, las oculares, con un aumento de x '10,
y las del objetivo, constituidas por un juego de tres, situadas en un revol-
ver que, al girarlo, permite intercambiarlas. Su aumento respectivo es
de x 10, x 40 y x 100. Los aumentos finales son de x 100, x 400 y x 1.000.
El portaobjetos con la extensién se coloca sobre la platina y se puede
desplazar mediante los tornillos correspondientes. La luz generada por
la fuente de iluminacién se adecla a la observacion con el diafragma
de campo y el diafragma del condensador. Rara enfocar la preparacion
se utilizan los tornillos macrométrico y micrométrico que desplazan
arriba o abajo el tubo con las lentes o la platina.

entre si. El limite de resolucién equivale a la minima dis-
tancia que debe existir entre dos puntos para que apa-
rezcan individualizados y no confundidos en una man-
cha Unica. La capacidad de resolucién es inversamente
proporcional a la longitud de onda y a las aperturas
numéricas del condensador y del objetivo, que, en cier-
ta manera, vienen a indicar la intensidad del cono de luz
que penetra por el objetivo. El limite de resolucion con
luz blanca de las mejores lentes de los microscopios 6pti-
cos es de 0,2 jim.

Antes de iniciar la observacion, debe ajustarse la ilu-
minacion segun se sefiala en los protocolos técnicos 2.4
y 2.5.

Al acabar la observacion, después de retirar la prepa-
racion, debe limpiarse el aceite del objetivo y de la pla-
tina con gran cuidado, con un papel suave y adecuado.
Para limpiar el objetivo no debe utilizarse alcohol, ace-
tona u otros disolventes.

Poseen especial interés los microscopios de fluores-
cencia. La ldAmpara de estos microscopios emite unas
ondas hacia el objeto a observar cuya longitud pertene-
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ce al espectro ultravioleta que es invisible (< 380 nm). Si
los microorganismos de la preparacién se han tefiido con
una sustancia fluorescente, cuando esta sustancia reci-
be la energia ondulatoria ultravioleta la devuelve en
forma de onda del espectro luminoso (luz entre 520 y
560 nm). De este modo, los microorganismos se hacen
visibles y aparecen como elementos brillantes contra un
fondo oscuro.

Muchos microorganismos se tifien facilmente con
colorantes fluorescentes como la fluoresceina o la roda-
mina, que se unen a las macromoléculas de la superfi-
cie microbiana. Estas sustancias emiten fluorescencia al
Iser excitadas por ondas ultravioletas.

La capacidad de aumento y de resolucién del micros-
copio de fluorescencia es semejante a la del 6ptico des-
crito anteriormente. Ademas, posee varias ventajas. Una
de ellas es que, al observar los microorganismos como
elementos muy brillantes sobre un fondo oscuro, per-
mite realizar observaciones a menor aumento (x 400)
para detectarlos. Consecuentemente se puede explorar
gran parte de la preparacion en poco tiempo, ya que a
menor aumento corresponde mayor superficie de campo
observada. Otra ventaja de este tipo de microscopio radi-
ca en la posibilidad de utilizar técnicas de inmunofluo-
rescencia que se detallan més adelante (capitulo 8).

EL ASA BACTERIOLOGICA

El asa bacterioldgica, también llamada asa de plati-
no, constituye un instrumento basico en bacteriologia.
Consta de un mango de unos 20 cm de longitud en cuyo
extremo lleva adosado un filamento de platino, o mas
frecuentemente de nicrom, que acaba en un bucle. Estos
metales tienen la propiedad de alcanzar rdpidamente
temperaturas altas cuando se exponen a una fuente de
calor (la llama de un mechero o mejor una resistencia
eléctrica), y de enfriarse de nuevo rapidamente en pocos
segundos. Ello permite tocar con el extremo de nicrom
el material que contiene los microorganismos, efectuar
las extensiones en los portaobjetos o las siembras en los
medios de cultivo y esterilizar después por el calor el
extremo de nicrom, que se enfria rApidamente, y en pocos
segundos puede utilizarse de nuevo, lo que facilita la
rapidez de las manipulaciones. En la actualidad existen
asas de plastico estériles desechables (Fig. 2.4).

OBSERVACION MICROSCOPICA

Las bacterias y otros microorganismos son de dificil
visualizacion cuando se examinan directamente al
microscopio sin tefiir (en fresco), por ello se utilizan diver-
sas coloraciones que facilitan su observacién. Existen
varias tinciones empleadas en bacteriologia, pero las mas
utilizadas son la de Gram y la de Ziehl-Neelsen.
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Figura 2.4. Asa bacteriolégica.

El asa posee un mango y un filamento de nicrom, que acaba en un
bucle, o en forma de pala plana en las que se utilizan en micologfa.
Las asas se esterilizan mediante un calentador eléctrico o a la llama
de un mechero. El nicrom se calienta rapidamente al rojo y se enfria
en un instante, por lo que el proceso de esterilizar el filamento del asa
por el calor apenas dura unos segundos. Existen comercializadas asas
de plastico estériles desechables. Con el asa pueden practicarse exten-
siones en un portaobjetos y pueden sembrarse tubos o placas. Median-
te pipetas de vidrio tipo Pasteur, estériles, también puede transferirse
el material fluido a un portaobjetos o a una placa de Petri.

Para efectuar una tincion bacteriana, el primer paso
consiste en la preparacién del frotis o extensién del
material a observar sobre un portaobjetos de vidrio,
mediante un asa de nicrom o una pipeta, de modo que
se obtenga una pelicula homogénea de dicho material
(Fig. 2.5).

La tincién de Gram

Esta tincion, ademas de facilitar la observacion de las
bacterias, permite diferenciarlas en dos grupos: gram-
positivas y gramnegativas.

En la primera parte de la tincién2 la preparacion se
bafa con violeta de genciana, quedando todas las bac-
terias tefiidas de color violeta ultramar intenso. Al cubrir-

2 Véase Protocolo técnico 2.3.
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Figura 2.5. Preparacion del frotis o extensién.

Si se desea practicar una extensién (frotis) de una muestra fluida, como
la orina, el LCR o un cultivo en medio liquido, se toma con el asa la
muestra del material a estudiar y se deposita sobre el portaobjetos exten-
diéndola mediante movimientos suaves de rotacién sobre una super-
ficie circular de alrededor de 1 cm de didmetro. Si el material es sélido,
como una colonia bacteriana, se deposita previamente sobre el porta-
objetos una gota de agua destilada estéril; se toma una pequefia por-
cion de la colonia con el asa y se emulsiona en la gota de agua del por-
taobjetos. Una vez secas las preparaciones, pueden fijarse y tefiirse.

se posteriormente la preparacion con una mezcla de alco-
hol y acetona algunas bacterias conservan dicha colora-
cion, mientras que otras se decoloran y la pierden total-
mente. Las que conservan la coloracién violeta se
denominan grampositivas, y las que la pierden, gram-
negativas. En la segunda parte de la tincion se hace actuar
un colorante que contraste notablemente con el prime-
ro para tefiir las bacterias gramnegativas que han que-
dado decoloradas. Si se utiliza la fucsina diluida o la safra-
nina, adquieren el color rosado. El caracter grampositivo
(violeta intenso) o gramnegativo (rosa suave) de las bac-
terias depende de la estructura de su pared.

La tincién de Gram es la mas utilizada de todas las
tinciones bacterioldgicas, ya que permite visualizar la
mayoria de las bacterias. La tincién consigue: 1) facilitar
la observacion nitida de las bacterias y, por tanto, su dife-
renciacién en formas redondeadas, denominadas cocos,
y formas alargadas, denominadas bacilos, y 2) su clasi-
ficacion en funcion de su apetencia tintérea en gram-
postivas y gramnegativas (Fig. 2.6).

Observacién microscopica
de las muestras clinicas

El examen microscopico cuidadoso de las muestras
clinicas tefiidas por el método de Gram permite visua-
lizar las bacterias causantes de la infeccion y en muchos
casos su identificacion con caracter presuntivo. En
efecto, aunque la observaciéon microscépica de un neu-
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Tincién de Gram

O

m Violeta de genciana
® Alcohol-acetona O
Safranina C3

Crampositiva Gramnegativa

Figura 2.6. Tincién de Gram.

Las bacterias sin tefiir se observan al microscopio como elementos tenues
dificiles de visualizar; para facilitar su observacion se utiliza la tincion de
Gram. Para realizarla se efectlia una extension del material a tefiir. Se
bafia con violeta de genciana, que tifie todas las bacterias de color viole -
ta oscuro intenso. Se lava la preparacion con agua y se bafia con lugol,
gue actia como mordiente. Se decanta el lugol y se decolora la prepara-
cion con alcohol-acetona. Unas bacterias retienen el color violeta y otras
se decoloran. Las primeras son las grampositivas. Para visualizar bacte-
rias gramnegativas, que se han decolorado, se tifien con un colorante de
contraste de color rosa suave como la safranina o la fucsina diluidas FI
resultado de la tincién de Gram (grampositivas, violeta; gramnegativas,
rosa) depende de la estructura de la pared (véase Fig. 2.1).

mococo, un meningococo, una nocardia u otra bac-
teria suele permitir su identificacion por personas
experimentadas, siempre es mejor considerar esta iden-
tificacion como presuntiva hasta que se haya efectua-
do la identificacion metabdlica de la bacteria después
del cultivo.

En la figura 2.7 se representa la morfologia de algu-
nas bacterias de interés en medicina.

TECNICAS Y MEDIOS DE CULTIVO

Al sembrar una muestra clinica en un medio de cul-
tivo, las bacterias existentes en la muestra empiezan a
multiplicarse. Como la mayoria de las bacterias se dupli-
can cada 20-30 minutos, entre las 18 y las 24 horas se
habréan desarrollado abundantemente. Ello permitira su
deteccion aunque su nuamero inicial en la muestra clini-
ca fuera muy bajo y, por tanto, no hubieran podido ser
observadas en el examen microscopico. Ademas, el ais-
lamiento de las bacterias por cultivo permite su poste-
rior identificacion y el estudio de su sensibilidad a los
antimicrobianos.

Los medios de cultivo deben contener los elementos
nutritivos necesarios para permitir la multiplicacién de
las bacterias. Inicialmente, pueden clasificarse en dos
grupos: medios liquidos y sdélidos.

Microbiologia clinica

Medios liquidos

Un medio liquido es una infusién que se prepara
poniendo carne picada en una olla con agua, que se lleva
a ebullicion para solubilizar y extraer de la carne las pro-
teinas, los factores esenciales y los oligoelementos. Este
caldo se filtra para obtener un medio limpido, se afiade
cloruro sodico y se esteriliza al autoclave. También puede
prepararse, mas cOmodamente, disolviendo en el agua
unos gramos de un buen extracto de carne comerciali-
zado en lugar de utilizar la carne picada. Ademas, sue-
len afiadirse otros nutrientes, como peptonas y glucosa,
asi como cloruro s6dico y un tampoén de pH (Fig. 2.8).

Medios sélidos

A un medio de cultivo liquido puede afadirse una
sustancia gelificante, como el agar en polvo, que
se disuelve por ebullicion. Al enfriarse convierte el medio
liquido en sélido, con una consistencia como la de la jalea
de membrillo. Por calentamiento funde de nuevo y se
puede verter en diversos recipientes, en los que al enfriar-
se adquiere nuevamente la consistencia sélida.

Los medios de cultivo se reparten en tubos, placas de
Pelri, botellas 0 matraces, segln las necesidades. Las pla-
cas de Petri son recipientes cilindricos de plastico o vidrio
transparente con una tapa, en las que se vierten los
medios sdlidos, ofreciendo una gran superficie para la
siembra3 (Fig. 2.9).

Aislamiento de las bacterias. Colonias bacterianas

Si imaginamos que en un material clinico — pus, orina,
etc.— hay un solo tipo de bacteria (una sola especie), bas-
taria sembrarlo en un medio de cultivo liquido, en el cual
las células bacterianas se multiplicarian libremente en
suspension, enturbiando progresivamente el medio a
medida que aumenta su namero. Como sélo existiria un
tipo de bacteria, podria identificarse y estudiar su sensi-
bilidad a los antibidticos; pero, como habitualmente no
se conoce ese punto y con frecuencia en el material cli-
nico hay varios tipos de bacterias, se utilizan medios so6li-
dos para aislar (separar) e individualizar cada una de las
diversas bacterias existentes en la mezcla'.

Para este propoésito, la siembra del material clinico se
efectiia con un asa de nicrom sobre la superficie del agar
contenido en una placa de Petri, por la técnica de ago-
tamiento, que permitira separar las diferentes bacterias
de la mezcla. La siembra por agotamiento consiste en
reseguir en zigzag la superficie del medio con el asa de
nicrom previamente cargada con el material a sembrar
(orina, pus, etc.). Las células bacterianas se van deposi-
tando sobre la superficie del agar a lo largo del recorri-
do del asa, al final del cual quedan pocas bacterias, por

3 Las placas de Petri tienen diversos tamarios, siendo las de 9 cm de didmetro por 1 cm de alto las mas utilizadas.
4 Sélo puede identificarse una bacteria cuando esta pura en un cultivo. Las mezclas de bacterias no pueden identificarse, ya que los caracteres

resultantes serian la suma de los caracteres de las existentes.
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Figura 2.7. Morfologia de algunas bacterias de interés médico.

Tanto la forma de las bacterias corno el color que adquieren tras la tincion de Gram dependen de la pared, que es rigida. Los patrones morfolo-
gicos basicos de las bacterias estan representados por la forma redondeada, a la que se denomina «coco» y la alargada conocida como «bacilo».
Los cocos pueden disponerse en parejas, «diplococos», o formar cadenas, a veces poseen capsula. Los bacilos pueden ser rectos o «fusiformes»,

lineales o curvados formando «vibriones» o «espirilos». Algunos bacilos forman esporas.

1. Estafilococos, 2. Estreptococos, 3. Neumococos (diplococos capsulados).

4. Neisserias (gonococo y meningococo). Acinetobacter y Moraxella tienen una morfologia semejante.

5. Enterobacterias (Escherichia, Klebsiella, Proteus, etc.). Pseudomonas. Parvobacterias (Brucella, Pasteurella, Haemophilus).
6. Bacterias espirilares (Campylobacter, Helicobacter) y vibriones (Vibrio cholerae). 7. Bacteroides y fusobacterias (anaerobios).
8. Bacillus. Clostridium (anaerobios) ambos géneros forman esporas. 9”Actinomicetales (Nocardia, estreptomices) '10. Corinebacterias 11. Mico-

bacterias (bacterias alcohol-acido resistentes).

12. Levaduras (hongos unicelulares). Se incluyen con objeto de comparacién del tamafio.

lo que se depositan muy separadas unas de otras (Pro-
tocolo técnico 2.6).

Las placas se llevan a la estufa y durante la incuba-
cion, generalmente de 18 a 24 horas, cada bacteria depo-
sitada sobre el agar se multiplica, dando lugar a unos
agregados de millones de bacterias que forman las colo-
nias, cuyo tamafio es de varios milimetros, por lo que
son visibles a simple vista. Las bacterias que al final del
recorrido del asa quedaron en el agar separadas entre si
dan lugar a colonias perfectamente separadas — aisla-
das— constituidas cada una de ellas por bacterias del
mismo tipo, idénticas a la que las originé (Fig. 2.10).

Al observar las colonias en los medios de cultivo
debe evaluarse su tamafo, su forma, la textura (muco-
sas, lisas, rugosas), el brillo de la superficie y el aspec-
to de sus bordes, lo que permitird constatar si existe un
solo tipo de colonia 0 méas de uno. La utilizacién de
pequefias lupas de relojero facilita enormemente la
identificacion de las colonias y permite observar ele-

mentos discriminativos que no pueden apreciarse a
simple vista.

Clases de medios de cultivo

Como se ha indicado anteriormente, los medios de
cultivo seglin su consistencia pueden ser liquidos o séli-
dos (coloquialmente, caldos y agares). Independiente-
mente de que los medios sean liquidos o sélidos, desde
el punto de vasta de su aporte nutritivo pueden ser usua-
les o enriquecidos.

Medios usuales

Los medios usuales contienen las sustancias nutriti-
vas minimas para el crecimiento de las bacterias meta-
bolicamente no exigentes, como el colibacilo o los esta-
filococos. Se preparan con una infusiéon o extracto de
carne, afiadiéndose agar cuando se desea obtener un
medio sélido, como se ha descrito més arriba y se mues-
tra en la figura 2.8. A estos medios también se les puede
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Figura 2.8. Medios de cultivo.

Los medios de cultivo liquidos, denominados coloquialmente «cal-
dos», se preparan poniendo en una olla o matraz un litro de agua, 20
g de extracto de carne y 5 g de cloruro sédico. Puede afiadirse unos
gramos de peptona, que contiene péptidos y aminoéacidos, asi como
glucosa y un tampén fosfato. El extracto de carne y las peptonas se
hallan comercializados. La olla o el matraz se lleva al fuego hasta la
ebullicion del agua, para disolver las sustancias afiadidas. Si es nece-
sario, se filtra para obtener un caldo limpido. Se reparte en matraces
o botellas o se dispensa en tubos u otros recipientes que se esterilizan
en el autoclave (115-121 °C durante 20 minutos).

Si al medio liquido, durante su preparacion o bien después, se afiade
12 g de agar en polvo, que se disuelve por ebullicién, al enfriarse, el
medio gelifica, volviéndose sélido.

Figura 2.9. Placas de Petri.

Las placas de Petri, como las representadas en esta figura, son reci-
pientes planos de vidrio o plastico transparente. Las mas utilizadas tie-
nen una base de 9 cm de didmetro por 1 cm de alto y poseen una tapa,
aunque existen placas de diferentes didmetros. Los medios sélidos
pueden fundirse por el calor y mientras estan fundidos se pueden ver-
ter en las placas de Petri tal como se representa en esta figura. Al enfriar-
se, el medio solidifica y ofrece una amplia superficie para la siembra
por agotamiento.

afiadir una pequefia cantidad de peptona (concentrado
de péptidos y aminoacidos), extracto de levaduray glu-
cosa, con lo que se consigue que tengan mayor valor
nutritivo. También se afiade a algunos medios almidén
o carbon, que fijan y neutralizan sustancias toxicas para
las bacterias que se encuentran en algunos ingredientes
del medio. Los medios de cultivo, ademas del aporte

Microbiologia clinica

Figura 2.10. Aislamiento de las bacterias. Siembra por agotamiento.

Detalle de la técnica de siembra por agotamiento en una placa de Petri.
El asa cargada con la muestra clinica, recorre la superficie del agar
segun se indica en el dibujo. Las células bacterianas que contiene la
muestra se van depositando cada vez méas espaciadas a lo largo del
recorrido del asa (porque al irse depositando quedan menos).

La placa se lleva a la estufa a incubar. A partir de cada célula deposi-
tada se forma una colonia. Como en la parte final del recorrido del asa
se depositan pocas células, al dia siguiente, en esa zona se observa las
colonias bien aisladas por lo que se pueden locar individualizadamen-
te con facilidad.

nutritivo suficiente, deben poseer un pH y una osmola-
ridad adecuados para la multiplicacion de las bacterias.

Los medios usuales se emplean como tales para el
cultivo de las bacterias no exigentes, pero también son
utilizados como base para la preparacién de otros medios
(enriquecidos, selectivos, etcétera).

Medios enriquecidos

Son medios usuales a los que se afiade suero, sangre
o factores esenciales especificos, como vitaminas o cofac-
tores. Permiten el crecimiento de las bacterias exigentes
en requerimientos nutritivos, como los estreptococos, el
neumococo, el gonococo, las bacterias hemofilas, y otras
gue no crecen bien en los medios usuales.

Ademas, en los medios con sangre puede observar-
se si alrededor de la colonia se ha producido un halo de
hemolisis por accion de las hemolisinas liberadas por las
bacterias. Las colonias pueden producir una hemolisis
total, de modo que el agar se vuelve transparente alre-
dedor de la colonia (hemolisis (3), o una hemolisis par-
cial, formandose un halo verdoso alrededor de la colo-
nia (hemolisis a). Todas estas caracteristicas (tamafio,
forma, hemolisis...) permiten detectar la presencia de
diversos tipos de colonias y orientar sobre el microorga-
nismo que las forma.

Desde el punto de vista de su finalidad, los medios se
pueden clasificar en: 1) medios de aislamiento, 2) medios
para resiembra, 3) medios de identificacion, 4) me-
dios para antibiograma y 5) medios de conservacion.

Medios de aislamiento

Los medios utilizados para el aislamiento de las bac-
terias por la técnica de agotamiento han de ser sélidos,
segun se ha explicado anteriormente. Estos medios deben
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ser nutricionalmente adecuados para las bacterias que
se desea aislar; es decir, usuales para bacterias no exi-
gentes y enriquecidos para las exigentes.

Medios selectivos

Cuando de una mezcla bacteriana interesa aislar
especificamente un solo tipo de bacteria que esta en esca-
sa cantidad, es recomendable utilizar medios selectivos.
Dichos medios permiten el crecimiento de esa bacteria,
inhibiendo al resto de las existentes en la muestra. Diver-
sas sustancias afiadidas a un medio de cultivo pueden
cumplir esta funcion, entre otras el cloruro soédico a con-
centracién elevada, el citrato sodico, el cristal violeta, las
sales biliares, asi como diversos antibi6ticos y antisépti-
cos. Cada producto inhibe a un grupo de bacterias sin
afectar a otras.

Existen buenos medios selectivos para aislar estafi-
lococos, estreptococos, enterococos, listeria, meningo-
coco y gonococo, salmonelas, shigelas, yersinia, campi-
lobacter, vibrio, legionela y nocardia entre otras bacterias;
cada uno con su composicién particular.

Medios de enriquecimiento

En algln caso puede ser util sembrar previamente la
muestra en un medio de enriquecimiento. Son medios
liguidos que cumplen la misma funcién que los selecti-
vos; es decir, permiten la multiplicaciéon de la bacteria
buscada e inhiben las otras. Tras su incubacién, debe
resembrarse por agotamiento en un medio selectivo séli-
do para obtener colonias aisladas de la bacteria buscada.

Medios selectivo-diferenciales

En los medios selectivos siempre crecen algunas bac-
terias diferentes a la buscada, por ello, para diferenciar
las distintas colonias, se afiade a los medios selectivos
sustancias que confieren un color diferente a las colo-
nias segun la distinta actividad metabdlica de las bacte-
rias que las forman, convirtiéndolos en medios selecti-
vo-diferenciales.

Para ese propdsito se utilizan azticares como el mani-
tol, la lactosa, el sorbitol y otros, junto con un indicador
de pH (rojo neutro, azul de bromotimol, etc.). Por ejem-
plo, puede prepararse un medio de cultivo sélido con
gran cantidad de cloruro sédico, que inhibe a la mayo-
ria de las bacterias pero permite el crecimiento de los
estafilococos (medio selectivo para estafilococos), al que
se afiade manitol y rojo de fenol como indicador. El
medio, cuyo pH es neutro, posee un color rosa palido, y
las bacterias que no utilizan el manitol, como la mayo-
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ria de las especies de estafilococo, forman colonias blan-
cas. El estafilococo dorado metaboliza el manitol, por lo
que produce catabolitos acidos, y la colonia y el medio
alrededor de ella adquieren color amarillo intenso, ya
gue a ese pH el indicador (rojo de fenol) cambia el color
de rosa a amarillo. Un medio de este tipo inhibe la mayo-
ria de las bacterias, excepto los estafilococos. Permite
detectar el estafilococo dorado (S. aureus), que es muy
patégeno, por sus colonias amarillas, diferenciandolo de
la gran mayoria de estafilococos no patégenos, que tam-
bién crecen en el medio dando lugar a colonias rosadas
0 blancas (S. epidermidis y otros).

Asimismo, pueden prepararse medios diferenciales
basandose en reacciones metabdlicas diferentes de la
fermentacion de los azucares, como la decarboxilacion
de la lisina, la produccion de acido sulfhidrico y otras,
que también comportan cambios de color en las colo-
nias.

En la actualidad, los medios selectivo-diferenciales
tienden a prepararse utilizando sustancias cromogéni-
cas. Dichas sustancias son productos quimicos de sinte-
sis que son incoloros cuando se unen a sustratos natu-
rales por enlaces que son hidrolizados por enzimas
microbianas especificas. Cuando la enzima microbiana
hidroliza el enlace, se libera el compuesto cromogénico,
gue adquiere un color intenso. Asi, por ejemplo, la galac-
tosa se une a un colorante, el ortonitrofenol (ONF), por
un enlace quimico que es reconocido por una enzima
bacteriana, la p-galactosidasa, cuya funcién natural es
reconocer e hidrolizar el enlace entre la galactosa y la
glucosa (que constituyen la lactosa). EI complejo galac-
tosa-ONF es incoloro, pero cuando es hidrolizado por
la p-galactosidasa y se libera el ONF, éste adquiere un
intenso color amarillo. La aparicion de ese color en la
colonia y a su alrededor indica la presencia de la enzi-
mab. Algunas enzimas son especificas de un género, una
especie o propias de un reducido nimero de especies,
por lo que su deteccién permite su identificacion. Asi,
por ejemplo, el medio CPS 1D3®, el medio Chromoge-
nic UTI®, el medio CHROMagar Orientation® o el medio
URI Select 4®, en el que crecen practicamente todas las
bacterias causantes de infeccidon urinaria, permiten la
identificacion directa de las méas frecuentes, como Esche-
richia coli, Proteus mirabilis y enterococos, y la orienta-
cion de otras especies, al poner en evidencia la actividad
enzimética de la (3-glucuronidasa o la (3-galactosidasa y
la (3-glucosidasa de las bacterias formandose colonias de
diferentes colores segln la especie (Fig. 2.11). Estos carac-
teres pueden completarse con el estudio radpido del indol
y la fenilalanina desaminasa.

Como se ha sefialado, esta linea de medios de aisla-
miento, basada en la incorporacion de diversas mezclas

5 Estos sustratos cromogénicos también pueden utilizarse en suspension en agua destilada o en un tampén en un tubo (1 mi) como una prue-

ba de identificacion (véase mas adelante).
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Figura 2.11. Medios diferenciales clasicos y cromogénicos.

A la izquierda, puede observarse como el clasico medio de MacConkey
permite diferenciar las bacterias que atacan la lactosa (Escherichia coli,
rosa) de las que no la atacan (Shigellafiemen, transparente). Los medios
cromogénicos mejoran la capacidad diferencial de los medios clasicos y
permiten efectuar una identificacion muy especifica de algunas bacterias
como £. coli, Klebsiella, Enterococcus y otras. A la derecha puede observar-
se el aspecto de las diferentes colonias crecidas en un medio cromogé-
nico.

Figura 2 12. Medios diferenciales cromogénicos.

Microbiologia clinica

cromogénicas a medios selectivos y no selectivos, per-
mite la identificacion presuntiva de alguna de las bacte-
rias aisladas con un nivel tan elevado de especificidad
gue, en la practica, hace innecesaria la realizacién de
pruebas confirmatorias (Fig. 2.12).

Incubacion

Cada tipo de bacteria requiere para su multiplicacion
una temperatura y atmésfera adecuada. Por ello, una vez
sembrados los medios de cultivo, deben llevarse a la estu-
fa, en cuyo interior existe la temperatura 6ptima para el
crecimiento de las bacterias, que es de 35 a 37 °C para la
mayoria de las de interés médico.

Para incubar los medios en aerobiosis, basta con poner
las placas o los tubos en el interior de una estufa, cuya
atmosfera es la del ambiente. En estas condiciones cre-
cen bien las bacterias aerobias (tanto las aerobias estric-
tas, que so6lo crecen en presencia de oxigeno, como las
aerobias y anaerobias facultativas, que crecen tanto en
presencia como en ausencia de oxigeno).

Para incubar los medios en anaerobiosis y permitir la
multiplicaciéon de las bacterias anaerobias estrictas, que

La introduccion de los medios cromogénicos, algunos disefiados especificamente para el cultivo de la orina en las infecciones urinarias, permi-
te identificar presuntivamente con buena especificidad diferentes microorganismos. Arriba: (izquierda) Escherichia coli; (derecha) Klebsiella pneu-
moniae. Abajo: (izquierda) Enterococcusfaecalis; (derecha) Pseudomonas aeruginosa.
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so6lo crecen en ausencia de oxigeno, uno de los métodos
habituales es el empleo de pequefios recipientes o jarras
de cierre hermético, de cuyo interior se elimina el oxige-
no por diferentes métodos (véase el capitulo 4).

Para lograr una atmosfera aerobia enriquecida en CC)2
que facilita el crecimiento de las bacterias capnéfilas, como
el neumococo, el gonococo, el meningococo, Haemophi-
lus influenzae y otras, se han propuesto diversos métodos:
puede utilizarse un recipiente cerrado, como el descrito
anteriormente, en cuyo interior se enciende una vela que
en la combustion genera CO, sin consumir todo el 0 2
existente, o bien mediante sobres comercializados con
reactivos, que en contacto con el agua generan C 02

Cuando se trabaja con un nimero elevado de placas
y tubos que hay que incubar en anaerobiosis estricta o
en una atmoésfera enriquecida en C 02 es preferible uti-
lizar, en lugar de jarras, estufas de cierre hermético en
cuyo interior, por inyecciéon de N2y C 02en proporcio-
nes adecuadas, se genera la atmosfera deseada.

Medios para resiembra

Cuando en los medios de aislamiento se observan
colonias, debe transferirse una colonia de cada tipo,
mediante el asa, a un nuevo medio que permita su cre-
cimiento en cultivo puro para su identificacion. Este pro-
ceso se denomina resiembra.

Los medios para resiembra, que suelen repartirse en
tubos, deben satisfacer las exigencias nutritivas de la bac-
teria a resembrar para permitir su crecimiento. Sin embar-
go, cuando las colonias en la placa de aislamiento son lo
suficientemente grandes, accesibles y estan bien aisla-
das, se puede realizar con el asa una suspension espesa
de la colonia en 1-2 mi de solucién salina contenida en
un tubo, lo que permite realizar directamente las prue-
bas de identificacion y el antibiograma. Esta técnica tiene
laventaja de adelantar un dia el resultado al eliminar las
24 horas de incubacion de la resiembra.

Medios para identificacion, antibiograma
y conservacion

Con la suspension de la colonia en solucién salina o
la resiembra, se procede a la identificacion metabdlica
de la bacteria, inoculando diversos medios de identifi-
cacién que permiten revelar las diferentes reacciones bio-
guimicas del microorganismo.

El estudio de la sensibilidad a los antibiéticos (anti-
biograma) también requiere el empleo de medios ade-
cuados.

La conservacién en un archivo de las cepas aisladas
se puede realizar sembrandolas en medios adecuados
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denominados «medios de conservacion». Estos deben
guardarse, después de incubados, en un lugar fresco al
abrigo de la luz, lo que permite mantener las cepas via-
bles durante un tiempo variable de semanas o meses
segun el microorganismo. Para las bacterias no exigen-
tes, los medios, légicamente, deben permitir el creci-
miento bacteriano, pero deben ser nutritivamente pobres.
Preferentemente, las cepas se conservaran congeladas
en leche descremada o caldo con glicerol a-80 °C o lio-
filizadas.

Medios comercializados

En la actualidad s6lo se preparan artesanalmente,
tal como se ha sefialado anteriormente, algunos medios
de cultivo que no se encuentran en el comercio. La
mayoria de los medios pueden adquirirse en forma des-
hidratada (medios en polvo). Siguiendo las instruccio-
nes del fabricante, el polvo se disuelve en agua por ebu-
Ilicién y, una vez disuelto y ajustado el pH, se reparte
en matraces y se esteriliza. Una vez que se ha enfria-
do, si es necesario, se afladen componentes termolabi-
les esterilizados por filtracién, y se reparte en tubos o
placas de Petri. Hoy en dia, en muchos laboratorios ni
siquiera se preparan los medios a partir de sus compo-
nentes deshidratados, sino que se compran placas cié
Petri o tubos conteniendo los medios preparados para
Su usob6.

MEDIOS DE CULTIVO. DESCRIPCION

Medios de aislamiento

Caldo (nutritivo) usual. Para su elaboracion se uti-
lizan 500 g de carne picada por litro de agua, se lleva a
ebullicion y se filtra para obtener una infusién de carne.
Alternativamente, se puede preparar afiadiendo a 1 1de
agua 10-20 g de un extracto de carne comercializado. En
ambos casos, se afiaden 5 g de cloruro sodico. Esta for-
mulacién puede complementarse con peptonas, extrac-
to de levadura y/o glucosa; asimismo, puede incorporar-
se un tampon (fosfato disédico u otro).

Este tipo de medios se encuentra comercializado bajo
diferentes denominaciones; segin su formulacién mas
0 menos rica: caldo nutritivo, caldo de infusién de cere-
bro-corazén (BHI), caldo triptona de soja (TSB), caldo
brucela, caldo Columbia, etc. Cabe sefialar que alguno
de estos medios (BHI, TSB, Columbia) pueden ser bas-
tante ricos desde el punto de vista nutritivo.

Estos medios liquidos, con diversos grados de suple-
mentos nutritivos, pueden utilizarse para cultivar bacte-
rias o como base de otros medios liquidos o solidos.

6 Comercializan medios de cultivo: Anaerobe Systems, Applied Biosystems. BL) Diagnostics; Microbiology Systems. bioMcrieux. CHROMagar,

Copan Diagnostics, Inc. Oxoid Inc. Reme) Inc.
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Agar (nutritivo) usual. Es un medio sélido que se
prepara afiadiendo 12 g de agar-agar a un caldo usual
como los descritos anteriormente. Existen diversas cla-
ses de agar nutritivo comercializadas: agar nutritivo, agar
de infusion de cerebro-corazén (BHI agar), agar tripto-
na de soja (TSA), agar bracela, agar Columbia, agar GC,
etcétera.

Agar sangre. Se prepara afiadiendo 5% de sangre de
carnero a un agar base rico, como el agar Columbia, agar
bracela, TSA, agar GC y otros. Cuando se pretende leer
la hemolisis, se debe preparar el medio sin aztcares (glu-
cosa u otros).

Agar sangre-4cido nalidixico y colistina. Es un agar
sangre, formulado con agar Columbia como base, al que
se aflade acido nalidixico y colistina, que lo hacen selec-
tivo para los estreptococos, incluyendo el neumococo y
los enterococos, asi como la listeria.

Agar sangre para anaerobios. Es un agar sangre con
base de TSA u otra, enriquecida con heminay vitamina
K. Si se incorpora kanamicina y vancomicina, el medié
se convierte en selectivo para bacilos gramnegativos ana-
erobios (Bacteroides, Prevotella, fusobarterias).

Agar chocolate. Es un agar con una base rica (GC
agar) al que se afiade factor X (hemina) y factorV (NAD).
Permite el aislamiento de los hemaéfilos, el gonococo y
el meningococo.

Agar Thayer-Martin. Es un agar chocolate prepara-
do con agar GC como base, al que se ha afiadido colis-
tina, vancomicina y nistatina para hacerlo altamente
selectivo para el gonococo y el meningococo.

Medio de Chapman (Mannitol salt agar). Es un
medio selectivo para estafilococos por su elevado con-
tenido en cloruro sédico (75 g/1). Incorpora manitol y
rojo de fenol, por lo que permite diferenciar las especies
manitol-positivas (S. aureus y otras), que forman colo-
nias amarillas, de las manitol-negativas (S. epidermidisy
otras), cuyas colonias son blancas.

CHROMAgar Staph aureus. Medio cromogénico
selectivo para S. aureus.

CHROMAgar MRSA. Medio cromogénico para la
deteccion de S. aureus meticilin resistente (MRSA).

CHROMAGgar Listeria. Medio cromogénico para
listeria. Permite diferenciar L. monocytogenes de otras
especies de listeria por el color caracteristico de la colo-
nia.

Agar MacConkey. Es un medio selectivo para baci-
los gramnegativos no exigentes (enterobacterias, pseu-
domonas y otros) debido a la incorporacion de sales bilia-
res y cristal violeta. Contiene, ademas, lactosa y rojo
neutro, por lo que permite diferenciar las colonias rojas
caracteristicas de las bacterias que atacan a la lactosa (E.
coli, Klebsiella, etc.) de las que no la atacan que son inco-
loras (Salmonella, Shigella, Yersinia, Proteus).

Microbiologia clinica

Agar MacConkey-sorbitol. Este medio es el agar cla-
sico de MacConkey, al que se ha substituido la lactosa
por el sorbitol. La mayoria de las cepas de E. coli fermen-
tan el sorbitol (colonias rojas), excepto las del serotipo
0'157:H7 —causante de colitis hemorragica— que no lo
fermentan (colonias incoloras).

Agar eosina azul de metileno (EMB de Levine).
Es un medio selectivo diferencial para bacterias gram-
negativas no exigentes. Los colorantes contenidos en
el medio inhiben el crecimiento de las bacterias gram-
positivas, excepto el de enterococo. Con ello, se permi-
te la diferenciacién de las enterobacterias fermentado-
ras de la lactosa (color violeta intenso) de las no
termentadoras (grisaceas). E. coli aparece violeta, como
lactosa positiva, pero con un brillo metalico caracteris-
tico. Permite el crecimiento de nocardia formando colo-
nias tipicas.

Agar cistina lactosa electrolito deficiente (CLED).
Es un medio que se utiliza principalmente para el uri-
nocultivo; no contiene NacCl, por lo que impide la inva-
sion de los proteus, y la presencia de cistina permite el
crecimiento de bacterias mas exigentes.

Agar Hektoen. Es un medio utilizado para el aisla-
miento de Salmonella y Shigella. Formulado con una
base rica, las sales biliares actian como elemento selec-
tivo. Como elementos diferenciales, se incorporan la
lactosa, sacarosa y salicina, que no son fermentadas por
las salmonelas ni las shigelas. Como indicadores, se uti-
lizan el azul de bromotimol y la fucsina acida (que
poseen una ligera accion selectiva frente a los cocos
grampositivos). También permite identificar las colo-
nias productoras de acido sulfhidrico (el medio contie-
ne tiosulfato sédico como fuente adicional de azufre y
citrato férrico amdnico, que actia como indicador cié la
produccion de SH2 ya que, al combinarse con éste, da
lugar a un precipitado negro). Las colonias de shigela
son verdes o transparentes, y las de salmonela, verdes
o transparentes con un precipitado negro (SH2) en el
centro.

Agar Salmonela-Shigela (SS). Medio para el aisla-
miento de Salmonella y Shigella. Los elementos selec-
tivos son las sales biliares, citrato sédico y férrico, tio-
sulfato y el colorante verde brillante. El caracter dife-
rencial se basa en la fermentacion de la lactosa, siendo
el indicador utilizado el rojo neutro. Las colonias lac-
tosa-positivas son de color rojo, mientras que las colo-
nias lactosa-negativas son transparentes. Al igual que
en el medio de Hektoen, el tiosulfato sddico y el citra-
to férrico amdénico permiten detectar las colonias pro-
ductoras de SH2. Las colonias de Shigella son transpa-
rentes, y las de Salmonella, transparentes con el centro
negro.

Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD). Medio dife-
rencial y selectivo utilizado para el aislamiento y dife-
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renciacion de bacterias enteropatégenas de muestras cli-
nicas. Contiene azulcares y extracto de levadura como
base nutritiva, desoxicolato sédico como agente selecti-
vo y rojo de fenol como indicador. La presencia de tio-
sulfato sédico y de citrato férrico amonico permite la
deteccion de colonias productoras de SH2 La presencia
de xilosa y lisina ayuda a la diferenciacién de las colo-
nias de shigela y salmonela.

Agar cefsulodin-irgasan novobiocina (CIN). Es un
medio selectivo para yersinia por la incorporacién de
desoxicolato sédico, cristal violeta, cefsulodin, irgasan y
novobiocina.

Contiene manitol como azucar diferencial y rojo neu-
tro como indicador. Las colonias de yersinia presentan
un borde transparente con un amplio centro rojo muy
intenso en ojo de buho.

No es un medio totalmente especifico para yersinia,
ya que pueden crecer otros bacilos gramnegativos, en
particular Citrobacterfreundii, que ademas presenta colo-
nias semejantes a las de yersinia.

CHROMagar Orientation; URI Select 4; Agar CPS-
ID3; Chromogenic UTL Se trata de medios cromogé-
nicos disefiados para el aislamiento y recuento de micro-
organismos causantes de infeccion urinaria. Estan
compuestos de una base nutritiva rica que permite el
crecimiento de todos los patégenos urinarios. Contie-
ne sustratos cromogénicos para la deteccion de las enzi-
mas, como (3-galactosidasa, (3-glucosidasa y (3-glucuro-
nidasa, asi como tript6fano para detectar la produccion
de indol y la tripté6fano desaminasa (TDA). Estos medios
pueden ser también de utilidad para la diferenciacién
de microorganismos aislados de otros productos pato-
légicos.

La adicion de diferentes antibidticos a estos medios
puede hacerlos selectivos para la deteccidén de bacterias
multirresistentes.

Agar Rambach; CHROM Agar Salmonella. Medio
cromogénico utilizado para la deteccidn e identificacion
de salmonelas de muestras clinicas y alimentos.

Esta compuesto por peptona, cloruro sédico, desoxi-
colato sédico, propilenglicol (sustrato diferencial), agar
y una mezcla cromdgena (indicador). Las salmonelas
crecen dando lugar a colonias de color rojo.

CHROMagar 0157. Medio cromogénico para el ais-
lamiento e identificacion de £. coli 0157.

Agar Skirrow. Preparado con una base como agar
brucela, TSA o agar Columbia enriquecida con sangre
de carnero al 5% y que se ha hecho selectivo para cam-
pilobacter por la adiciéon de vancomicina, polimixina y
trimetoprim.

Campy-CVA. Al igual que el anterior, contiene una
base nutritiva enriquecida con sangre de carnero. El
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suplemento selectivo contiene cefoperazona, vancomi-
cina y anfotericina B.

Agar carbon, deoxicolato cefoperazona (CCDA).
Medio sin sangre que contiene carbén, sulfato ferroso y
piruvato sédico para facilitar el crecimiento y la aeroto-
lerancia de campilobacter. Incorpora como agentes selec-
tivos el desoxicolato y la cefoperazona.

Agar tiosulfato, citrato, sales biliares (TCBS). Es un
medio selectivo para las especies del género Vibrio debi-
do a las altas concentraciones de tiosulfato sédico, citra-
to férrico y cloruro sodico que inhiben la mayoria de las
enterobacterias. Por la presencia de sacarosa y el azul de
timol y bromotimol como indicadores, permite diferen-
ciar los microorganismos que fermentan este azuUcar,
como V. cholerae (colonias amarillas), de otros que no lo
fermentan, como V. parahaemolyticus (colonias verdes),
y, entre éstos, los productores de SH2 (generalmente Pro-
teus spp.).

CHROMAgar Vibrio. Medio cromogénico selectivo
para vibrio. Ayuda a diferenciar con facilidad V. cholerae,
17 parahaemolyticus y V. vulnificus del resto de especies
del género Vibrio.

Agar tamponado con extracto de levadura y car-
bén (BCYE). Es un medio rico, suplementado con L-cis-
teina y pirofosfato férrico, tamponado y con carbdén. Per-
mite el crecimiento de las legionelas. Cuando se afiade
polimixina, vancomicina y anisomicina, se hace selecti-
VO para este microorganismo y para nocardia.

Medios de enriquecimiento

Caldo selenito F. Es un caldo con selenito sédico
tamponado, que en ocasiones se suplementa con cis-
terna, diseflado para el enriquecimiento de las salmo-
nelas. El selenito presente en el medio inhibe el creci-
miento de los coliformes y los enterococos en las 12
primeras horas de incubacion; por el contrario, las sal-
monelas y los proteus son poco inhibidos. Se incuba a
35-37 °C durante 8 a 12 horas. Puede resembrarse en
Hektoen, XLD o SS agar.

Caldo para yersinia. Un caldo usual, incubado
a4 °C de 15 a 21 dias permite el enriquecimiento de yer-
sinia. Puede resembrarse en el medio de CIN. Esta téc-
nica puede utilizarse para la recuperaciéon de listeria,
resembrando en agar sangre con acido nalidixico y colis-
tina (véase més abajo).

Agua peptonada alcalina. Es un caldo preparado
con agua, peptona y una concentracién de cloruro sédi-
co de 7 a 10 g/1 al que se ha ajustado el pH a 8,4, por lo
que este medio permite el enriguecimiento de las espe-
cies de Vibrio. Se incuba a 35-37 °C durante seis a ocho
horas. Puede resembrarse en agar TCBS.
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Caldo de enriquecimiento para listeria. Se prepara
con una base rica a la que se incorpora 4cido nalidixico,
esculina y acriflavina, que lo hacen selectivo para liste-
ria. Se incuba a 30 °C durante 24 horas. Se puede resem-
brar en agar-sangre con acido nalidixico y colistina.

Medios de consevacién

Agar conservacion. Es un medio para bacterias no
exigentes compuesto por agar, extracto de carne, pep-
tona y NacCl. Se solidifica en tubos con tapén de rosca
y se siembra por picadura en profundidad. Tras la incu-
bacion a 35-37 °C durante 24 horas, se puede guardar
a temperatura ambiente (10-20 °C) al abrigo de la luz y
evitando las variaciones de temperatura durante apro-

Microbiologia clinica

ximadamente dos-tres afos. Es Gtil para la conservacion
de enterobacterias y otros bacilos gramnegativos no exi-
gentes.

Caldo con glicerol7. Se incorpora glicerol al 10% (v/v),
como preservativo al caldo con triptona de soja (TSB).
Efectuar una suspension espesa de la bacteria. Conge-
lar a -80 °C.

Leche descremada. Leche descremada comercial.
Efectuar una suspension espesa de la bacteria. Conge-
lar a-80 °C.

Medio de liofilizacion. Puede utilizarse leche
descremada. Seguir el protocolo del liofilizador utili-
zado.

7 En el comercio existen tubos para congelar que contienen criopreservadores y pequefias esferas ceramicas. Una vez inoculados y congelados,
las esferas pueden sacarse individualizadamente, sin descongelar el tubo (Copan Diagnostics).
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CAPITULO

3 Bacteriologia (Il)

IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS

Las bacterias se clasifican en dos grupos, aerobias y
anaerobias, segln crezcan o no en la atmdsfera normal,
es decir, en presencia de oxigeno. Dentro de las bacte-
rias aerobias, se diferencia entre las aerobias estrictas,
que requieren obligatoriamente oxigeno para crecer,
como las pseudomonas, y las que pueden crecer aln en
ausencia de oxigeno, como las salmonelas, que se deno-
minan aerobias y anaerobias facultativas («facultativas»
para abreviar). Las bacterias anaerobias estrictas s6lo
pueden crecer en ausencia de oxigeno, por lo que no cre-
cen en los medios incubados en la atmdésfera normal
(estufas convencionales).

En este capitulo se hace referencia Gnicamente a las
bacterias aerobias estrictas y a las aerobias y anaerobias
facultativas; es decir, las que crecen en los medios de ais-
lamiento incubados en la atmdésfera normal. Debe con-
siderarse la posibilidad de que una bacteria aerobia no
crezca en aerobiosis porque el medio de cultivo no sea
suficientemente rico o porque sea capndfiLi, requirien-
do C02ademas de 0 2 El estudio de las bacterias anae-
robias estrictas se presenta en el capitulo 4.

Para iniciar la identificacion de las bacterias que cre-
cen en aerobiosis hay que practicar una extension de
una colonia en un portaobjetos y realizar una tincién
de Gram. De este modo, las bacterias pueden clasifi-
carse por su morfologia y apetencia tintérea en cuatro
grupos: 1) cocos gram positivos, 2) cocos gramnegati-
vos, 3) bacilos grampositivos y 4) bacilos gramnegati-
vos (Fig. 2.7).

Para confirmar el tipo respiratorio, lo ortodoxo es
resembrar la colonia crecida en el medio de aislamiento
en dos placas e incubar una en aerobiosis y otra en ana-
erobiosis. Las bacterias aerobias estrictas s6lo crecen en
la placa incubada en aerobiosis; las facultativas, en ambas
placas, y las anaerobias estrictas, s6lo crecen en la placa
incubada en anaerobiosis. Para los bacilos gramnegati-
vos aerobios no exigentes, es decir, los que han crecido
en medios usuales, MacConkey o similares, puede utili-
zarse un tubo con el medio sélido de Kligler sembrado
en profundidad por picadura, que permite diferenciar
entre las bacterias aerobias estrictas, como las pseudo-

monas que no crecen en profundidad, por lo que la base
del agar permanece roja, y las facultativas, como las ente-
robacterias (Escherichia coli), que crecen y fermentan la
glucosa virando la base del medio a amarillo (Fig. 3.1).

Dentro de las bacterias aerobias, cada uno de los cua-
tro grupos sefialados mas arriba en funcién de la tincién
de Gram incluye numerosos géneros bacterianos, como
se recoge en la tabla 2.1. Su identificacion puede orien-
tarse mediante pruebas sencillas, como el aspecto de las
colonias, sus exigencias nutritivas (crecimiento en medios
usuales, crecimiento en medios enriquecidos), el tipo res-
piratorio (aerobios estrictos o facultativos), el crecimien-
to en medios selectivos, la produccidon de enzimas como
la catalasa, la citocromoxidasa, la posesion de flagelos
constatada por la movilidad de las bacterias, la forma-
cioén de esporas y otras.

El estudio de las exigencias nutritivas se efectia com-
parando el crecimiento de la bacteria en agar usual (no
exigentes), en agar sangre (exigentes), en agar chocolate

Figura 3.1. Tipo respiratorio.

Las bacterias que crecen en medios incubados en atmosfera aerobia (aire)
pueden ser aerobias estrictas si solo crecen en presencia de aire o aero-
bias y anaerobias facultativas si crecen tanto en presencia como en ausen-
cia de oxigeno (aire). Las que solo crecen en ausencia de oxigeno son
anaerobias estrictas. Para confirmar el tipo respiratorio se puede sembrar
simultaneamente dos placas de Petri, incubadas una en aerobiosis y otra
en anaerobiosis.

A. La bacteria mostrada en esta figura es anaerobia estricta ya que no
crece cuando se incuba en presencia de oxigeno (placa de la izquierda
incubacion en ausencia de oxigeno, placa de la derecha incubacién en
atmésfera normal). B. Para determinar el tipo respiratorio de los bacilos
gramnegativos no exigentes puede utilizarse el medio de Kligler, cuya
base es anaerobia y la pendiente, en contacto con el aire, aerobia. Puede
observarse una bacteria aerobia estricta (derecha) y otra aerobiay anae-
robia facultativa (izquierda).
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(exigentes y hemofilas) y/o en agar tamponado con extrac-
to de levadura y cisterna (legionela). Las placas deben
incubarse a la temperatura 6ptima, que para las bacterias
de interés médico se sitta alrededor de los 35-37 °C1

También debe procedersc de la misma manera para
conocer el crecimiento de una bacteria en un medio
selectivo que ayuda a su identificacién, como los estafi-
lococos en el medio de Chapman (agar hipersalino), el
gonococo y el meningococo en el medio deThayer-Mar-
tin o los vibriones en el medio de tiosulfato-citrato-sales
biliares-sacarosa (TCBS), entre otros. El aspecto de las
colonias junto a la tincion de Gram, el tipo respiratorio,
las exigencias nutritivas, la determinacion de la oxidasa
y la catalasa, asi como el crecimiento en medios selecti-
VoS, son pruebas sencillas que permiten orientar la iden-
tificacion de las bacterias y seleccionar las pruebas adi-
cionales para realizar la identificacién definitiva.

Pruebas rapidas

Algunas pruebas metabdlicas son técnicas rapidas,
ya que evallan la presencia de una enzima preformada,
por lo que no es necesaria una incubacion de 18 6 24
horas. Generalmente, se enfrenta una solucion del reac-
tivo a una suspension de la bacteria y se lee el resultado
en unos minutos u horas. Por ejemplo, las pruebas de la
catalasa y la oxidasa son rapidas y sencillas de realizar.
Para practicar la prueba de la catalasa, se pone en un por-
taobjetos una gota de agua oxigenada diluiday se efec-
tla en ella una emulsién densa de la bacteria, tomada
de una colonia con un palillo. Alternativamente, puede
tomarse una colonia con un palillo o pipeta e introdu-
cirla en un tubo con agua oxigenada para observar la for-
macion de burbujas. Si se trata de una bacteria catalasa
positiva, aparecen de inmediato unas burbujas de oxi-
geno debido a la accion de la catalasa del microorganis-
mo sobre el agua oxigenada (Fig. 3.2).

La produccién de oxidasa se evalla poniendo unas
gotas de una solucion de N-dimetil-p-fenilendiamina,
preparada recientemente, en una tira de papel secante,
situada sobre un portaobjetos o una placa de Petri. Con
ayuda de un palillo de madera, se deposita sobre el papel
el microorganismo tomado del cultivo. En caso de posi-
tividad, aparece de inmediato un color violeta intenso
(Fig. 3.3).

Si se practica con el asa una suspension muy espesa
de Escherichia coli en un pequefio tubo de ensayo con 0,5
mi de una solucién del reactivo ONPG (orto-nitrofenil-
p-D-galactopiranésido), que es de color blanco, a los 10-
20 minutos aparece un color amarillo intenso por la
accion de la enzima (3-galactosidasa producida por la
bacteria que hidroliza el ONPG liberando ortonitrofe-
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nol, que es amarillo. Proteus mirabilis o las salmonelas
carecen de p-galactosidasa, por lo que la suspensién per-
manece invariada, de color blanco (Fig. 3.4). Existen otras
pruebas cromogénicas, como las que permiten determi-
nar la produccion de (3-glucuronidasa, leucina-amino-
peptidasay y-glutamil-transpeptidasa entre otras. (Para
detalles véase Protocolo técnico, 3.12.)

Figura 3.2. Prueba de la catalasa.

Se toma la bacteria a partir del cultivo en medio sélido con un palillo o
una pipeta Pasteur. Se introduce en un tubo con agua oxigenada. Pude
observarse la formacion de burbujas, lo que indica la produccion de cata-
lasa. El tubo puede mantenerse durante toda la sesién de trabajo, tocan-
do cada vez las colonias con un palillo o pipeta diferente. Esta prueba,
alternativamente, puede efectuarse depositando una gota de agua oxi-
genada en un portaobjetos en la que se emulsiona la bacteria.

Figura 3.3. Prueba de la oxidasa.

Se impregna un papel secante, colocado en una placa de Petri, con el reac-
tivo de la oxidasa (solucién acuosa de N-dimetil-p-fenilendiamina) y se
deposita en el papel las bacterias tomadas de la colonia con un palillo.
En esta imagen puede verse dos reacciones positivas (violeta) y una nega-
tiva (incolora). La placa se mantiene cerraday el reactivo puede utilizar-
se durante una sesién, aunque aparentemente este seco. Es obligado
introducir controles al inicio y periédicamente durante la sesién de tra-
bajo; aunque la prueba es muy robusta.

1 Las yersinias poseen una temperatura éptima de crecimiento de 28 °C, y Campylobacter jejuni, C. coli y C. lari, de 42 °C. Todas ellas crecen a
35 °C, pero a esta temperatura su actividad metabdlica puede verse limitada.
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Figura 3.4. Prueba de la (3-galactosidasa.

Al practicar una suspension espesa de la bacteria en un tubo con una
solucién del reactivo ONPG (orto-nitrofenil-p-D-galactopiranésido)
puede observarse el viraje al amarillo de la solucién porque la bacte-
ria que produce |3-galactosidasa escinde el reactivo. Blanco: Salmone-
ra enterica, amarillo: Citrobacter freundii.

Pruebas convencionales

Las pruebas de identificacion metabdlicas convencio-
nales se practican cultivando las bacterias en medios de
identificacion que contienen el sustrato a metabolizar. Tras
18-24 horas de incubacién permiten revelar la reaccién a
través del cambio de pH producido por el catabolito resul-
tante del proceso metabdlico o bien detectando directa-
mente el catabolito producido, mediante reactivos espe-
cificos. Por ejemplo, si una bacteria en un medio con
glucosa y un indicador de pH, como el rojo de fenol, ataca
este azUcar, se producen catabolitos acidos, por lo que el
indicador cambia de color y la colonia adquiere un color
amarillo. Si la bacteria produce indol a partir de un medio
con triptéfano, al afiadir el reactivo de Kovacs, que es ama-
rillo pélido, se vuelve rojo en presencia de este catabolito.

Para la identificacion de las bacterias también se uti-
lizan técnicas de auxonograma. El auxonograma se basa
en la capacidad de utilizar un sustrato para el crecimien-
to bacteriano, bien porque actia como metabolito esen-
cial o bien porque constituye la Unica fuente de carbo-
no o de nitrégeno en el medio. La prueba se lee como
«crecimiento» o «ausencia de crecimiento».

También puede ayudar a la identificacion de una bac-
teria la determinacion de la temperatura 6ptima de cre-
cimiento, a la que pueden expresarse caracteres que no
se expresan a otras temperaturas; por ejemplo, Yersinia
enterocolitica produce acetoina, dando por tanto una prue-
ba deVoges-Proskauer positiva, y es movil a 28 °C, en
tanto que estos dos caracteres son negativos a 37 °C.

También posee interés para la identificacién conocer
la sensibilidad del microorganismo a determinados anti-
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bioticos, antisépticos o compuestos quimicos. Aunque
la determinacion del serotipo de una bacteria confirma
la identificacion, el serotipado debe seguir a la identifi-
caciéon metabdlica y no sustituirla.

La identificacion de las bacterias también puede efec-
tuarse mediante técnicas genéticas; en este contexto, la
secuenciacion del 16S rDNA es un procedimiento de iden-
tificacion eficaz2.

A continuacién se muestran las pruebas utilizadas
para la identificacion metabdlica de las bacterias aero-
bias y «facultativas» mas importantes y frecuentes en
microbiologia clinica3.

Identificaciéon de cocos grampositivos

Existen tres géneros de cocos grampositivos de gran
interés en patologia médica: Staphylococcus, Streptococ-
cus y Enterococcus. En la tincién de Gram, su morfologia
presenta algunos caracteres diferenciales, ya que los esta-
filococos se agrupan en racimos, y los estreptococos en
cadenas o parejas como el neumococo y los enterococos
(Fig. 2.7).

Los tres géneros son aerobios y anaerobios facultati-
vos; los estafilococos y los enterococos crecen en medios
usuales, en tanto que los estreptococos requieren agar san-
gre, ya que en agar usual dan lugar a colonias diminutas a
las 48-72 horas o no crecen. Los estreptococos producen
hemolisis de diferentes tipos, siendo este caracter impor-
tante para la identificacion de especie (Fig. 3.5) (Tabla 3.1).

Staphylococcus aureus es una especie cuyo habitat
principal es la mucosa nasal, y posee notable potencial

Figura 3.5. Hemolisis beta.

Algunas bacterias, como Staphylococcus aureus, representado en esta
figura, o los estreptococos beta hemoliticos producen una hemolisis
total de la sangre (hemolisis beta, *-hemolisis). Los medios para estu-
dio de la hemolisis no deben incorporar azucares.

2 La secuenciacion no debe considerarse como una prueba de valor absoluto, sino que sus resultados deben contrastarse con los de las pruebas

metabdlicas y serologicas.

' En la tabla 3.22. Medios de identificacion, se describen algunos medios utilizados para la identificacion de las bacterias.
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Tabla 3.1
Diferenciacion de los cocos grampositivos aerobios y anaerobios facultativos

Crecimiento

Crecimiento

Agrupacion

Género en agar sangrel celular2 Catalasa LAP PYR VANS3 Agar NacCl
usual4 al 6,5%5
Staphylococcus + (colonias 3-5 mm) Racimos +A 0 Y S + +
Streptococcus + (colonias 1-3 mm) Cadenas + 7 S - -
Enterococcus + (colonias 2-3 mm) Diplococos + 4 \ + +

1 Los estafilococos forman en agar sangre colonias grandes de 3 a 5 mm, opacas, blancas o amarillentas, generalmente (3-hemoliticas. Los estrep-
tococos forman colonias medianas (2-3 mm) o pequefias (1 mm), transparentes u opacas, que pueden ser (-0 « hemoliticas o no hemoliticas.
Los enterococos forman colonias medianas (2-3 mm), transparentes o ligeramente opacas y en general no hemoliticas.

El estudio de la agrupaciéon celular se hace observando al microscopio una extension del cultivo tefiida por la técnica de Gram (véase Fig. 2.7).
Los estafilococos forman racimos y los estreptococos cadenas de longitud variable, pero los neumococos (Streptococcus pneumoniae) forman
parejas y tienen forma lanceolada (Fig. 2.7); Los enterococos forman parejas (diplococos) o cadenas cortas.

Se han descrito cepas de Enterococcusfaecium resistentes a la vancomicina y recientemente de estafilococo. En la actualidad, el aislamiento de
un coco grampositivo catalasa negativa resistente a la vancomicina orienta hacia los géneros Leuconostoc o Pediococcus, que son naturalmente
resistentes. Hay que tener en cuenta las cepas de E faecium resistentes a la vancomicina y el hecho de que dos especies de enterococo, rara-
mente aisladas en clinica, E. casseliflavus y E. gallinarum, son naturalmente resistentes a la vancomicina, aunque con bajo nivel de expresion.
4 Crecimiento en agar usual: aunque los tres géneros crecen mejor en agar sangre, los estafilococos y enterococos crecenbien en agar usual a
las 18-24 horas. La mayoria de estreptococos no crecen o forman colonias diminutas a las 48-72 horas.

El crecimiento en un caldo con 6,5% de NaCl se detecta al observar el caldo turbio tras 18 horas de incubacion.

El género Micrnmccus formado por cocos grampositivos también es catalasa positiva y se diferencia de los estafilococospor ser aerobio estric-
to y sensible a la furazolidona (disco con 100 ,ug; cuando el didmetro del halo de inhibicién es inferior a 9 mm las cepas se consideran resis-
tentes; las cepas sensibles suelen presentar halos de inhibicion entre '15y 35 mm) y resistente a la bacitracina (disco con 0,04 U; las cepas resis-
tentes no presentan halo de inhibicion). Los micrococos pueden aislarse como contaminantes y solo excepcionalmente dan lugar a infecciones

N

w

o O

oportunistas.
7 Streptococcus pyogenes es PYR positivo.

Para la descripcion de estas pruebas, véase la tabla 3.22, y para su realizacién, los Protocolos técnicos de este capitulo.
LAP: leucina aminopeptidasa; PYR: pirrolidonil aminopeptidasa; VAN:Vancomicina; S: sensible; +: positivo; -: negativo; v: variable, 0: no se uti

liza.

patégeno'l Se caracteriza por producir la enzima plas-
mocoagulasa, por lo que se le conoce también como
estafilococo coagulasa positiva (Fig. 3.6). Causa infec-
ciones cutaneas como foliculitis, forinculos y otras,
desde donde circunstancialmente puede causar bacte-
riemia grave con metéstasis en el pulmoén, los huesos
o el rifion.

S. epidermidis y otros estafilococos coagulasa negati-

va se hallan en la piel y pueden colonizar los catéteres
endovenosos, desde los que ocasionan bacteriemia.Tam-
bién pueden contaminar las protesis (articulares, cardia-
cas u otras) en el momento de su colocacion causando
infecciones persistentes en este material exégeno. S.
saprophyticus es una especie de estafilococo coagulasa
negativa que causa infecciones urinarias en la mujer
joven.

El estreptococo del grupo A (Streptococcus pyogenes)
se halla en la faringe, causa faringitis purulenta, infec-
ciones de la piel y partes blandas y produce, por meca-
nismo inmunitario, fiebre reumatica y glomerulonefri-

Figura 3.6. Prueba de la coagulasa.

Esta prueba puede practicarse en tubo o en porta. Puede verse como
Staphylococcus epidermidis (arriba) es coagulasa negativa, en tanto que
Staphylococcus aureus (abajo) coagula el plasma por accién de la pla-
mocoagulasa que produce. La prueba en porta detecta la coagulasa
ligada o dumpingfactor (imagen derecha).

tis. El estreptococo del grupo B (S. agalactiae) se halla en
el tubo digestivo, coloniza la vagina y puede infectar al
recién nacido causandole sepsis neonatal.

4 S. aureus posee una dotacion enzimatica que le confiere notable virulencia causando infecciones cutaneas, neumonia, osteomielitis, etc., pero

probablemente no posee factores de patogenicidad que le permitan atravesar la piel o las mucosas intactas. Es, por tanto, un gran patégeno
potencial que «no sabe entrar» y debe aprovechar pequefias lesiones, a veces inaparentes.

5 Son procesos debidos a que la respuesta inmune contra el estreptococo no es selectiva y afecta al endo y miocardio y al glomérulo renal res-
pectivamente.

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Bacteriologia (II)

El habitat natural del neumococo (Streptococcus pneu-
monias) es la orofaringe. Produce neumonia tipica y oti-
tis, y desde esos focos puede causar bacteriemia y, secun-
dariamente, meningitis de prondstico muy grave.

Los estreptococos del grupo viridans y los enteroco-
cos (Enterococcusfaecalis, E.faecium) ocasionan bacterie-
mias primarias en pacientes granulopénicos y endocar-
ditis bacteriana. Los enterococos producen también
infecciones urinarias y abdominales.

En las tablas 3.2-3.5 se sefialan las pruebas utiliza-
das para la identificacion de las especies mas frecuentes
de estos géneros.

Identificacion de cocos gramnegativos

Los dos géneros de mayor interés en este grupo son
Neisseria y Moraxella. EI género Neisseria incluye varias
especies comensales de la faringe (N. sicca, N.flavescens y
otras) y dos especies patdégenas de gran importancia, N.
meningitidis (meningococo) y N. gonorrhoeae (gonococo).

El meningococo, tras colonizar la faringe, puede per-
manecer asintomatico o pasar a la sangre pudiendo pro-
ducir un cuadro de sepsis gravisimo y caracteristico (sep-
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sis meningococica: shock y petequias); sin embargo, con
mucha mas frecuencia su paso por la sangre es poco expre-
sivo o asintomatico y el microorganismo se localiza en las
meninges causando meningitis grave. En ocasiones se dan
simultdneamente las dos formas clinicas: sepsis menin-
gococica clinicamente expresiva asociada a meningitis.

El gonococo produce uretritis supurada en el varén
que puede complicarse con epididimitis. En la mujer
causa infeccién del cérvix uterino (cervicitis), que puede
hacerse ascendente causando salpingitis y enfermedad
inflamatoria pélvica.

El género Moraxella posee una Unica especie,
M. catarrhalis, que se ha asociado con infeccion de las
vias respiratorias.

Las pruebas para la identificacion de estas bacterias
se recogen en la tabla. 3.6.

Identificacion de bacilos grampositivos

Uno de los géneros de bacilos grampositivos aero-
bios de mayor interés en medicina es Corynebacterium,
que incluye varias especies comensales de la piel y las
mucosasé responsables de infecciones oportunistas en

Tabla 3.2
Identificacion del género Streptococcus

S Hidrélisis Grupo Sensibilidad
Hemolisisl PYR del de i
. i Opto- Bacitra-
hipurato Lancefield2 . .
quina cifia
Streptococcus pyogenes (Estreptococo del grupo A) + - A 0 S
Streptococcus agalactiae (Estreptococo del grupo B) @ - + B 0 R
Estreptococos del grupo viridans3 a, no hemolitico 0 0 0 R4 R
Streptococcus pneumoniae5 (Neumococo) a - - _6 S4 R

Este género esta formado por cocos grampositivos que se disponen en cadenas o parejas y crecen pobremente o no crecen a 24 horas en medios
usuales, requiriendo medios con sangre. Son aerobios y anaerobios facultativos, catalasa negativa, leucina-aminopeptidasa (LAP) positiva y no
crecen en medios con 6,5% de NaCl (véase tabla 3.1).

1 Hemolisis p: zona cie hemolisis total (halo translicido) alrededor de las colonias en agar sangre. Hemolisis a: zona de hemolisis parcial (halo
verdoso) alrededor de las colonias en agar sangre. Este caracter es muy importante para la clasificacion.

2 La deteccién de los antigenos de grupo (carbohidrato C) suele hacerse por técnica de latex (aglutinacién en porta; véase el capitulo 8). Los
estreptococos |3-hemoliticos de los grupos Cy G que dan lugar a colonias grandes (S. dysgalactiae subsp equisimilis) son semejantes a S. pyo-
genes en cuanto a su significacion clinica. Los estreptococos (3-hemoliticos de los grupos A, C, Fy G que dan lugar a colonias pequefias y son
Voges-Proskauer positivo pertenecen al grupo «Anginosus» y se hallan incluidos dentro de los estreptococos del grupo viridans.

3 Los estreptococos del grupo viridans se clasifican en cinco grupos, basdndose en la comparacion de las secuencias de 16S rDNA ribosomal (ver
tabla 3.4). Son PYR negativa y leucina-aminopeptidasa positiva y no crecen en NaCl al 6,5%. La diferenciacion de los grupos y las especies
dentro de cada grupo se realiza mediante pruebas metabdlicas.

4 En las cepas con sensibilidad intermedia a la optoquina la identificacion del neumococo y su diferenciacion de un estreptococo viridans puede
realizarse por el estudio de su solubilidad en sales biliares o por técnica de hibridacién de acidos nucleicos mediante una sonda especifica
comercializada (AccuProbe; GenProbe) (véase el capitulo 9).

s El neumococo da lugar a colonias planas o mucosas con brillo caracteristico y hemolisis a.

6 La division de los neumococos en serotipos (90 serotipos) se basa en el antigeno capsular polisacarido y no en el carbohidrato C de la pared,
que es la estructura antigénica que permite la clasificacién de los estreptococos (3-hemoliticos en grupos de Lancefield.

Para la descripcion de estas pruebas, véase la tabla 3.22, y para su desarrollo, los Protocolos técnicos de este capitulo.

PYR: pirrolidonil-aminopeptidasa; S: sensible; R: resistente; +: positivo; negativo; 0: no se utiliza.

6 Corynebacterium jeikeium, C. urealyticum, C. striatum, C. minutissimum, C. xerosis.
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Tabla 3.3
Identificacié ndel género Staphylococcus

=
I © 2 % R <
© " = A~ o —
. £ feo 3f §f =Zo 2 8 . g 0
Especie © = S 3 e 2 S 3 S © c = > < a
% S = S Z o = 0 < o =
9 2 o — 2 © a) n S — o =) (@]
g 8 o ¥ E S o 2 =
¥ (] n c
= «
S. aureus2 + + + + S + + - v -
S. epidermidis + - - - S - - - + -
S. haemolyticus - - - - S v + + _ _
S. lugdunensis - - ) - S - + + v +
S. saprophyticus - - - - R3 v + R + .
Otros estafilococos
coagulasa negativa4 \% v v v v v v v v -

Este género esta formado por cocos grampositivos que se agrupan en racimos, aerobios y anaerobios facultativos, catalasapositiva, quecrecen
en medios con 6,5% de Na Cly son resistentes a la bacitracina (véase tabla 3.1).

1 Disco con 5 [xg de novobiocina. Las cepas con un halo de inhibicién inferior a 16 mm se consideran resistentes.

2 Especie patdgena, coagulasa positiva. Aparte de los caracteres sefialados, suele producir pigmento amarillentoy  olor caracteristico.Las cepas
de S. aureue y la mayoria de las de S. epidermidis son resistentes a la polimixina B (disco con 300 U; resistente: <10 mm).

3 El aislamiento del tracto urinario femenino de cepas de estafilococo coagulasa negativa resistentes a la novobiocina orienta hacia S. saprophy-
ticus, que causa infeccion urinaria en la mujer joven. También'son resistentes a la novobiocina S. cohnii, S. xylosus y S. hominis, pero se aislan
con menor frecuencia en clinica.

4 El grupo de estafilococos coagulasa negativa incluye mas de 30 especies. Las que causan infeccion oportunista mas frecuentemente son S. epi-
dermidis, S. haemolyticus y S. lugdunensis. Dado que poseen caracteristicas patogénicas comunes, excepto S. lugdunensis, no es imprescindible
su identificacion a nivel de especie.

Para la descripcion de estas pruebas, véase la tabla 3.22, y para su desarrollo, los Protocolos técnicos de este capitulo.

DNasa: deoxirribonucleasa; PYR: pirrolidonil-aminopeptidasa; ODC: ornitina-decarboxilasa; S: sensible; R: resistente; +: positivo; -: negativo;
v: variable.

Tabla 3.4
Clasificacién de los estreptococos del grupo viridans

Pruebas fenotipicas
Grupo Especies Habitat Patologia

VP Arginina Manitol Sorbitol

Mitisl S. mitis - - - - Placa dental Bacteriemia
S. oralis Endocarditis

Sanguinis  S. sanguis - + - % Endocarditis
S. gordonii

Mutans S. mutans + + + Placa dental Caries. Endocarditis
S. sobrinus Cavidad oral

Salivarius S salivarius + - - - Cavidad oral Sepsis en pacientes
S. vestibularis neutropénicos

Anginosus S. anginosus + + % - Flora oral Asociados a abscesos cerebrales,
S. constellatus y genitourinaria  hepéticos y otros procesos
S. intermedius supurados

1 En este grupo esta incluido ademas Streptococcus pneumoniae.

Aunque no existe un criterio estricto para la determinacién de especie, la clasificacion en grupos y especies se ha efectuado basandose en la
secuencia del 16S rDNA y en pruebas metabdlicas.

Streptococcus bovis, que se consider6 siempre como estreptococo viridans, es un estreptococo del grupo D no enterococo, relacionado con endo-
carditis y cancer de colon.

VP:Voges Proskauer; +: positivo; -: negativo; v: variable.
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Tabla 3.5
Identificacion de las especies de Enterococcus

Especiesl Manitol Sorbosa Arabinosa Sorbitol Piruvato Movilidad2 MGP2
E faecalis + - - + +
E faecium + . + v

Los enterococos son cocos grampositivos que se disponen en parejas, crecen en medios usuales, son aerobios y anaerobios facultativos, gene-
ralmente no hemoliticos, catalasa negativa, crecen en caldo con 6,5% de NaCl, hidrolizan la esculina y crecen en presencia de 40% de sales
biliares (véase tabla 3.1).

1 Los enterococos pueden dividirse en funcion de sus caracteristicas metabélicas en cinco grupos (I-V) que incluyen 19 especies. E.faecalisy E.
faecium pertenecen al grupo Il, que se diferencia de los deméas por ser manitol positivo y sorbosa negativa. EI 80-90% de las cepas aisladas en
clinica son E.faecalis, y el 5-10%, E.faecium. Las 17 especies restantes se aislan muy excepcionalmente en patologia humana.

2 Se han descrito cepas de E. faecium y E.faecalis con resistencia adquirida a la vancomicina estas cepas deben diferenciarse de otras especies que
son naturalmente resistentes a la vancomicina (pero con resistencia de bajo nivel de dificil detecciéon por la técnica de difusién), como E. cas-
seliflavus (mévil, pigmentado y MGP+) y E. gallinarum (moévily MGP+), y de otros géneros resistentes, como Leuconostoc o Pediococcus.

+: positivo;  negativo; v: variable; MGP: metil-D glucopiranésido.
Tabla 3.6
Identificacion de los cocos gramnegativos aerobios estrictos
Crecimiento
Agar
Especie Catalasa Oxidasa Agar chocolate Thayer Glucosa2 Lactosa2 Maltosa2 yGT DNasa
usual Agar Martinl
35 °C sangre 35 °C
22 °C
Neisseria meningitidis + + \% - + + - + + -
Neisseria gonorrhoeae3 + + - - + + - - - R
Neisseria lactamica + + + \% + + + + - R
Neisserias comensales4 + + + + v \Y; - v - -
Moraxella catarrhalis3 + + + + v - - - - +

Todas las especies de Neisseria y Moraxella presentan una morfologia caracteristica de diplococos gramnegativos en grano de café enfrentados
por su cara plana. Acinetobacter también es aerobio estricto y presenta esa morfologia, pero crece muy bien en medios usuales, da lugar a un
olor caracteristico y es oxidasa negativa. En ocasiones las neisserias pueden aparecer como ligeramente grampositivas semejando a algunos
micrococos o estafilococos.

1 En general una neisseria que crece en Thayer-Martin debe considerarse como N. meningitidis, N. gonorrhoeae o N. lactamica. Muy excepcional-
mente también crecen algunas cepas de N. cinerea, N. polysaccharea 'y N. subflava.

2 El estudio de la utilizacién de azUcares debe realizarse en medios especificos para neisseria o en galerias adecuadas para la identificacion de
estos microorganismos.

3 Frecuentemente, producen (Mactamasa, que puede detectarse mediante una prueba especifica (véase Antibiograma).

4 Incluye diversas especies que forman parte de la flora comensal de la naso y orofaringe. Entre ellas se encuentran N. lactamica, N. polysaccha-
rea, N.flavescens, N. cinerea o N. subflava.

yGT: Y-glutamil-aminopeptidasa; DNasa: deoxirribonucleasa; +: positivo; -: negativo; v: variable.

catéteres y protesis, semejantes a las causadas por los
estafilococos coagulasa negativa (S. epidermidis y otros)
y una especie patégena, C. diphtheriae, que causa la
difteria por un mecanismo toxigénico. Asimismo, tienen
interés el género Listeria, una de cuyas especies,
L monocytogenes, posee potencial patégeno, en particu-
lar en neonatos, ancianos, pacientes cirréticos y con otros
factores de inmunodeficiencia en los que puede causar
sepsis y meningitis7, y el género Nocardia, en el que

N. asteroides y N.farcinica, entre otras especies, causan
infeccion pulmonar en pacientes tratados con corticoi-
des o inmunodeprimidos. En la tabla 3.7 se recogen las
pruebas para la identificacion de estas bacterias.

Identificacién de bacilos gramnegativos

Entre los bacilos gramnegativos existen varias fami-
lias y géneros de interés médico (Tabla 3.8). Entre ellas,

7 Recientemente, se ha atribuido capacidad enteropatégena, habiéndose descrito brotes de toxiinfeccién alimentaria.
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Tabla 3.7
Diferenciacion de bacilos grampositivos aerobios

Alcohol-
Género/Especie Coloniasl acido Oxidasa Catalasa Movilidad . Esporas
. . escuhna hemolisis
resistencia2

Corynebacteriu ‘1 Blancas, opacas, - \% + - - \Y —
rugosas o estriadas
(24 horas)

Listeria Lisas, transldcidas, + + + +

monocytogenes5 hemoliticas

(24 horas)

Bacillus36 Grandes, rugosas 0 + 0 + \% +
o cerlleas
(24 horas)

Nocardia Aspecto velloso + - + 0 0 -
(3-5 dias)7

1 Se sefiala el aspecto de las colonias y el tiempo de incubacién necesario para hacerse visibles.

2 Determinada mediante la técnica de Kinyoun modificada (véase el capitulo 4).

3 Constituye un género muy heterogéneo en el que la identificacion de especie suele presentar dificultad.

4 Las especies C. urealyticum y C.jeikeium son muy resistentes a los antimicrobianos.

5 Asi como la mayoria de las corinebacterias muestran al Gram un aspecto granular, punteado o irregular, las listerias presentan un aspecto muy
homogéneo.

6 Ademas de producir esporas, algunas especies poseen una morfologia microscépica (Gram) caracteristica o sugerente del género.

7 El aspecto velloso se debe a la formacién de filamentos vegetativos aéreos. Pueden ponerse de manifiesto de modo evidente cultivando en
aerobiosis a 28 °C durante cinco dias en el medio de EMB de Levine; en él las colonias de nocardia vistas con una lupa aparecen con un aspec-
to velloso caracteristico y algunas especies desprenden también un olor caracteristico. EIl medio de BCYE utilizado para el aislamiento de legio-
nela es un medio selectivo adecuado para este microorganismo,

+: positivo;  negativo; v: variable; o: no se utiliza.

Tabla 3.8
Diferenciacion de bacilos gramnegativos aerobios ofacultativos

Base del medio de Kligler2 Crecimiento en
Tipo L . Sensibilidad
- . Crecimientol Oxidasa TCBS3 6% NaCl
respiratoriol Gas a0/1294
(color)

Enterobacteriaceae Ae/An + (amarillo) v - - - -
Vibrio Ae/An + (amarillo) - + + + +
Aeromonasb Ae/An + (amarillo) v + - - -
Plesiomonas5 Ae/An + (amarillo) - + - - \%
Bacilos aerobios (BGN-NF)6 Ae - (rojo) - \% - \% -

1 El tipo respiratorio puede determinarse comprobando el crecimiento en un medio incubado en aerobiosis y otro en anaerobiosis o sembran-
do en picadura el medio de Kliger (véase Fig. 3.1).

2 Permite determinar la fermentacion de la glucosa y la produccion de gas.

3 El medio con tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa (agarTCBS) es muy selectivo para las especies del género Vibrio. V. cholerae crece dando
lugar a las 12-18 horas a colonias amarillas debido a la fermentacién de la sacarosa. Los serogrupos responsables del célera epidémico son el
01 yel 0139. Estas cepas pueden detectarse facilmente por aglutinacién en porta con antisueros especificos.

4 El compuesto 0/129 es un antiséptico activo frente a Vibrio, algunas cepas de Plesiomonas y Micrococcus.

5 Plesiomonas puede diferenciarse de Aeromonas por ser ornitina-decarboxilasa positiva, fermentar el inositol y ser agaségena.

6 Los géneros aislados mas frecuentemente en clinica son Pseudomonas, Acinetobacter, Stenotrophomonas, Burkholderia y Alcaligenes.Todos ellos se
detectan facilmente porque en el medio de Kligler no crecen en profundidad, y por tanto, al no fermentar la glucosa, la base del tubo no cam-
bia de color. (Fig. 3.1). La identificacién de los bacilos gramnegativos no termentadores exige una bateria especifica de pruebas. La mayoria de
cepas de P aeruginosa producen un pigmento verde (piocianina) que permite su identificacion (véase tabla 3.10). El género Acinetobacter se
caracteriza por su morfologia caracteristica en diplococos semejantes a neisserias y por ser oxidasa negativa.

Ae: crecimiento en aerobiosis; An: crecimiento en anaerobiosis; +: positivo;  negativo; v: variable.
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la familia Enterobacteriaceae esta formada por bacilos
gramnegativos aerobios y anaerobios facultativos que
fermentan la glucosa, son oxidasa negativa y crecen en
medios usuales. Habitan como comensales en el tubo
digestivo del hombre y de otros animales de sangre
caliente. En algunos géneros, como Salmonella, Shigella
y Yersinia, hay especies o bioserotipos patdégenos, y otros
como Escherichia, Citrobacter, Klebsiella y Proteus forman
parte de la flora normal del tubo digestivo y pueden
actuar como oportunistass.

La relevancia médica de esta familia es enorme. En
las especies patdgenas esta importancia es obvia (algu-
nos serotipos de Salmonella enterica causan gastroente-
ritis, y los serotipos Typhi y Paratyphi A, By C, sepsis;
Shigella y algunos serogrupos de Yersinia enterocolitica
causan gastroenteritis y Y. pestis la peste); ademas, las
especies comensales constituyen los gérmenes que pro-
ducen con mayor frecuencia infecciones oportunistas en
pacientes sondados, intubados o con enfermedades que
disminuyen las defensas antiinfecciosas (Tabla 21.1), pro-
duciendo infecciones urinarias, colecistitis, neumonia en
pacientes intubados, infeccién de la herida quirargica y
sepsis. En los hospitales este tipo de infecciones opor-
tunistas son mas frecuentes que las producidas por pat6-
genos primarios. Habitualmente, las enterobacterias se
identifican a nivel de especie mediante un minimo de 10
a 20 pruebas metabdlicas.

La diferenciacion de los grupos bacterianos afines a
las enterobacterias se recoge en la tabla 3.8, y la identi-
ficacién de las principales especies, en la tabla 3.9. En el
capitulo '15 se presenta un esquema para el cribado de
las bacterias enteropatégenas.

Las bacterias gramnegativas no exigentes, aerobias y
anaerobias facultativas, oxidasa positiva como Vibrio,
Aeromonas y Plesiomonas, forman un grupo taxonédmica-
mente heterogéneo, pero la particularidad de los carac-
teres sefialados orienta su identificacion. Las especies
enteropatogenas de vibrio son de hébitat acuético. V. cho-
lerae 01 y 0139 causantes del clleray V. parahaemolyti-
cus se caracterizan, ademas de ser oxidasa positiva, por
crecer en el medio de tiosulfato-citrato con sales bilia-
resy sacarosa (TCBS).

El papel enteropatégeno de Aeromonas es controver-
tido y Plesiomonas s6lo se ha descrito como patdégeno
oportunista.

Los bacilos gramnegativos aerobios estrictos, tam-
bién llamados no termentadores, aislados en clinica con
mayor frecuencia pertenecen a los géneros Pseudomonas,
Acinetobacter, Stenotrophomonas, Burkholderia, y, con menor
frecuencia, los géneros Achromobacter, Alcaligenes y otros.
Producen infecciones semejantes a las causadas por las
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enterobacterias oportunistas. Estas bacterias tienen su
reservorio en el medio ambiente y son de dificil identi-
ficacion, excepto en casos especiales como P. aeruginosa
pigmentada o Acinetobacter baumannii. Estas dos bacte-
rias, junto a Stenotrophomonas rnaltophilia, Burkholderia
cepacia, Pseudomonas putida y P.fluorescens, son respon-
sables de la gran mayoria de las infecciones producidas
por bacilos gramnegativos no termentadores. Sin embar-
go, en cualquier hospital puede instalarse una cepa inu-
sual, que acabe aduefiandose de la instituciéon y causan-
do infecciones oportunistas durante meses o afios. En la
tabla 3.10 se indican algunas caracteristicas de las bac-
terias gramnegativas no termentadoras aisladas con
mayor frecuencia.

Identificacion de otros bacilos gramnegativos

Las bacterias descritas hasta este momento incluyen
gran parte de las bacterias gramnegativas no exigentes
aisladas en clinica. Cabe destacar, sin embargo, la nota-
ble frecuencia y trascendencia médica de Haemophilus,
Bordetella, Campylobacter, Helicobacter y Legionella, asi
como de Brucella en determinadas areas rurales. Estas
bacterias gramnegativas son exigentes o de crecimiento
lento, por lo que no se aislan en medios de cultivo usua-
les o en los tiempos de incubacién convencionales, por
lo que, si no se piensa en ellas y no se emplean las téc-
nicas adecuadas, no pueden detectarse (Tabla 3.11).

Haemophilus influenzae. Se aisla en agar chocolate, se
beneficia de la incubacién con CO” causando infeccio-
nes semejantes a las producidas por el neumococo: infec-
cién respiratoria (otitis, epiglotitis, neumonia), sepsis y
meningitis. La vacunacion ha erradicado practicamente
la infeccion por las cepas capsuladas del serotipo b.

Bordetella pertussis es un cocobacilo gramnegativo
aerobio estricto que se encuentra en las vias respirato-
rias del hombre; causa la tosferina y requiere medios
especificos para su cultivo.

Campylobacterjejuni. Es una bacteria microaerofila y
termoéfila, que crece a 42 °C. Desde su reservorio animal,
en particular las aves de corral, es el primer agente bac-
teriano causante de gastroenteritis junto con salmone-
la. Su morfologia al Gram es muy caracteristica, por lo
gue puede observarse en las heces (Tabla 3-12 y Fig. 15.3).

Helicobacter pylori se ha asociado con la gastritis croé-
nica antral, la Ulcera duodenal y la neoplasia gastrica y
posee también una morfologia caracteristica (Fig. 15.2).

Legionella pneumophila, desde su reservorio en las
colecciones acuaticas, vehiculada por aerosoles, produ-
ce una neumonia de prondéstico grave particularmente
en los ancianos con broncopatia crénica. Puede causar
brotes epidémicos cuyo origen, en ocasiones, es dificil
de determinar.

8 La especie Escherichia coli, a pesar de ser la bacteria comensal aerobia mas abundante en el tubo digestivo, incluye algunos bioserotipos ente-

ropatogenos.
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Tabla 3.9
Identificacion de jas especies mas frecuentes de enterobacterias

ONPG + \% + + + + + \% + + + - - - - - -
TDA/FDA + ¥ + + +
VP - - + + + + + + +1 - - - \Y - - - -
sh2 Y, +2 +3 +3 - - -
LDC \Y; - + + + - + + - - _ + _ _ _4 _ R
Gas/glucosa + - + + + + Y + - + + +' + + + - ,
C. Simmons - - + + + + + - - + + + v v - + +
Ureasa - - + + - v v - v % v - + + + v +
Indol + \% - + - - - - Vv + Vv - - + + n ¥
Lactosa \Y - + + + + - - \% \% - - - - - -
Movilidad + - - - + + + + +1 + + + + + + + +
oDC v v - - + + L+ + + + - + + _ + . _

En esta tabla se recogen los géneros y las especies que se aislan con mayor frecuencia en clinica y los caracteres minimos para su identificacién.

Estas pruebas pueden realizarse utilizando galerias comerciales de lectura manual o automatizada. También pueden prepararse los medios en el
laboratorio.

Para identificar las diferentes especies dentro de cada género, pueden utilizarse pruebasbioquimicas adicionales; aunque en algunos géneros
como Citrobader, Klebsiella, Enterobactery Scrratia, entre otros, puede ser dificil llegar ala identificacion de algunas especies, tanto sise utilizan
sistemas manuales como automatizados.

S. enterica se subdivide en seis subespecies (1 II, llla, ITTh, IV yVI). La mayoria de los scrotipos relacionados con infeccion humana pertenecen
la subespecie I. Las pruebas utilizadas para la diferenciacién de las subespecies son: malonato, galacturonato, mucato, fermentacion de dulci-
tol y sorbitol y ONPG. En la practica la subespecie | se identifica presuntivamente por ser glacturonatoy ONPG negativa.

Salmonella enterica ser.Typhi y Paratyphi A son bioserotipos. (ser.Typhi es agaségena, productor débil de SHj, ODC vy citrato de Simmons nega-
tivo. Ser Paratyphi A es no productor o productor débil de SH2 LDC y citrato de Simmons negativo).

1 Reaccion positiva a 25-28 °C.

2 El serotipoTyphi es agaségeno y débil productor de SH2.

3 Actualmente, un alto porcentaje de cepas no produce SH2

4 Algunos biogrupos, excepcionalmente aislados en clinica, son LDC positiva.

ONPG: ortonitrofenil-p-D-galactopiranésido (fV-galactosidasa);TDA/FDA: deaminasasa del triptéfano y de la fenilalanina;VP: Voges Proskauer;
SH2 producciéon do acido sulfidrico; LDC: lisina decarboxilasa; Gas/glucosa: produccién de gas a partir de la glucosa; C. Simmons: crecimien-
to en citrato de Simmons; ODC: ornitina decarboxilasa; +: > 90% positivo; -: > 90% negativo; v: 10-90% positivo.

Las tres especies de Brucelia de mayor interés son B. como sepsis y endocarditis, en ocasiones de foco desco-
melitensis (ganado ovino y caprino), B. abortus (bovino) y nocido; entre éstas, destacan, ademds de Haemophilus
B. suis (porcino). El hombre suele infectarse por consumo (otras especies que H. influenzae), a Actinobacillus, Cap-

de productos lacteos no esterilizados o por contagio pro- nocytophaga, Eikenella y Kingella, que en conjunto forman
fesional, produciéndose una bacteriemia que se traduce el grupo denominado HACEK. La mayoria son exigen-
en un sindrome febril sin focalidad. La bacteria puede per- tes, por lo que requieren ser cultivadas en agar chocola-
sistir tras la curacion y tardiamente reactivarse en forma te o agar sangre elaborado con una base rica e incuba-
de sindrome febril, de artritis, espondilitis o meningitis. do en atmésfera aerobia enriquecida en 5-7% de C 02

También cabe sefalar algunas bacterias gramnegati- (capnofila). Generalmente, se aislan en hemocultivos.
vas poco frecuentes, pero causantes de procesos graves, Cuando se sospeche la presencia de estas bacterias, si
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Tabla 3.10
Diferenciacién de los bacilos gramnegativos nofomentadores (BGN-NF) més frecuentes

Creci-
BGN-NF PIQ" PYR TRYP ACM TTR LDC ADH DNasa COL PsS miento
cianina 41 0(-,
Oxidasa positival
Pseudomonas aeruginosa +2 + + + + - + v S R +
Pseudomonas fluorescens v + \Y v - + - S S -
Pseudomonas putida -3 + - - - + - S S -
Burkholderia cepacia complex - - - v - + - - R S v
Achromobacter xylosoxidans - + - v + - - - v S +
Alcaligenesfaecalis'l - - - + + - - - S S \%
Oxidasa negativa:
Adnetobacter baumannii5 - - - - - - - - S S +
Stenotrophomonas maltophilia6 - - + -V + - + v S

Las especies de este grupo crecen en la pendiente del medio de Kligler pero no en la base que permanece roja.

' Otras especies infrecuentes incluyen Pseudomonas stutzeri, que forma colonias secas, plisadas caracteristicas, es oxidasa positiva, y Shevanélla
putrefaciens, que forma colonias rosadas, es oxidasa positiva y produce SH2en el medio de Kligler.

2 La piocianina es un pigmento azul verdoso difusible y soluble en cloroformo, caracteristico de P. aeruginosa. En el 10% de las cepas de esta
especie puede ser negativa. El pigmento de color azul verdoso se solubiliza en cloroformo y vira a rojo al acidificarlo (para confirmar la presen-
cia de piocianina, poner 1 mi de cloroformo en el tubo con el agar inclinado en el que se ha cultivado la bacteria hasta que tome color azul, lo
que indica que ha solubilizado el pigmento, decantar en un tubo de ensayo y afiadir una o dos gotas de HC11N; tomaré color rosado).

3 Pfluorescens y P. putida producen pioverdina y otros pigmentos por lo que pueden confundirse con P. aeruginosa. Se diferencian por no produ-
cir piocianina, poseer un olor caracteristico y no crecer a 41 °C.

1A faecalis es sensible a la deferoxamina.

5 A. baumannii en el examen directo puede presentar morfologia de cocobacilo gramnegativo. En el medio de glucosa campana con rojo de fenol
vira a amarillo el medio en contacto con el aire, permaneciendo rosa el medio que se encuentra en el interior de la campana. No reduce los
nitratos y es (3-xilosidasa positiva.

6 S. maltophilia es a-manosidasa positiva y resistente a imipenem.

PYR: pirrolidonil aminopeptidasa;TRYP: tripsina aminopeptidasa; ACM: hidrolisis de la acetamida; TTR: tetrationatoreductasa; LDC: lisina decar-
boxilasa; ADH: arginina dehidrolasa; PsS: P. aeruginosa Screen, estudia por técnica de difusién la sensibilidad a la 1,10-fenantrolina mediante
un disco (R: < 14 mm; S: < 18 mm). DNasa: deosirribonucleasa. Existen pastillas comercializadas para realizar estas pruebas (Diatabs®, Rosco)
(véase Protocolo técnico 4.13). COL: sensibilidad a colistina (disco de 10 ug); +: > 90% positivo; -: > 90% negativo; v: variable; S: Sensible; R:
Resistente.

no se posee experiencia para su identificacion, puede ser pudiendo el hombre adquirir la enfermedad en aguas con-
adecuado remitirlas a un centro especializado. taminadas con la orina de animales infectados. La enfer-
medad se caracteriza por fiebre, escalofrios, mialgias y con-
juntivitis que pueden asociarse a hepatitis 0 meningitis. Su
diagnostico se hace fundamentalmente por serologia.

Aparte de las bacterias descritas hasta aqui, que pue-
den observarse al microscopio y cultivarse en medios
convencionales, existe otro grupo que presenta caracte-
risticas particulares que se describen a continuacion. Los micoplasmas son bacterias sin pared, de morfo-
logia irregular y tamafio variable, no se tifien por los
métodos usuales (Gram) y no se observan mediante el
microscopio por técnicas convencionales. Mycoplasma
pneumoniae causa neumonia atipica de prondstico benig-
no. Su cultivo requiere medios ricos y es laborioso.

Las espiroquetas poseen una estructura celular particu-
lar; algunas, como las borrelias, pueden observarse al
microscopio 6ptico y crecen en medios especiales. Desde
su reservorio humano o animal, se transmiten a las perso-
nas sanas a través de garrapatas causando .fiebre recurren-
te (Borrelia recurrentis y otras) o la enfermedad de Lyme (B.
burgdorferi). Treponema pallidum, causante de la sifilis, puede
visualizarse en el chancro de inoculacién por campo oscu-
ro o inmunofluorescencia, pero no ha conseguido cultivar-
se9. Su diagnostico es fundamentalmente serolégico.

Las clamidias son bacterias pequefas (0,2-0,8 pm) que
se tifien mal por los colorantes convencionales y no se
observan al microscopio 6ptico. Han perdido parte de la
dotacion enziméatica para la obtencién de energia, por lo
cual se han convertido en parasitos intracelulares obliga-
dos y no se puede obtener su cultivo en medios artificia-

Las especies patdogenas de Leptospira (L. interrogans y les, sino en lineas celulares, como los virus. Chlamydia tra-
L biflexa)l0causan infeccion renal en diversos animales, chomatis causa uretritis y cervicitis, asi como conjuntivitis y

9 T.pertenue, T.endemicum y T. carateum (de hecho, subespecies de T. pallidum) causan por contacto directo infecciones de la piel y de las muco-
sas (pian, bejel y carate).
1 La clasificacion genética no guarda ninguna relacién con la clasificacién tradicional metaboélica y seroldgica.
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Microorganismo

Haemophilus influenzae

Bordetella pertussis

Campylobacter

Helicobacter

Legionella

Brucella

Vibrio
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Tabla 3.11
Caracteres orientativos para la identificacion de algunas bacterias exigentes

Bacilos gramnegativos pequefios y polimorfos. Anaerobios facultativos. Son oxidasa positiva. Requie-
ren factores especificos para su crecimiento (factor X: hemina; factorV: NAD). Se aislan en agar cho-
colate. Pueden crecer en agar sangre alrededor de las colonias de estafilococo (fenémeno de sate-
litismo). Su crecimiento es favorecido por una atmosfera rica en C 02 Su identificacion se realiza
observando el crecimiento en agar usual alrededor de discos con los factores X,V y XV (H. influen-
z2e". X: neg.;V: ncg.; XV: +). Existen antisueros para la identificacion de las cepas capsuladas, sien-
do el serotipo b el que se ha aislado con mayor frecuencia antes de la vacunacion sistematica.

Es un cocobacilo gramnegativo aerobio estricto, catalasa y oxidasa positivas. No crece en agar Mac-
Conkey y requiere medios especificos como el de Bordct Gengou, que es un medio enriquecido
con sangre de carnero, o el de Regan-Lowe, enriquecido con sangre de caballo y que incorpora
almidon y carbon. Las colonias pueden observarse a los 3-4 dias de incubacion.

Bacilos grammnegativos curvados de morfologia muy caracteristica, microaeréfilos, que necesitan
para desarrollarse una concentraciéon de 5-10% de 0 2(Fig. 2.7). C.jejuniy C. coli son las especies
enteropatdgenas mas frecuentes; tienen una temperatura éptima de crecimiento de 42 °C, que
es la que se utiliza para la incubacién de los medios selectivos para su aislamiento de las heces.
Los medios han de ser ricos, pero no requieren necesariamente sangre. El carbén facilita su cre-
cimiento al neutralizar sustancias téxicas del medio. La selectividad se consigue con diferentes
mezclas de antibioticos (Tabla 3.12).

Bacilos gramnegativos curvados caracteristicos. Crecen a 37 °C en atmosfera microaeroéfila. A los
cuatro-cinco dias de incubacion forman colonias visibles en medios enriquecidos con sangre. Son
oxidasa positiva y producen una ureasa. La especie aislada con mas frecuencia de la mucosa gas-
trica es H. pylofi.

Bacilos gramnegativos finos y pleomorficos que se tifien mal por el método de Gram. Son aero-
bios estrictos y oxidasa y catalasa débilmente positiva. Requieren L-cistcina para su crecimiento,
que es favorecido por el C 02 (capnofilia). Crecen lentamente entre 2-5 dias a 35 °C. Pueden iden-
tificarse porque crecen en el medio de BYCE (con L-cisteina), y no crecen en agar sangre, por lo
que, si no se siembran las muestras clinicas en el medio adecuado, estas bacterias no se recupe-
ran. El carbén activado incorporado al medio facilita el crecimiento. Existen antisueros para la iden-
tificacion de L. pneumophila, que es la especie que causa neumonia con mas frecuencia.

Cocobacilos gramnegativos pequefios aerobios estrictos. Crecen en medios enriquecidos a 37 °C
de forma lenta en primoaislamiento (3-7 dias), pero también crecen en medios usuales. Su cre-
cimiento es favorecido por la incubacion en atmdsfera enriquecida con C 02 y en algunas espe-
cies como B. abortas es imprescindible. Son oxidasa y catalasa positivas.

Bacilos gramnegativos curvados anaerobios facultativos. Son oxidasa positiva. Algunas especies
requieren cloruro sédico para su crecimiento (haléfilos), y en otras, el crecimiento se ve estimulado
por su presencia. Muchas pruebas de identificacion pueden realizarse afiadiendo a los medios con-
vencionales ya preparados 2-3 gotas de una solucién estéril de cloruro sédico al 1% (Tabla 3.8).

Es muy importante sefialar que estas bacterias no se aislan por cultivo si no se siembran las muestras clinicas en el medio adecuado, bajo la

' atmdsfera necesaria y el tiempo conveniente. H. influenzae, Campylobacter y brdcela pueden recuperarse en los medios para hemocultivo.

Campylobacter y Helicobacter se sospechan por su morfologia, la legionela por su mala tincién por Gram y por la ausencia de crecimiento en agar
sangre y agar chocolate y crecimiento en BCYE. Vibrio posee una morfologia microscopica sugestiva y crece en TCBS. Otras bacterias del grupo
HACEK (Haemophilus, Actinobacillus, Cardiobacterium, Eikenella y Kingella), causantes de bacteriemia y endocarditis no se incluyen en este apar-

tado por su escasa frecuencia.

neumonia en el recién nacido (serotipos D a K), tracoma
(serotipos A, B, Bay C) y linfogranuloma venéreo (sero-
tipos LI, L2 y L3). Chlamydophila pneumoniae con reser-
vorio humano y Chlamydophila psittaci con reservorio
aviar causan infecciones de las vias respiratorias altas y
neumonia.

Las rickettsias pueden causar un cuadro tifédico o
exantematico (spottedfever, fiebre botonosa y otros).Tie-

nen su reservorio en los piojos, las pulgas, las garrapa-
tas y los acaros, siendo inoculadas por estos artrépodos.
Rickettsia conorii causa la fiebre botonosa mediterranea,
gue cursa como un sindrome febril con una lesién de
inoculacién tipica y exantema, siendo la Unica rickett-
siosis propia del area mediterranea.

Coxiella burnetii es una bacteria semejante a las ric-
kettsias que infecta al ganado causando aborto y se eli-
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Tabla 3.12

Identificacion del género Campylobacter

Eopecies Catalasa Hidrolisis Crecimiento Sae:esfi;i(:i?na:
Hipurato Indoxil acetato 25 °C 42 °C

C.jejuni + + + R " R

C. coli + - + - + R

C. lari + - - _ + R

C.fetus + - R + v S

C. upsaliensis - - + - \Y \%

C. hyointestinalisl + - - - + S

l.as cepas de Campylobacter son dificiles de aislar de las heces si no se utilizan medios selectivos. En la mayoria de ellos, las colonias son bastan-
te caracteristicas y la tincion de Gram muestra unos bacilos gramnegativos con morfologia curvada o espirilar (Figs. 2.7 y 15.3).Todas las espe-

cies son oxidasa positivay reducen los nitratos.

Aunque tradicionalmente se ha determinado la sensibilidad al acido nalidixico como ayuda en la identificacién de las especies de Campylobac-
ter, hoy esta en desuso debido a la resistencia adquirida por la gran mayoria de cepas.
1 C. hyointestinalis produce SH2en TS1y la subespecie laiosonii es ureasa positiva.

+:> 90% positivo; > 90% negativo; v: variable.

mina por la leche, la orina y las heces de los animales.
El hombre puede infectarse mediante aerosoles o consu-
miendo leche, causandole fiebre y afectaciéon del estado
general, que se puede asociar a neumonia o hepatitis.

El diagndstico de todas estas infecciones bacterianas
no se efectlia por examen microscopico y cultivo con-
vencional, sino por técnicas de deteccion de antigeno y
amplificacion genémica (capitulos 8y 9).

MEDIOS Y PRUEBAS DE IDENTIFICACION

La mayoria de las pruebas de identificacién propues-
tas anteriormente e incluidas en las tablas 3.1 a 3.12
corresponden a pruebas desarrolladas por métodos con-
vencionales clasicos. Como se ha sefialado anteriormen-
te, estas pruebas se efectian en medios de identifica-
cioén, repartidos en tubos (12 x 120 mm), bien sea como
pruebas rapidas o tras una noche de incubacién (Fig. 3.7)
(véase la tabla 3.22 para la formulay descripcién de los
medios de identificacion y los protocolos técnicos 3.1-
3.12 para su realizacion). El estudio de la sensibilidad a
diferentes antimicrobianos es de gran utilidad para la
identificacion de algunos microorganismos (Tabla 3.13).
La existencia en el mercado de paneles miniaturizados
para el estudio de las pruebas metabdlicas ha significa-
do un adelanto para la identificacién bacteriana.

Identificacion mediante sistemas miniaturizados

Los paneles de pruebas metabdlicas miniaturizadas
incluyen en pequefios pocilios de plastico una minima
cantidad del medio de identificacion o del sustrato a estu-
diar liofilizado o desecado. Este se rehidrata con un peque-
fio volumen de una suspension de la bacteria a identifi-

Figura 3.7. Identificacién de los bacilos gramnegativos.

Los bacilos gramnegativos no exigentes pueden identificarse median-
te un conjunto de pruebas bioquimicas («serie», «galeria», «kit de iden-
tificacion»), preparadas en el propio laboratorio o comercializadas. La
serie mostrada, preparada en el laboratorio, incluye el medio de Kligler
(glucosa/gas, lactosa, acido sulfidrico) el de LIA (lisina decarboxilasa,
Usina deaminasa, &cido sulfidrico), MIO (movilidad, indol, ornitina
decarboxilasa), Voges-Proskauer (acetoina), agar con citrato (medio de
cilrato de Simmons), agar para estudio de la fenilalanina deaminasa,
medio para deteccion de la ureasa y medio para el estudio de la DNasa.

car en agua destilada o en medio de cultivo y se llevan a
incubar. Estas galerias suelen incluir de 10 a 50 pruebas.

También existen paneles o galerias de este tipo que
son procesados por instrumentos que efectdian la ino-
culacién, la incubacién y la lectura de modo automati-
zado, evaluando los resultados una computadora que
efectua la identificacion.Todos los paneles comercializa-
dos deben manipularse y leerse de acuerdo con las ins-
trucciones del fabricante. Existen diferentes paneles diri-
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Antimicrobiano

Novobiocina

Furazolidona

Bacitracina

Optoquina

Colistina

Microbiologia clinica

Tabla 3.13
Antimicrobianos de utilidad en la identificacion bacteriana

La mayoria de las especies de estafilococo son sensibles a la novobiocina. Algunas especies, entre
las que destaca Staphylococcus saprophyticus, agente causal de infeccion urinaria en la mujer joven,
son resistentes. También son resistentes S. hominis y S. cohnii raramente aisladas en clinica.

Ayuda a la diferenciacién del género Staphylocooccus (sensible) de Micrococcus (resistente). E.fae-
calis (resistente) y E.faecium (sensible).

Ayuda a la diferenciacién del género Staphylocooccus (resistente) de Micrococcus (sensible). Strepto-
coccus pyogenes es el Unico estreptococo p-hemolitico sensible a la bacitracina.

Dentro de los estreptococos del grupo viridans (hemolisis a), solamente Streptococcus pneumoniae
es sensible a la optoquina.

Todas las enterobacterias son sensibles a colistina, excepto el grupo Proteus-Morganella-Providen-
cia, que es resistente y la gran mayoria de cepas del genero Serratia, que muestran un pequefio
halo de inhibicién repleto de colonias (heterorresistencia). Todos los cocos grampositivos son resis-
tentes a colistina. En el género Staphylococcus, solamente las especies S. aureus y S. epidermidis son

resistentes, el resto de especies muestran un pequefio halo de inhibicion.

Vancomicina
Aztreonam
Cefalotina

Compuesto vibriostatico
0129 plesiomonas (sensibles).

Mupirocina

gidos a la identificacion de los distintos grupos micro-
bianos, como enterobacterias, bacilos gramnegativos.no
fermentadores, estafilococos, estreptococos, neisserias,
bacilos corineformes y bacterias anaerobiasil

El uso de paneles comercializados posee diversas ven-
tajas. Entre ellas, destacan la homogeneidad de los reac-
tivos, que permite comparar los resultados de diversos
laboratorios, la rapidez de manipulacion y la disposicion
de bases de datos computarizados para interpretar los
resultados (Fig. 3.8).

Debe sefalarse con gran énfasis que, a pesar de la
existencia de estos sistemas miniaturizados y automa-
tizados, la utilizacion de pruebas sencillas realizadas
con medios y métodos convencionales preparados en
el propio laboratorio y de calidad contrastada, como las
sefialadas en el texto y las tablas, ayudan extraordina-
riamente a la identificacion de las bacterias aisladas con
mayor frecuencia en el laboratorio de microbiologia cli-
nica (Figs. 3.9-3.11).

El CLSI (Clinical and Laboratory Standards Instituté),
anteriormente denominado NCCLS (National Commit-
teefor Clinical Laboratory Standards), que es uno de los

Es de utilidad para la diferenciacion de bacterias grampositivas y gramnegativas.
Es de utilidad para la diferenciacion de bacterias grampositivas y gramnegativas.
Las especies termotolerantes del género Campylobacter son resistentes.

Se utiliza para la diferenciaciéon de las enterobacterias y aeromonas (resistentes) de los vibrios y

Ayuda a la diferenciacion de E.faecalis (resistente) de E faecium (sensible).

comités norteamericanos de estandarizacidon de técni-
cas de laboratorio més prestigiosos, ha asumido que la
identificacion de algunas bacterias y levaduras puede
efectuarse basdndose en el aspecto de las colonias junto
a algunos caracteres metabdlicos fundamentales, reali-
zados con rigor, lo que permite una identificacion pre-
suntiva rapida, util, econémica y generalmente correcta.

En la tabla 3.22 se describen los medios de identifi-
cacién convencionales, las técnicas para su siembray la
interpretacion de los resultados.

A pesar de que la identificacion de las bacterias se
realiza basandose en los caracteres metabolicos, existen
casos en que la identificacion metabdlica es dificil, requie-
re mucho tiempo y a veces resulta imposible. En estos
casos, la identificacion molecular basada en la secuen-
cia del 16S rDNA es de gran utilidad. EI rDNA codifica
el RNA ribosomal y estd formado por un conjunto de
genes (operdn) con regiones muy conservadas y otras
de elevada variabilidad, siendo en estas Gltimas donde
se encuentran las diferencias que permiten identificar
las bacterias. Esta técnica se realiza mediante la ampli-
ficacion de un fragmento génico del 16S rDNA seguida

1 Las firmas comerciales que disponen de paneles manuales y automatizados son, entre otras, BD Diagnostics; bioMerieux; Rosco, Biolog Inc.;

Dade Behring; Midi Inc.; Remel y Soria Melguizo.
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Figura 3.8. Series metabdlicas comercializadas.
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En el comercio se hallan numerosos kits de identificacion. A. En la figura se muestra la galeria APl 20 E® utilizada para la identificaciéon de las
enterobacterias. Se siembran los microtubos y se incuba durante 24 horas. La introduccion del resultado en una computadora con una base de
datos, aporta la identificacion mas probable e indica los caracteres atipicos, si existen. B. La otra galeria de identificacion representada, Roscozym®,
se basa fundamentalmente en la deteccién de enzimas preformadas. Una vez inoculada se incuba durante 4 6 18 horas, antes de leerla.

Figura 3.9. Pseudomonas aertiginosa.

En ocasiones, algunos caracteres elementales orientan hacia la iden-
tificacion de una bacteria con elevada especificidad, como el pigmen-
to azul verdoso de P. aerliginosa (piocianina). Se diferencia de otros
pigmentos producidos por las pseudomonas porque es soluble en clo-
roformo y vira a rojo en presencia de un &cido fuerte.

Figura 3.11. CAMP test.

Los estreptococos del grupo B producen una proteina (factor CAMP) que
activa la beta lisina de Staphylococcus aureus al actuar sinérgicamente con
ella. Cuando en una placa de agar sangre se dispone una estria de estafi-
lococo (vertical) y se hacen estrias perpendiculares de las bacterias a estu-
diar, las positivas producen una hemolisis en lazo de pajarita caracteris-
tica, como el estreptococo del grupo B mostrado en esta imagen. Listeria
monocytogenes y algunas corinebacterias también pueden dar un test de
CAMP positivo.

Arriba: test de CAMP negativo; Abajo: positivo.

Figura 3.10. Pseudomonas aerliginosa y Acinetobacter baumannii.

Otra prueba sencilla es la que permite diferenciar presuntamente A.
baumannii de otros bacilos gramnegalivos no fermentadores. Puede
observarse como P. aeriginosa y A baumannii aparecen en el medio de
Kligler como dos cepas de bacilos gramnegativos no fermentadores
indistinguibles; sin embargo, en el medio con glucosa y campana de
Durham, Acinetobacter a diferencia de Pseudomonas acidifica el medio
por fuera (oxidador muy activo); pero no fermenta y el medio en el
interior de la campana permanece alcalino (véase Tabla 3.10).
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de la secuenciacion del fragmento amplificado y su com-
paracion con secuencias de las diferentes bases de datos
existentes12 Existen productos comercializados que faci-
litan el desarrollo de este protocolo sustituyendo a téc-
nicas de identificacién méas complejas, como la croma-
tografia de gases.

CLASIFICACION INFRAESPECIFICA

Los diferentes aspectos de la clasificacion infraespe-
cifica se detallan en el capitulo 10.

Una vez alcanzada la identificacion de especie, las
bacterias pueden subdividirse en grupos infraespecificos
segun diferentes criterios. El interés en subdividir una
especie en diferentes grupos estriba en que éstos pueden
poseer diferente capacidad patogénica o tener una dis-
tribucién geografica diferente. Los métodos mas utiliza-
dos para este objetivo son el biotipado, que subdivide las
especies en funcion de caracteres metabélicos; el seroti-
pado, que las divide en funcién de diferencias antigéni-
cas, y el lisotipado o fagotipado, que las divide en fun-
cion de la susceptibilidad a un juego de bacteriéfagos. De
forma genérica, estas variantes se denominan con la ter-
minacién en «variedad» o «var» (biovariedad o biovar,
serovariedad o serovar, lisovariedad o lisovar, etcétera).

El estudio serolégico es muy util, ya que en algunas
bacterias permite confirmar la identificacién bioquimi-
ca, como ocurre en el caso del neumococo, meningoco-
col3 Haemophilus influenzael4 listeria, algunos serotipos
de E. coli, las salmonelas, las shigelas y las yersinias.

La determinacion de los antigenos bacterianos se
suele efectuar por aglutinacién en porta de la bacteria a
partir de un cultivo en medio sdlido, con antisueros
comercializadoslb preparados contra cada uno de los
diversos antigenos (véase el capitulo 10).

ANTIBIOGRAMA

Las bacterias son naturalmente sensibles a algunos
antimicrobianos y resistentes a otros (resistencia natu-
ral); sin embargo, entre los microorganismos sensibles
han aparecido cepas resistentes a antibioticos que eran
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activos (resistencia adquirida), por lo que, al aislar un
microorganismo, no puede saberse a priori si es sensible
a un determinado antibidtico o si ha adquirido resisten-
cia frente a él. Por tanto, para orientar el tratamiento debe
estudiarse la sensibilidad de las bacterias a los antimi-
crobianosi6.

Un antibidtico se considera activo frente a una bac-
teria cuando inhibe su multiplicacién. Su actividad se
evalla in vitro determinando la concentracién inhibito-
ria minima (CIM), que es la minima concentracion de
antibidtico que inhibe el crecimiento del microorganis-
mo1l7.En el laboratorio, este pardmetro, que cuantifica la
sensibilidad, puede determinarse mediante técnicas de
dilucion en medio liquido, en medio s6lido o por técni-
cas de gradiente de difusién, como el Epsilon-test (Etest).
Todos estos métodos requieren una rigurosa estandari-
zacion del medio de cultivo, del inoculo bacteriano, de
la temperatura, la atmdsfera y el tiempo de incubacion
y de los criterios de lectura.

Es necesario realizar de forma rutinaria controles
de calidad de las distintas técnicas de estudio de la sen-
sibilidad, incorporando cepas de sensibilidad o resis-
tencia conocida (S. aureus ATCC 29213, 25923; E. coli
ATCC 35218, 25922; E.faecalis ATCC 29212, S. pneu-
moniae ATCC 49619; P. aeruginosa ATCC 27853; EL
influenzae ATCC 49766, 49247; C.jejuni ATCC 33560).

Técnicas de diluciéon

Para determinar la CIM de un antibi6tico para una
bacteria por técnica de dilucién se prepara una serie de
tubos con una cantidad determinada de caldo de culti-
vo en cada uno, a los que se incorpora una cantidad de
antibiético creciente de modo que se obtengan concen-
traciones dobles progresivas; por ejemplo: en el primer
tubo, 0,12 jig; en el segundo tubo, 0,25 ixg; en el tercer
tubo, 0,5 ixg; en el cuarto tubo, 1 iig, y asi sucesivamen-
te hasta el decimosegundo tubo, con 256 jxg. Se siembra
la bacteria en los tubos, se incuban, y a las 18-24 horas
se observa el crecimiento. Se podra ver que el caldo esta
transparente en los tubos donde hay mayor concentra-
cién de antibidtico porque el crecimiento de la bacteria
ha sido inhibido, peré que existe crecimiento en los tubos
con menor concentracion de antibiético, por ejemplo en

12 CenBank, NCBI (National Centerfor Biotechnology Information), EMBL (European Molecular Biology Laboratory), RDP (Ribosomal Database Pro-
ject), RIDOM (Ribosomal Differentiation of Medical Microorganisms).

B Por la antigenicidad de la capsula se distinguen 13 serogrupos de meningococo: A, B, C, D, 29E, H, |, K, L, VV135, X,Y, Z. Los asociados con
enfermedad meningocécica son los A, B, C,Yy W135, siendo extraordinariamente excepcionales las infecciones por meningococos de los otros
serogrupos. Cada grupo se subdivide en tipos y subtipos en funcién de la estructura antigénica de las proteinas de membrana externa, por
ejemplo: B: 4, Pl:2 (B = grupo, 4 = tipo, PI: 2 = subtipo).

4 H. influenzae tiene seis tipos capsulares, de los que el b ha sido, hasta la introduccién de la vacuna, el méas frecuente. Streptococcus pneumoniae
tiene 90 serotipos capsulares. Para los otros microorganismos, véase el capitulo 10.

15 Comercializan antisueros Bio-Rad/Pasteur; Oxoid Inc., Difeo, Staten Serum Institui, Centro de Referencia de E. coli (Lugo, Espafia).

16 Las técnicas que permiten conocer la sensibilidad o resistencia de los microorganismos a los antibioticos se denominan colectivamente anti-
biograma.

17 Las concentraciones inhibitorias minimas, CIM (MIC en inglés) se expresan en microgramos/mililitro (jig/ml) o en su equivalente miligramos/litro
(mag/l).
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los tubos con 0,12 y 0,25 jig/rnl. El tubo con la menor
concentracién de antibidtico que ha inhibido la bacteria
indica la concentracién inhibitoria minima, en el ejem-
plo indicado es el tubo con 0,5 jxg/ml (Fig. 3.12).

Esta prueba puede realizarse también en medio séli-
do, incorporando cada dilucion de antibidtico a un fras-
co con el agar fundido, a temperatura alrededor de 50 °C.
Se verterd el contenido de cada frasco en placas de Petri
que se dejaran solidificar, obteniendo una serie de placas
con concentraciones progresivas del antibiético. Esta téc-
nica, al permitir sembrar varias cepas (20-40) por placa,
facilita el estudio simultdneo de la CIM de un gran nime-
ro de cepas a un antimicrobiano.

Un antibidtico se considera adecuado para tratar una
infeccién causada por una bacteria cuando, administra-
do en dosis terapéuticas (es decir, no téxicas), alcanza en
el foco de infeccion concentraciones cuatro o mas veces
superiores a la CIM (2 jug/ml, siguiendo con el ejemplo
anterior).

Basandose en diferentes investigaciones en anima-
lesy humanos, se han podido determinar las concentra-
ciones que alcanzan los antibi6ticos en los diversos 6rga-
nos o tejidos (sangre, pulmén, rifién, LCR, hueso, etc.);
por tanto, bastara conocer la concentracién inhibitoria
minima (CIM) de un antibidtico para el microorganis-
mo aislado para saber si es superior o inferior a la espe-
rada en el lugar de la infeccién y, por tanto, si cabe una
respuesta terapéutica o no. Sin embargo, en la préctica,
una bacteria se considera sensible cuando las concen-
traciones plasméticas (sangre) del antibiético son cua-
tro veces superiores a la CIM, ya que las concentracio-
nes plasmaticas se alcanzan en la mayoria de los tejidos,
excepto algunos como el LCR, los huesos, la préstata o
el globo ocular, en los que s6lo alcanzan concentracio-
nes terapéuticas determinados antibioticos.

Entre los antimicrobianos activos frente a un micro-
organismo, los que, por razones de eficacia terapéutica,
farmacocinética y ausencia de toxicidad, son los mas ade-
cuados para ser administrados se denominan «de elec-
clon».

Microdilucién

La técnica de microdilucion en caldo es de gran uti-
lidad préctica para el estudio de las CIM. No es mas que
la técnica de dilucién en medio liquido, sefialada ante-
riormente, pero realizada en placas de poliestireno, con
micropocillos en lugar de tubos. Existen comercializados
diversos paneles con varias columnas de pocilios, cada
una con diferentes antimicrobianos. Los pocilios de cada
columna contienen concentraciones crecientes de un
antibidtico en forma de suspensién liofilizada o deseca-
da, por lo que sélo debe afiadirse el medio de cultivo
liquido en el que se ha efectuado una suspensién de la
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bacteria a estudiar (generalmente alrededor de 200 jil
de medio por pocilio).Tras la incubacidn, se determina
la CIM (Fig. 3.13).

Como en la macrodilucion, la concentracién inhibi-
toria minima de cada antibidtico se lleva a una tabla que
sefala si el microorganismo es sensible o resistente; es
decir, si la CIM del antibi6tico es inferior o superior a la
plasmatica.

Figura 3.12. Antibiograma. Dilucion en caldo.

El primer tubo de la derecha es un control de medio sin antibiético en
el que crece la bacteria a estudiar. Los tubos, de izquierda a derecha
contienen una cantidad creciente de antibidtico. La cantidad incluida
en cada tubo se expresa en microgramos por mi (¢xg/ml) o su equiva-
lente mg/1. Puede observarse la inhibicion de la bacteria en los tubos
con las concentraciones altas de antibidtico. La concentracion inhibi-
toria minima (CIM, en inglés MIC) es la del Lubo con menor cantidad
de antibiético que inhibe a la bacteria.

Figura 3.13. Antibiograma. Microdilucion.

Existen paneles comercializados, que permiten detectarla concentra-
cion inhibitoria minima por técnica de dilucion en caldo. Los pocilios
de cada columna contienen, de arriba a abajo, concentraciones decre-
cientes de antibidticos (cada columna corresponde a un antibiético
diferente). Puede observarse el crecimiento y la inhibicién en los dife-
rentes pocilios. La concentracion inhibitoria minima para cada colum-
na de antimicrobiano es la del pocilio con menor cantidad de antibi6-
tico que inhibe a la bacteria.
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Existen paneles comercializados para los diferentes
grupos bacterianos con variable nivel de automatizacién
y de ayuda para la interpretacion de los resultados (Sis-
temas de experto)18

Disco-difusion en agar

Un método muy utilizado por su sencillez para el
estudio de la sensibilidad de las bacterias es el de difu-
sién en agar. Se basa en la inhibicién del crecimiento de
la bacteria alrededor de un disco cargado con un anti-
microbiano que difunde en un medio soélido.

Esta técnica consiste en la siembra de la bacteria en
la superficie de una placa con un medio de cultivo, sobre
el que se depositan unos discos de papel cargados con
una cantidad precisa de antibidtico, que difunde casi
instantdneamente a través del agar, formandose un gra-
diente de concentracién del mismo alrededor del dis-
co. Posteriormente, se lleva a incubar a 37 °C durante
18 horas.

El microorganismo crece en la superficie de la placa,
pero alrededor de los discos se forman unos halos de
inhibicion méas o menos grandes, dependiendo de la
mayor o menor sensibilidad de la bacteria a cada anti-
bidtico (Fig. 3.14). Se mide el didmetro del halo (expre-
sado en milimetros) y se lleva a las tablas que correla-
cionan los didmetros con la sensibilidad (Protocolo
técnico 3.13) (Tabla 3.15-3.21).

La correlacion diametro/CIM no se efectda en térmi-
nos cuantitativos, porque la técnica no es lo suficiente-
mente exacta como para permitir cuantificar con preci-

Microbiologia clinica

Figura 3.14. Antibiograma. Difusién en agar.

El antibidtico difunde desde los discos creando un gradiente de con-
centracion. Las bacterias sensibles son inhibidas por el antibiético for-
mando un halo de inhibicién. Para un mismo antibiético, a mayor halo
mayor sensibilidad (menor CIM). Los halos de los diferentes antibi6-
ticos no son comparables ya que el diametro de la inhibicién depen-
de de la sensibilidad de la bacteria, pero también de la capacidad de
difusién del antibiético.

sién las CIM en relacion a los halos producidos. Por ello,
en la técnica de difusién se trabaja con puntos de corte,
basados en dos medidas, un didmetro menor del halo
de inhibicion, por debajo del cual el microorganismo es
resistente (R), y un didmetro mayor, por encima del cual
es sensible (S). Entre ambos didmetros la sensibilidad se
considera intermedia o indeterminada (I).

Se sugiere introducir para cada grupo de microorga-
nismos los antibioticos recogidos en las tablas 3.15 a 3.21.

Tabla 3.14
Solucion de Me Farland

Volumen (mi)

Estandar
Ba Cl12(1%)

ISl

0,05
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
08
0,9
1

© 00 N O Ul WN PR O

[
o

Concentracién bacteriana
equivalente (108ufc/ml)

H2S 04 (1%)
9,95 15
9,9 3
9,8 6
97 9
9,6 12
95 15
9.4 18
9,3 21
9,2 24
91 27
9 30

Para preparar las diferentes soluciones estandar mezclar las cantidades sefialadas de la solucién de Ba CI2(1%) y H2S 04 (1%). Guardar en tubo
perfectamente cerrado a temperatura ambiente al abrigo de la luz. Seria conveniente controlar la turbidez cada seis meses.
Existen diversas compafiias que tienen comercializados algun estandar, entre ellas: bioMérieux, Remel y Queiab Laboratories Inc.

1S ATB (bioMérieux), Vitek (bioMerieux), MicroScan (Dade Behring), Pasco (BD Diagnostics), Phoenix (BD Diagnostics), Sensititre (Trek Diag-

nostic Systems), Widcr (Soria Melguizo) entre otros.
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Tabla 3.15
Interpretacion de. la técnica de diseo-difusion y valores criticos de CIM. para las enterobacterias

Antibacteriano Carga
disco (fig) R

Ampicilina 10 <13
Piperacilina 100 17
Amoxicilina-acido clavulanico 20/10 s 13
Piperacilina-tazobactam 100/10 <17
Cefalotina 30 <14
Cefuroxima 30 <14
Cefoxitina 30 <14
Cefotaximal 30 <1.4
Ceftacidimal 30 <14
Cefepimal 30 <14
Imipenem 10 <13
Meropenem 10 < 13
Ertapenem '10 <15
Aztreonaml 30 <15
Gentamicina 10 <12
Tobramicina 10 <12
Amikacina 30 ¢ 14
Cotrimoxazol 1,25/23,75 <10
Acido nalidixico2 30 ;13
Ciprofloxacina2 5 <15
Tetraciclina 30 ;14
Cloranfenicol 30 <12

Didmetro (mm) CIM (jxg/ml)

1 S R S
14-16 >17 >32 <8
18-20 >21 >128 <16
'14-17 >18 > 32/16 <8/4
18-20 >21 s 128/4 < 16/4
15-17 >18 >32 <8
15-17 >18 >32 .8
15-17 s 18 >32 <8
15-22 >23 >64 <8
15-17 >18 >32 <8
15-17 >18 >32 <8
14-15 >16 216 <4
14-15 >16 >16 <4
16-18 >19 s8 (2
16-21 >22 >32 .8
13-14 >15 ~g .4
13-14 >15 s8 .4
15-16 >17 >32 <16
11-15 >16 2:8/152 < 2/38
14-18 >19 >32 <8
16-20 >21 ay:! <1
15-18 >19 >16 <4
13-17 >18 >32 .8

1 Las cepas portadoras de una betalactamasa de espectro ampliado son resistentes a las penicilinas, cefalosporinas y aztreonam independiente-

mente de su sensibilidad in vitro.

Las cepas resistentes a acido nalidixico (NAL) y sensibles a ciprofloxacina (CIP) presentan riesgo de mutacién a CIPR En las infecciones extrain-
testinales por Salmonella enterica NALR CIPS es recomendable informar NALK CIPR
Para salmonelay shigela sélo son activas in vivo la ampicilina, las fluoroquinolonas, el cotrimoxazol, el cloranfenicol y las cefalosporinas de ter-

cera generacion.
R: resistente; S: sensible; I: intermedio/indeterminado (ver texto).

En la actualidad existen instrumentos que permiten
leer automaticamente los halos e interpretar los resul-
tados19

Epsilon-test

Existe una prueba de difusion en gradiente denomi-
nada Epsilon test (Etest, AB Biodisk) que combina la sim-
plicidad y flexibilidad de las pruebas de disco-difusion

con la capacidad para cuantificar la concentracion inhi-
bitoria minima de las técnicas de dilucidn.

El Etest consiste en una tira de plastico no poroso de
5 cm de largo por 5 mm de ancho a lo largo de la cual se
dispone un gradiente predefinido y sefialado en la tira
de un antimicrobiano equivalente a 15 concentraciones
dobles progresivas. Una vez que se ha sembrado la placa
de agar con el microorganismo, se coloca la tira de Etest

19 SIRScan (i2a); BIOMIC (Giles Scientific Inc.) y Osiris (Bio-Rad Laboratories Inc.), Aura Image (Oxoid Inc.); MastaScan Elite (Mast Diagnos-

tic Ltd), Wider (Soria Melguizo).
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sobre la superficie, produciéndose de forma inmediata
una difusion del antibidtico desde el soporte de plasti-
co hasta el agar, creandose de este modo alrededory a
lo largo de la tira un gradiente exponencial de las con-
centraciones del antimicrobiano.

Tras la incubacién de las placas, se puede observar a
ambos lados de la tira una zona de inhibicién elipsoidal
y simétrica. La carga indicada del punto de la tira en que

Microbiologia clinica

El Etest es un método alternativo para el estudio
cuantitativo de la sensibilidad antimicrobiana del que
cabe destacar su sencillez y buena correlacién con la téc-
nica estandar de dilucion. Se considera adecuado para
el estudio de muy diversas bacterias, entre las que des-
tacan, ademas de las bacterias no exigentes (enterobac-
terias, bacilos gramnegativos no fermentadores, estafi-
lococos, enterococos), bacterias exigentes (neisserias,

el extremo de la zona de inhibicién intersecciona con ella
es el valor de la CIM (Fig. 3.15 y protocolo técnico 3.13).

hemofilos, estreptococos, entre otras), bacterias anaero-
bias nocardias y micobacterias.

Tabla 3.16
Interpretacion de la técnica de disco-difusion y valores criticos de CIM para Peudomonas aeruginosa,
Acinetobacter, Stenotrophomonas maltophilia y Burkholderia cepacia

Diadmetro (mm) CIM ([xg/ml)
Antibacteriano Carga
disco (J¢9) R I S R s
Piperacilina 100 <17 £ 18 £128 64 Para P. aeruginosa
<17 18-20 >21 £128 16 Para Acinetobacter
Ticarcilina- 75/10 ¢ 14 £15 £ 128/2 6472 Para P. aeruginosa
acido clavulanico <14 15-19 >20 &128/2 16/2 Para Acinetobacter
Piperacilina- 100/10 <17 5:18 £ 128/4 . 64/4 Para P. aeruginosa
tazobactam ;17 18-20 n21 £ 128/4 ;16/4 Para Acinetobacter
Ceftacidima 30 (14 15-17 £18 £32 .8
¢17 18-20 £21 Para B. cepacia
Cefepima 30 ;14 15-17 £18 £32 .8
Imipenem 10 13 14-15 £16 £16 o4
Meropenem 10 (13 14-15 £16 £16 .4
15 16-19 £20 Para B. cepacia
Aztreonam 30 ¢ 15 16-21 £22 £32 .8
Gcentamicina 10 12 13-14 £15 £8 o4
Tobramicina 10 12 13-14 £15 £8 o4
Amikacina 30 ;14 15-16 £17 £32 16
Cotrimoxazol 1,25/23,75 $10 11-15 £16 £ 8/152 ;2138
Ciprofloxacina 5 (15 16-20 £21 £4 1
Levofloxacina 5 13 14-16 £17 £8 ¢ 2
Doxiciclina 30 12 13-15 £ 16 £16 4
Minociclina 30 ;14 15-18 £19 £16 o4

* Cuando hay criterios diferentes segln la especie, se sefiala en este apartado.

La técnica de difusién para estos microorganismos da resultados equivocos y discordantes con las técnicas estdndar de dilucién (ver texto). Por
ello probablemente el Etest es la prueba mas equilibrada.

P. aeruginosa es naturalmente resistente a ampicilina, cefalosporinas de primera y segunda generacion, cefotaxima, ceftriaxona, tetraciclinas, cotri-
moxazol y acido nalidixico.

S. maltophilia es naturalmente resistente a todos los betalactamicos, incluyendo los carbapenems, excepto ticarcilina-acido clavulanico (posee
dos fMactamasas cromosomicas L1y L2) y a los aminoglucoésidos, dependiendo la resistencia in vitro en ambos casos del grado de expresion
de las enzimas.

B. cepacia es naturalmente resistente a ticarcilina, ticarcilina-acido clavulanico, imipenem, acido nalidixico, cloranfenicol y colistina.

El CLSi (NCCLS) recomienda solo estudiar la minociclina, la levofloxacina y el cotrimoxazol para S. maltophilia y la ceftacidima, el meropenem
y la minociclina para B. cepacia.

R: resistente; S: sensible; I: intermedio/indeterminado.
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Tabla 3.17
Interpretacion de la técnica de disco-difusion y valores criticos de CIM para los estafilococos

Antibacteriano Carga Diametro (mm) CIM (ug/ml)
disco (jxg) R I S R s
Penicilinal 0ou ; 28 — >29 P-lac ¢ 0,12 Halo con borde cortante: R
Halo con borde en bisel: S
Oxacilina23 1 <10 11-12 >13 £4 <2 Para S. aureus
¢ 17 - algz £0,5 (0,25 Rira estafilococo coagulasa neg.

Amoxicilina-

acido clavulanico 20/10 ¢ 19 >20 £8/4 <4/2
Cefalotina 30 ;14 15-17 >18 £32 ¢ 8
Imipenem 10 (13 14-15 £16 £16 4
Ertapenem 10 ¢ 15 16-18 >19 £8 (2
Gentamicina 10 12 13-14 >15 £8 .4
Vancomicina4 30 £ 15 4 Halo < 14 mm, determinar CLV1
Eritromicina5 15 <13 14-22 £23 £8 ¢ 0,5
Clindamicina5 2 <14 15-20 £21 £4 (0,5
Telitromicina 15 <18 19-21 >22 >4 1
Ciprofloxacina 5 <15 16-20 £21 £4 1
Cotrimoxazol 1,25/23,75 10 11-15 £16 £ 8/152 ;2/38
Linezolid 30 - - £21 - .4
Tetraciclina 30 <14 '15-18 £19 >16 4

1 Un borde cortante del halo de la penicilina, sea cual sea su tamafio, indica produccién de betalactamasa y, por tanto, resistencia a penicilina y
aminopenicilinas. El halo en bisel es indicador de que la cepa es no productora de betalactamasa, aunque en este caso es adecuado confirmar-
lo mediante una prueba especifica de deteccion de la enzima.

2 Las cepas oxacilinaKson resistentes a todos los betalactamicos, incluyendo los carbapenems. La resistencia a oxacilina puede expresarse como
homo o heteroresistencia, en este caso se observan colonias o un ligero velo en el interior del halo (véase deteccion de resistencia a oxacilina
en el texto).

' La técnica de difusion para oxacilina solo es Gtil para S. aureus y S. epidermidis. En el resto de especies, no existe buena correlacién entre los
halos y la resistencia, por lo que es necesario estudiar directamente la sintesis de PBP 2a.

4 Si se realiza la técnica de difusion, confirmar la resistencia por técnica de diluciéon en toda cepa con halos menores de 14 mm. Se ha sugerido
utilizar una placa de agar BHI con 6 ng/ml de vancomicina

0 EritromicinaKclindamicinas sin antagonismo (mecanismo de eflujo), informar la clindamicina como sensible. EritromicinaRclindamicinas con
antagonismo (fenotipo MLS inducible), la clindamicina se ha de considerar resistente.

p-lac: p-lactamasa. R: resistente; S: sensible; I: intermedio/indeterminado (ver texto).

Betalactamasas

La resistencia a la penicilina y ampicilina en algunas
bacterias se produce por la accion de betalactamasas que
hidrolizan el anillo betalactdmico. En algunas bacterias,
la deteccidon de estas enzimas es necesaria para deter-
minar su resistencia a los betalactamicos porque las téc-
nicas de difusién o diluciéon no son suficientemente sen-

Figura 3.15. Antibiograma. Epsilon test. sibles20. Asi sucede con los estafilococos, Haemophilus
El Etest es una prueba con caracteristicas intermedias entre las técni- influenzae, Moraxella catarrhalis, gonococo y los bacilos

cas de difusién y dilucion. A lo largo de la tira hay un gradiente de con- gramnegativos anaerobios estrictos.
centraciones del antibiético. El microorganismo se siembra como para
una prueba de difusion y se deposita la tira sobre el agar.Tras la incu-

bacién se produce un halo de inhibicién. La concentracién inhibitoria 2L Cuando el resultado del estudio de la betalactamasa es positivo,
minima viene dada por la concentracion de antibiético en el punto de debe considerarse la bacteria resistente a la penicilina y la ampici-
la tira donde intercepta el halo de inhibicién. Para el microorganismo lina, independientemente del resultado del antibiograma por difu-
representado la CIM es de 2 ug/ml. sion o dilucién.
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Tabla 3.18
Interpretacion de la técnica de disco-difusion y valores criticos de CIM para los enterococos

Didmetro (mm)

Antibacteriano _Carga
disco ([xg) R I

Ampicilina 10 <16 —
Vancomicina 30 £14 15-16
Teicoplanina 30 <no 11-13
Eritromicina 15 <13 14-22
Tetraciclina 30 £14 15-18
Ciprofloxacina 5 <15 16-20
Levofloxacina 5 <13 14-16
Linezolid 30 <20 21-22
Gentamicinal 120 6 7-9

(alta carga)

Estreptomicinal 300 6 7-9
(alta carga)

CIM (Ixg/ml)
S R S

s 17 £16 <8 El resultado de ampicilina se
puede extrapolar a AMX, PEP
e IMP

sl7 >32 £4 Toda cepa sensible aVAN es
sensible aTCO.La resistencia
aVAN puede ser dificil de
detectar (véase texto)

>14 2 32 ¢ 8

5:23 s8 £05

>19 £ 16 s4

>21 s4 sSI

a 17 s8 42

>23 >8 <.2

~ 10 3500 <500 Los halos intermedios han
de confirmarse por técnica de
dilucién

>10 > 1.000

* Se estudiara la sensibilidad con discos de alta carga de gentamicina y estreptomicina en los casos de infeccion sistémica. Con estas cargas la
sensibilidad indica, Gnicamente, que cabe esperar accién sinergica entre el aminoglucésido y la ampicilina o vancomicina.
AMX: amoxicilina, PIP: piperacilina; IMP: imipenem; VAN: vancomicina; TCO: teicoplanina; R: resistente; S: sensible; I: intermedio/indetermi-

nado (ver texto).

Existen varios métodos para la deteccion directa de
betalactamasas, como el bacteriolégico de Gots
(Hodge), el acidimétrico, el yodométrico y el cromogé-
nico, siendo este Gltimo el mas utilizado (Fig. 3.16). La
técnica cromogénica se basa en la realizacion de una
suspension espesa de la bacteria en una solucion de
nitrocefin, que es una cefalosporina que en solucidn
presenta color amarillo, pero, al ser hidrolizada por la
betalactamasa, da lugar en unos minutos a un produc-
to rojo intenso.

Algunas enterobacterias y bacilos gramnegativosyr%o
fermentadores producen betalactamasas de espectro
ampliado (BLEA) que hidrolizan, ademaés de la penici-
lina y la ampicilina, las cefalosporinas y los monobac-
tams (aztreonam), aunque son sensibles al acido cla-
vulénico y no hidrolizan los carbapenems (imipenem
y otros).

En general, en las cepas productoras de BLEA las
CIM de las cefalosporinas de tercera y cuarta genera-
cién y del aztreonam estan ligeramente elevadas, pero
dentro de los limites de sensibilidad definidos por el
CLSI, por lo que es importante utilizar técnicas de cri-

bado para su deteccion. Entre ellas se encuentra la con-
sistente en estudiar la sinergia producida entre un disco
cargado con una cefalosporina de tercera o cuarta gene-
racion (30 iig) y otro con acido clavulanico
(ampicilina/acido clavulanico, 20/10 fig) colocados a
una distancia de 30 mm (Fig. 3.17). También pueden
detectarse comparando los halos de inhibicién de un
disco con una cefalosporina de tercera (o cuarta) gene-
raciéon (30 ixg) y otro con este antibi6tico y acido clavu-
lanico (30/10 [ig), aceptandose como positiva una dife-
rencia superior o igual a 5 mm. Esta prueba también
puede realizarse mediante tiras de Etest con cefalospo-
rinas de tercera o cuarta generacién con y sin acido cla-
vulanico, pudiendo observarse la disminucién de la CIM
por accidon del inhibidor. Para la deteccion de BLEA en
caso de enterobacterias hiperproductoras de cefalos-
porinasa cromosdmica, como Enterobacter cloacae o
Citrobacter freundii, es importante realizar el cribado
comparando la CIM de una tira de Etest con cefepime
con otra con cefepime y acido clavulanico, ya que ésta
es la cefalosporina que resiste mas la accion de la beta-
lactamasa cromosémica responsable de la resistencia
natural a los betalactdmicos en estas especies.
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Figura 3.16. Betalactamasas.

A. El nitrocefin es un cefalosporina cromogénica cuya solucion acuosa es de color amarillo y cuando es hidrolizado por las betalatamasas adquiere
un color rojo. Al practicar una suspension espesa de una bacteria, en un tubo o un pocilio con una solucién de nitrocefin, si la bacteria es producto-
ra de betalactamasa, a los pocos minutos se observa la aparicién del color rojo. En las bacterias gramnegativas, en las que las betalactamasas se acu-
mulan en el espacio periplasmico en lugar de ser exportadas al exterior, es recomendable sonicar previamente la suspensién bacteriana. B. La téc-
nica de Gots (Hodge) se practica sembrando la superficie de una placa do agar con una cepa de Micrococcus luteus. En el centro de la placa se dispone
un disco de penicilina y se practican estrias radiales con las cepas problema; introduciendo siempre un control positivo y otro negativo.Tras su incu
bacién, las cepas productoras de betalactamasa destruyen la penicilina en el borde del halo de inhibicién y permiten el crecimiento del micrococo,
tal como se observa en la parte inferior derecha de la figura.

Tabla 3.19
Interpretacion de la técnica de disco-difusion y valores criticos de CIM para los hemdfilos

Didmetro (mm) CIM (]xg/ml)
Antibacteriano .Carga Observaciones
disco (Ag) R | s R s
Ampicilinal 10 <18 19-21 >22 £4 <1 Sensibilidad extrapolable
a amoxicilina
Amoxicilina- 20/10 <19 £20 £8/4 a4l2
acido clavulanico
Cefuroxima 30 <16 17-19 £20 £16 04
Cefotaxima 30 >26 <2 Sélo se conoce la categoria
sensible
Meropenem 10 £20 ¢0,5 Sélo se conoce la categoria
sensible
Ertapenem 10 £19 <0,5 Sélo se conoce la categoria
sensible
Azitromicina 15 >'12 <4 So6lo se conoce la categoria
sensible
Ciprofloxacina2 5 £21 ¢l Sélo se conoce la categoria
sensible
Cotrimoxazol 1,25/23,75 10 11-15 £16 £4/76 < 0,5/9,5

1 Se ha de realizar siempre la deteccion de p-lactamasa por técnica cromogénica o acidimétrica. Una cepa productora de p-lactamasa sera resis-
tente a ampicilina sea cual sea el halo de inhibicién, y sensible a amoxicilina-acido clavulanico (AMC), cefuroxima y cefalosporinas de tercera
generacion.

Las cepas resistentes a ampicilina y no productoras de p-lactamasa se consideran resistentes a AMC y cefalosporinas de primera y segunda
generacion.

2 La deteccion de la sensibilidad disminuida a las fluoroquinolonas se realiza utilizando un disco de acido nalidixico. Si el diametro es < 21 mm
ha de determinarse el valor de la CIM de la ciprofloxacina.

R: resistente; S: sensible; I: intermedio/indeterminado (ver texto).
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Figura 3.17. Betalactamasa de expectro ampliado (BLEA).

Puede verse la imagen tipica de sinergia en tap6n de champagne entre
la cefotaxima, el cefepime y el aztreonam con el acido clavulanico, en
una bacteria productora de una betalactamasa de espectro ampliado.
Gracias al acido clavulanico, que inhibe esas betalactamasas, las cefa-
losporinas de tercera y cuarta generacion y el aztreonam recuperan su
actividad. La determinacién de esta sinergia también puede efectuarse
mediante Etest, de modo parecido a como se realiza para la deteccion
de las metaloenzinas (véase figura 3.18).

Las carbapenemasas son betalactamasas con accién
frente a los carbapenems (imipenem y otros). Algunas
carbapenemasas se inhiben por accion del EDTA, por lo
que, mediante un procedimiento semejante al utilizado
para la detecciéon de las BLEA, pero poniendo EDTA en
lugar de acido clavulanico, se puede sospechar su pre-
sencia (Fig. 3.18).

Algunas enterobacterias, como Enterobacter, C.freun-
dii, Serratia, Morganella y P. aeruginosa, presentan consti-
tutivamente en su cromosoma una betalactamasa indu-
cible (clase C). La expresiéon de estas betalactamasas se
pone de manifiesto en el antibiograma por la presencia
de un antagonismo entre los discos de betalactamicos
fuertemente inductores (cefoxitina, imipenem) y el resto
de betalactdmicos (Fig. 3.19). Cuando se produce una
mutacion en el gen regulador, se origina la desrepresion
de la enzima, volviéndose entonces la bacteria resistente
a las cefalosporinas de tercera generacion y al aztreonam,
manteniendo la sensibilidad al cefepime. Este patron de
resistencia es indistinguible del producido por las cefami-
cinasas plasmidicas, betalactamasas derivadas de las cro-
mosémicas de la clase C anteriormente citadas2l

Resistencia a macrélidos

Existen diferentes mecanismos de resistencia de las
bacterias grampositivas a los macroélidos. Los més impor-
tantes son:

1. La metilacion de la diana en los ribosomas, que im-
pide la unién del antibidtico y, por tanto, su accién.

Microbiologia clinica

Figura 3.18. Metalocarbapenemasas.

Mediante diferentes técnicas puede detectarse la sinergia entre los car-
bapenems (imipenem y otros) y el EDTA, que se observa con las bacte-
rias productoras de metalocarbapenemasas. Un disco cargado con imi-
penem y otro con imipenem mas EDTA, permiten detectar la sinergia,
al observar un halo mayor de 6 mm en este Gltimo disco respecto al pri
mero. Las tiras de Etest para detectar la presencia de estas enzimas lle-
van en un lado el antibiético a estudiar (imipenem) y en el otro ese anti-
biético mas EDTA. De este modo puede detectarse la presencia de las
metalobetalactamasas a través de la accion de su inhibidor (EDTA). En
la imagen puede verse que la MIC del imipenem es de 12 mg/1 en tanto
que la del imipemen méas EDTA es muy inferior a 1 mg/1.
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Figura 3.19. Induccién de la resistencia por los betalactamicos.

La técnica de difusion, aunque no permite determinar la CIM es muy
informativa de algunos detalles de gran interés. Puede verse como el
4cido clavulanico, la cefoxitina y el imipenem son inductores de la expre-
sién de la betalactamasa cromosdmica de la clase C, que confiere resis-
tencia a las cefalosporinas de tercera generacion y al aztreonam. Esta
clase de enzimas esta producida por algunas enterobacterias y Pseudo-
monas aeruginosa. En esta imagen puede verse la induccién de la enzi-
ma en una cepa de Enterobacter cloacae. El halo circular de inhibicion se
corrige y toma fonna rectilinea, porque en ese punto el antibidtico induc-
tor estimula la produccién de betalactamasa por la bacteria que destru-
ye la cefalosporina o el aztreonam y por tanto crece.

2. La expulsién del antibiético del interior de la bac-
teria por accién de bombas de eflujo.

21 Las cefamicinasas plasmidicas pueden sospecharse por la aparicion de colonias en el borde del halo de las cefalosporinas de 3.aG (B. Mirelis,

comunicacion personal).
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Tabla 3.20
Interpretacion de la técnica de disco-difusion y valores criticos de CIM para neumacoco

Carga Diadmetro (mm)

disco (jig) R

Antibacteriano

| S
Oxacilinal 1 <19 >20
Penicilinal
Amoxicilina
Cefuroxime
Cefotaxima, ceftriaxona, cefepime
Ceftriaxona, cefotaxima, cefepime
Imipenem
Meropenem
Vancomicina 30 s'17
Eritromicina2 15 <15 16-20 n21
Clindamicina2 2 15 16-18 a 19
Telitromicina 15 ¢ 15 16-18 £19
Tetraciclina 30 <18 19-22 >23
Cloranfenicol 30 :20 - £21
Cotrimoxazol '1,25/23,75 ¢ '15 16-18 £19
Levofloxacina 5 13 14-16 £17
Rifampicina 5 <16 '17-18 £19

CIM (ng/ml)
Observaciones
R | S
£2 0,12-1 ¢0,06
£8 4 2 No en meningi tis
£2 1 ¢0,5
£2 1 <0,5 Meningitis
£4 2 ¢ 1 No en meningitis
£1 0,25-0,5 (0,12
>1 0,5 ¢0,25
- - i1
£1 0,5 ;0,25
£1 0,5 ¢0,25
£4 2 1
£8 4 02
£8 - Iz
£4/76  1/19-2/38 s 0,5/9,5
£8 4 )
£4 2 i1

1 Las cepas con halos de oxacilina s 20 mm se consideran sensibles a penicilina (CIM s 0,06 ng/ml) y a aminopenicilinas, ureidopenicilinas, cefa-

losporinas y carbapenems (imipenem y ertapenem).

Halos de oxacilina 519 mm corresponden a cepas con resistencia moderada (CIM 0,12-1 ng/ml) o alta (CIM a 2 (Ag/ml) de la penicilina. En
estos casos, es necesario realizar estudio de CIM a penicilina y cefalosporinas de tercera generacion.

. Tanto en el fenotipo MLSB constitutivo (ERYR CLP) como inducible (LRYR CLP con antagonismo) se consideran resistentes todos los macro-
lidos, clindamicina y estreptogramina B. En el fenotipo M (mecanismo de eflujo) (ERYR CLP sin antagonismo) s6lo se consideran resistentes
los macrélidos de 14 4tomos de C (eritromicina, claritromicina) y 15 &tomos de C (azitromicina).

ERY: eritromicina; CLI: clindamicina; R: resistente; S: sensible; I: intermedio/indeterminado (ver texto).

La metilacién puede ser constitutiva o inducible. En
la constitutiva, se produce continuamente la metilacién
del ribosoma, por lo que la bacteria se muestra resisten-
te a todos los macrdlidos y lincosaminas. Cuando una
bacteria con una metilasa no constitutiva se enfrenta a
un macrélido o lincosamina no inductor, es sensible, pero
bajo la influencia de un macrolido inductor se activa, la
metilacién y se vuelve resistente (Fig. 3.20).

Determinacion de la resistencia a la meticilina
y oxacilina en Staphylococcus

La meticilinay la oxacilina actian fijAndose y bloque-
ando las proteinas fijadoras de penicilina (PBP), las cua-
les poseen actividades enzimaticas involucradas en la bio-
sintesis de la pared bacteriana. La resistencia de S. aureus
a estos antibidticos se debe a la produccion de una nueva

Figura 3.20. Induccién de la resistencia por los macroélidos.

Se muestran los antibiogramas de tres estrptococos del grupo B con
discos de eritromicina y clindamicina. A la izquierda se observa una
resistencia constitutiva a los macrélidos y a las lincosaminas. En el
medio una resistencia inducible. El mecanismo en ambas es la meti-
lacion del ribosoma, que se produce de manera continua en la prime-
ray solo cuando se induce en la segunda. A la derecha se observa una
resistencia por eflujo, que afecta a algunos macrélidos; pero no a las
lincosaminas.
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proteina fijadora de penicilina (PBP 2a), a la que no se
unen los antibidticos betalactamicos por su baja afinidad.

En algunos casos, la resistencia de S. aureus a la meti-
cilina y oxacilina no puede detectarse en el antibiogra-
ma convencional (por técnica de difusién ni de dilucién),
porgue la expresion fenotipica de la resistencia, en oca-
siones, no tiene lugar bajo las condiciones estandar de
cultivo utilizadas para realizar el antibiograma.

Para facilitar la expresién de este tipo de resistencia,
puede realizarse el antibiograma convencional por difu-
sién, utilizando el agar Mueller-Hinton con un 4% de
NaCl o alternativamente incubando las placas a 30 °C.

Para la deteccidon de la resistencia a oxacilina de S.
aureus, se siembra la bacteria en una placa de agar Mue-
ller-Hinton a la que se ha incorporado un 4% de NacCl
y 6 [xg/ml de oxacilina. La observacién de crecimiento
tras incubacion a 35 °C durante 24 horas indica resisten-
cia a la oxacilina. Es recomendable incorporar cepas de
control (S. aureus ATCC 29213 oxacilinasy S. aureus ATCC
43300 oxacilinaR.

Microbiologia clinica

Otra técnica sencilla de cribado para predecir esta
resistencia es la utilizacion de un disco cargado con 30
ixg de cefoxitina e incubacién durante 24 horas a 35-
37 °C. Se consideraran resistentes a oxacilina los halos
de inhibicién por la cefoxitina inferiores o iguales a 19
mm en S. aureus o inferiores o iguales a 24 mm en los
estafilococos coagulasa negativa.

La mejor manera de estudiar esta resistencia es detec-
tar la PBP 2a por aglutinacion de particulas de latex sen-
sibilizadas con anticuerpos especificos para esa protei-
na (Denka-Seiken Co. Ltd.; Oxoid Inc, Mast Diagnostics
Ltd) (Fig. 3.21) o amplificando (por PCR u otra técnica)
el gen que codifica la PBP 2a (mee A). La prueba realiza-
da por PCR en tiempo real permite obtener el resultado
en unas horas (Fig. 3.22).

Resistencia a vancomicina

La resistencia a la vancomicina en los enterococos y
estafilococos no es facil de detectar mediante las técni-
cas convencionales de estudio de sensibilidad, por lo que
es necesario realizar sistemas de cribado, como el de la

Tabla 3.21
Interpretacion de la técnica de disco-difusion y valores de CIM equivalentes para estreptococos (excepto neumococo)

Didmetro (mm)

MiUcielClIdiu
disco ([xg) R I s
Penicilinal ou N 24
Ampicilinal 10 s 24
Cefotaxima 30 £25 26-27 >28
>24
Ceftriaxona 30 <24 25-26 s 27
>24
Cefepime 30 £21 22-23 >24
>24
Meropenem -
Vancomicina 30 al7
Eritromicina2 15 £15 16-20 a 17
Clindamicina2 2 £ 15 16-18 >19
Linezolid / 30 >21
Cloranfenicol 30 <17 18-20 >21
Levofloxacina 5 <13 14-16 > 17

CIM (ng/ml)
R | S
>4 0,25-2 <0,12 Estreptococo Viridans
£0,12 Estreptococos p-hem.
>8 0,5-4 £0,25 Estreptococo viridans
<0,25 Estreptococos (3-hem.
24 2 £1 Estreptococo viridans

£0,5 Estreptococos p~hem.

>4 2 £1 Estreptococo viridans
£0,5 Estreptococos p-hem.

24 2 £1 Estreptococo viridans
£0,5 Estreptococos p-hem.

£0,5
£1
>1 0,5 £0,25
21 0,5 £0,25
£2
216 8 £4
28 4 (2 Estreptococos p-hem.

1 No se conocen cepas de estreptococos (3-hemoliticos resistentes a penicilina (CIM > 0,12 j.ig/ml), ampicilina (CIM > 0,25 (xg/ml), cefotaxima,

ceftriaxona, cefepime y meropenem (CIM > 0,5 (ig/ml).

2 Tanto en el fenotipo MLSBconstitutivo (ERYR CLIR como inducible (ERYK CLP con antagonismo) se consideran resistentes todos los macroé-
lidos, clindamicina y estreptogramina B. En el fenotipo M (mecanismo de eflujo) (ERY'V CLISsin antagonismo) s6lo se consideran resistentes

los macrolidos de 14 y 15 atomos de carbono.

Todo estreptococo sensible a penicilina es sensible a aminopenicilinas, cefalosporinas y carbapenems.
ERY: eritromicina; CLI: clindamicina; p-hem: p-hemolitico; R: resistente; S: sensible; I: intermedio/indeterminado (ver texto).
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Figura 3.21. Determinacién de la PBP 2a por técnica rapida de aglu-
tinacion.

La determinacion de la PBP 2a puede efectuarse por una técnica de
aglutinacion en porta utilizando latex con anticuerpos dirigidos con-
tra la PBP 2a. Este método es rapido, sensible y especifico.

El gen meeA codifica la proteina fijadora de penicilina PBP 2a, que posee
baja afinidad para todos los antibi6ticos betalactadmicos. Por ello, las cepas
de estafilococo que expresan esa PBP, a las que se denomina estafiloco-
cos meticilin resistentes, son resistentes a todos los betalactamicos. El gen
nuc codifica la termonucleasa, que es altamente especifica de Staphylococ-
cus aureus.

En la figura puede verse las temperaturas de fusiéon de los amplicones del
gen meeA y de latermonucleasa, nuc OnecA: 75,9y nuc 77,6). Los resulta-
dos pueden obtenerse alrededor de dos horas en una PCR a tiempo real.

Estas determinaciones permiten detectar S. aureus meticilin resistente
(MRSA) al identificar la especie S. aureus y constatar su meticilin resis-
tencia.

inoculacion de la cepa en placas agar BHI conteniendo
6 jxg/ml de vancomicina.

Es recomendable realizar este cribado para detectar
la resistencia en S. aureus.

Estudio de la sensibilidad de bacterias especiales

El estudio en el trabajo diario de la sensibilidad de
algunas bacterias exigentes que requieren medios de cul-
tivos ricos, como los estreptococos (incluido el neumo-
coco), las neisserias (meningococo y gonococo), Pasteu-
rella y otras, debe efectuarse mediante técnicas
de dilucion en medio liquido, bien con paneles de micro-
dilucién, como los indicados anteriormente, o por Etest,
ya que la técnica de disco-difusion no es adecuada.

59

Para bacterias que crecen lentamente, como algunas
corinebacterias y nocardias entre otras, no existen téc-
nicas de difusion estandarizadas, e incluso las técnicas
de dilucion en medio liquido o s6lido poseen sélo valor
orientativo, pero se acepta la utilizacion del Etest.

El estudio de la sensibilidad de las bacterias anaero-
bias y las micobacterias se expone en el capitulo 4.

Las espiroquetas, los micoplasmas, las clamidias y las
rickettsias son bacterias que para el estudio de la sensi-
bilidad requieren técnicas sofisticadas con medios y
meétodos de cultivo muy complejos, por lo que no pue-
den introducirse en el dia a dia de un laboratorio de
microbiologia clinica.

Aunque existen diversas directrices establecidas por
varios comités internacionales para la estandarizacion
de los antibiogramas, entre las méas seguidas se encuen-
tran las publicadas por el CLSI, que en la actualidad
cuenta con publicaciones para la normalizacion de las
técnicas para el estudio de la sensibilidad de bacterias
no exigentes, exigentes, anaerobias, micobacterias, acti-
nomicetales y hongos (www.clsi.org), las establecidas
por la Sociedad Francesa de Microbiologia (www.
sfm.asso.fr), por EUCAST (The European Committee on
antimicrobial susceptibility testing) (www.eucast.org) y de
la Mesa de normalizaciéon de la sensibilidad y resisten-
cia a los antimicrobianos (MENSURA).

En las tablas 3.15-3.21 se recogen los criterios de
interpretaciéon del antibiograma para los diferentes gru-
pos bacterianos.

Antibiograma interpretativo

La lectura interpretativa de un antibiograma compor-
ta, en primer lugar, la identificacién correcta de la especie
y el conocimiento de su patrén de resistencia natural. Para
determinar el mecanismo de resistencia a un antibiotico,
es preciso incluir en el antibiograma los antibidticos de su
familia que mejor indiguen los posibles mecanismos de
resistencia involucrados. El conocimiento del mecanismo
permitira traducir el resultado de la lectura estandar en el
patrén de resistencia de los antibioticos cuando se usan
en clinica. Ambos resultados, el de la lectura estandar y el
interpretativo, pueden o no coincidir. No siempre la valo-
racion interpretativa de resistencia para un antibiético sen-
sible por criterios estandar significa el fracaso inexorable
del antibiotico, sino un riesgo significativo de fracaso bajo
determinadas condiciones.

Todas las cepas de S. aureus productoras de p-lacta-
masa se consideraran resistentes a las penicilinas y ami-
nopcnicilinas, sea cual sea el valor de la CIM, pero man-
tienen la sensibilidad a su asociacion con el acido
clavulanico y al resto de (3-lactamicos, siendo sin embar-
go la oxacilina y las cefalosporinas de primera genera-
cién los compuestos con mayor actividad.
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Las cepas de estafilococos resistentes a las penicili-
nas isoxazolicas, como la cloxacilina y otras, por produc-
cion de la PBP 2a (MRSA y estafilococos coagulasa nega-
tiva meticilin-resistente), son resistentes a tocios los
(3-lactamicos, incluyendo las cefalosporinas y los carba-
penems.

Los enterococos (E.faecalis y E.faecium) son natural-
mente sensibles a los glicopéptidos, pero pueden adqui-
rir resistencia a los mismos. Existen varios fenotipos de
resistencia; los que se encuentran con mayor frecuencia
son elVanA, con alto nivel de resistencia a vancomicina
y teicoplanina, y elVanB, con resistencia de bajo nivel
s6lo a vancomicina. Existen otras especies de enteroco-
co (£. gallinarum y E. casseliflavus) con resistencia natu-
ral constitutiva de bajo nivel a vancomicina, codificada
por el gen van C. Aunque la trascendencia epidemiol4-
gica y clinica de éstos es menor que la de E.faecalis y E.
faecium, es importante su identificacion.

Los mecanismos que confieren resistencia a los
macrolidos son diversos, por lo que pueden observarse
in vitro diferentes fenotipos de resistencia. Sin embargo,
los mecanismos maés frecuentes en estafilococos y estrep-
tococos son la metilacién y el eflujo.

Cuando la bacteria presenta el fenotipo MLSB (meti-
lacion constitutiva) o el fenotipo MLSB inducible (meti-
lacion inducible), se considerara resistente a todos los
macrolidos y a la clindamicina. Si, por el contrario, pre-
senta el fenotipo M (mecanismo de eflujo), se conside-
rara resistente a los macrélidos de 14 a&tomos de C (eri-
tromicina, claritromicina) y 15 (azitromicina), pero
sensible a los de 16 (midecamicina) y a la clindamicina.

Las enterobacterias portadoras de una betalactama-
sa de espectro ampliado (BLEA) se consideraran resis-
tentes a todos los betalactamicos, excepto los carbape-
nems (imipenem y otros). Las asociaciones de los
betalactdmicos con un inhibidor como el acido clavula-
nico), generalmente se muestran activas in vitro, ya que
estas enzimas son altamente sensibles a los inhibidores,
gue las inactivan, pero no esta clara su eficacia in vivo,
sobre todo si existe un alto inoculo en el lugar de la infec-
cion. Estos microorganismos son también frecuentemen-
te sensibles a las cefamicinas (cefoxitina y otras), pero
existen pocos datos clinicos de su eficacia. Asi pues, los
carbapenems son los antibidticos més efectivos para el
tratamiento de las infecciones causadas por microorga-
nismos productores de BLEA.

Klebsiélla oxytoca posee una betalactamasa cromosé-
mica sensible a los inhibidores, que cuando se produce
a niveles bajos presenta un patron de resistencia similar
al de K. pneumoniae, pero cuando se hiperproduce, las
cepas presentan una resistencia variable a los betalacta-
micos, en funcién de la cantidad de enzima producido.
La interpretacion es similar a la de las cepas portadoras
de BLEA.

Microbiologia clinica

La hiperproducciéon de la betalactamasa cromosémi-
ca, tanto la no inducible de E. coli, como la inducible de
Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Morganella o Pseudomo-
nas aeruginosa, confiere resistencia a todos los betalacta-
micos, con excepcion de cefepime y de los carbapenems,
que presentan mayor estabilidad a la hidroélisis por estas
enzimas. Las variantes plasmidicas de estas betalactama-
sas cromosémicas dan lugar a patrones de resistencia e
interpretacion similares a los anteriormente citados.

En algunas cepas de enterobacterias que son resis-
tentes al acido nalidixico, pero sensibles a las fluoroqui-
nolonas segun criterios estandar, se han documentado
fracasos terapéuticos tras la administracién de estas alti-
mas, en particular en infecciones sistémicas por salmo-
nelas gastroenteriticas; por ello, es adecuado considerar
resistentes las cepas con esas caracteristicas, en particu-
lar en infecciones graves.

Determinacion de la resistencia por técnicas
genéticas

La deteccion de las resistencias a los antimicrobia-
nos también dispone de un buen instrumento en las téc-
nicas genéticas, que permiten detectar mutaciones o
genes que comportan resistencia tanto en las cepas ais-
ladas como, en algun caso, directamente en la muestra
clinica. En este caso, el mecanismo de resistencia queda
confirmado por el estudio genético, siendo mas facil
deducir los criterios interpretativos que hay que aplicar.

La deteccion de las resistencias por técnicas genéti-
cas es muy Util en microorganismos de crecimiento lento
como Mycobacterium tuberculosis, en los que las técnicas
convencionales aportan resultados muy tardios.

Las técnicas de hibridacion inversa y amplificacion/
secuenciacion son las mas empleadas para el diagnosti-
co clinico. Algunas de ellas se han comercializado en par-
ticular para M. tuberculosis.

Se han publicado cebadores para la detecciéon de
resistencias por PCR a aminoglucésidos, betalactdmicos,
cloranfenicol, glicopéptidos, macrolidos, lincosaminas,
estreptograminas, mupirocina, quinolonas, sulfamidas,
tetracidinas, trimetoprim, etambutol, pirazinamida, rifam-
picina, estreptomicina e isoniacida.

OTRAS TECNICAS DIAGNOSTICAS

En bacteriologia, asi como en otras areas de la micro-
biologia clinica (micologia, virologia, etc.), ademas del
examen microscopico y el cultivo, que son las técnicas
tradicionalmente utilizadas para el diagnéstico, se han
introducido técnicas para la deteccién de antigenos y de
secuencias especificas del DNA.

Estos procedimientos son especialmente Utiles para
el diagndéstico de un microorganismo cuando no pue-
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Catalasa

Oxidasa

Tipo respiratorio

Crecimiento en diferentes
medios de cultivo:

Tabla 3.22

Medios de identificacion. Descripeion

Fundamento

Se estudia la hidrolisis del peréxido de hidrégeno (agua oxigenada)
por la catalasa, dando lugar a agua y oxigeno.

Se pone una gota de peréxido de hidrégeno de 110 vol al 30% sobre
un portaobjetos y con un palillo se efectia en ella una emulsion de
una colonia. Si la bacteria posee catalasa, la liberacién de oxigeno
se observaré por la aparicion de burbujas.

Es una prueba de gran importancia para la diferenciacién de bacte-
rias grampositivas.

Se detecta la presencia de la citocromoxidasa (citocromo C) presen-
te en la cadena respiratoria de las bacterias.

Se realiza segun dos métodos: uno emplea el oxalato de N-dimetil
para-fenilendiamina que, oxidado por el sistema citocromo C de las
bacterias, se transforma en un compuesto de color violeta oscuro;
el otro método utiliza una solucion de clorhidrato de tetrametil para-
fenilendiamina al 1% que, al ser oxidado por el citocromo C, se trans-
forma en un compuesto purpura.

Las bacterias pueden clasificarse segun su tipo respiratorio en aero-
bias estrictas (s6lo crecen en presencia de aire), anaerobias estrictas
(sélo crecen en ausencia de oxigeno), aerobias y anaerobias facul-
tativas (crecen en presenciay en ausencia de oxigeno) y microaeroé-
filas (crecen s6lo a una tensién reducida de oxigeno).

Se estudia sembrando una suspension de la bacteria en un tubo largo
y estrecho (12 x 180) que contiene agar semisélido regenerado por
ebullicion.

El medio no debe poseer substancias que permitan una respiracion
anaerobia y poseer la capacidad nutritiva para el crecimiento de la
bacteria estudiada.

En la préctica, el tipo respiratorio se puede determinar comproban-
do el crecimiento en el medio en una placa de Petri incubada en
aerobiosis y otra en anaerobiosis. Alternativamente, en las bacterias
no exigentes se evalla observando el crecimiento en la profundidad
del medio de Kiligler.

El crecimiento en diferentes medios de cultivos se puede utilizar para
determinar:

1. Los requerimientos nutricionales (se compara el crecimiento en
medios usuales y enriquecidos).

Resultado

Positivo: se observan burbujas en el agua oxigenada
Negativo: no se observan burbujas

Positivo: coloracion violeta o purpura
Negativo: incolora

Anagrobias estrictas: crecimiento en la parte profunda del tubo

Aerohias estrictas: crecen en la superficie del tubo

Anaerobias facultativas: crecen en todo el tubo

Microaerdfilas: crecen aproximadamente un centimetro por debajo de
la superficie del medio . .

Bacteria aeroblay anaerobia facultativa: crecimiento en la pendiente y
en la base del medio de Kligler fermentando la glucosa (base de color
amarillo) .

Bacteria aerobia estricta; crecimiento en la pendiente con ausencia de
crecimiento y de fermentacién en la base del Kligler (base roja)

Incubar los dias necesarios segun la rapidez de crecimiento de la bacteria.
Evaluar:

Crecimiento
No crecimiento (0 menor crecimiento)

(1) eibojoueieg
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Crecimiento en diferentes
medios de cultivo (cont.):

Coagulasa

Crecimiento en 6,5%
de NacCl

Aminopeptidasas:
Pirrolidonil-Ap (PYR);
Leucina-Ap (LAP)

Medio con hipurato sédico

Tabla 3.22 Fcon_tinuaciér_])

Medios de identificacion. Descripcion

Fundamento

2. La atmosfera éptima de crecimiento (se compara el crecimiento
obtenido en atmosfera aerobia, enriquecida en un 5% de CO,, ana-
erobia y microaerofilica).

3. La temperatura 6ptima de crecimiento (se compara el crecimien-
to obtenido a varias temperaturas: 20, 28, 35, 42 °C).

4. La capacidad de crecer en medios selectivos (MacConkey, Thayer-
Martin, TCBS, BCYE, caldo con 6,5% de NacCl, entre otros).

La prueba de la coagulasa diferencia Staphylococcus aureus (positiva)
de la mayoria de especies de estafilococo (negativa).

Se puede estudiar la presencia de coagulasa libre determinando la
capacidad del microorganismo de coagular el plasma citratado de
conejo (técnica en tubo).

La coagulasa ligada o dumplng {&CtOI' se determina por aglutinacion
en porta.

Caldo nutritivo suplementado con 6,5% de NaCl al que se puede
incorporar purpura de bromocresol como indicador. El crecimiento
se pone de manifiesto por la turbidez del medio con o sin viraje de
lila a amarillo.

EvalUan la capacidad de la bacteria para hidrolizar una serie de sus-
tratos aminopeptidicos detectando la presencia de la enzima ami-
nopeptidasa especifica. La hidrolisis libera p-naftilamina, que reac-
ciona con el reactivo de revelado (p dimetil-amino-cinamaldehido)
dando lugar a un color rojo.

Existen tabletas comercializadas para realizar estas pruebas de modo
individualizado (véase Protocolo técnico 3.12).

Detecta la hidrolisis del hipurato soédico a glicina. La técnica rapida
se basa en la actividad de la enzima preformada, por lo que se ino-
cula abundantemente una solucion acuosa de hipurato sodico al
1%. Al afladir unas gotas de ninhidrina, si se ha formado glicina, se
observa un viraje del reactivo al color azul oscuro.

Existen tabletas comercializadas para realizar esta prueba de modo
individualizado (véase Protocolo técnico 3.12).

Resultado

Positivo:
Tubo: formacién de un coagulo firme que no se desprende de las pare-
des del tubo (coagulasa libre) ]
Porta: aglutinacién positiva (dumpingfactor)

Negativo: ausencia de codgulo en tubo o de aglutinacion en porta

»
Positivo: enturbiamiento del medio (amarillo)

Negativo: no enturbiamiento del medio (lila)

Positivo: rojo
Negativo: incoloro

Positivo: color azul oscuro
Negativo: incoloro

ROIUI  eIfojoIo0LIN


http://booksmedicos.org

Medio/Prueba

Agar bilis-esculina

Indol

Glucosa/gas

Citrato de Simmons

Agar de Kligler (KTA)

Tabla 3.22 fcontinuaci()n)

Medios de identificacion. Descripcion

Fundamento

El agar bilis-esculina esta formulado para detectar el crecimiento bac-
teriano en presencia de un 4% de bilis y la hidrdlisis de la esculina
a esculetina. El medio se intuba como agar inclinado. La produccién
de esculetina se observa porque ésta se combina con el citrato férri-
co amonico presente en el medio de cultivo dando lugar a una colo-
racion negruzca del agar.

Existen tabletas comercializadas para realizar esta prueba de modo
individualizado (véase Protocolo técnico 3.12).

EL indol se produce a partir del triptéfano. Para su determinacion, se
utiliza un caldo usual al que se afiade 1% de tript6fano. El indol se
detecta al afiadir una solucién alcohélica de p-dimetil-amino-ben-
zaldehido (Reactivo de Kovacs). El indol se combina con el aldehi-
do para dar lugar a una coloracion roja de la fase alcohélica.

Existen tabletas comercializadas para realizar esta prueba de modo
individualizado (véase Protocolo técnico 3.12).

Para estudiar la fermentacion de la glucosa, se afiade glucosa a un
caldo a una concentracion final del 1% y rojo de fenol como indi-
cador de pH; la incorporacién de una campana de Durham (inver-
tida) permite detectar la produccion de gas.

Medio sintético que lleva como Unica fuente de carbono el citrato
sodico y azul de bromotimol como indicador. Las bacterias capaces
de utilizar el citrato como Unica fuente de carbono y energia crece-
ran alcalinizando el medio.

Estd formulado para 1) detectar la fermentacion de la glucosa, 2) la
produccidon de gas a partir de este azUcar, 3) la utilizacion de la
lactosa y 4) la produccién de SH2 El medio se intuba inclinado en
pico de flauta con una base (anaerobia) y una pendiente (aero-

bia). | ,

Degradamon de azlcares: La glucosa se encuentra al 0,1% y la lacto-
sa al 1%. El indicador de pH es el rojo fenol. La fermentacién de
la glucosa acidifica la base. En la pendiente, la menor cantidad de
productos &cidos originados por la degradacion aerobia de la glu-
cosa son neutralizados por la alcalinizacién producida por el cata-
bolismo de las peptonas; pero esta alcalinizacion no es suficiente
para neutralizar la acidificacion cuando ademas se produce la uti-
lizacién de la lactosa, (que esta 10 veces mas concentrada).

Resultado

Positivo: crecimiento con coloracién negruzca del agar
Negativo: ausencia de crecimiento

Positivo: reactivo color rojo cereza
Negativo: el reactivo permanece amarillo

Positivo: el microorganismo crece y alcaliniza el medio que vira de verde
a azul
Negativo: no se observa crecimiento y el medio permanece verde

Glucosa:
Positivo: fondo amarillo
Negativo: fondo rojo

Lactosa:
Positivo: pendiente amarilla
Negativo: pendiente roja

Producci()n de SI12 ennegrecimiento del medio
Produccion de (as: formacion de burbujas o desprendimiento del agar
de las paredes del tubo

(M) elbojoLiaieg
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Medio/Prueba

Agar de Kligler (K1A)
(cont.)

Movilidad-indol-ornitina
(MIO)

Agar lisina-hierro (LIA)

Tabla 3.22 fcontinuacic’m)

Medios de identificacion. Descripcidn

Fundamento

Produccion de S1i2=el medio permite detectar la produccion de SH2
tras la reduccioén del tiosulfato, ya que se combina con el citrato amo-
nico férrico del medio para dar lugar a un precipitado negro.

Medio semisolido formulado para detectar la decarboxilacion de la
ornitina, la produccion de indol y la movilidad de la bacteria.

El medio contiene glucosa, ornitina, triptofano y parpura de bromo-
cresol como indicador. La bacteria en primer lugar utiliza el aztcar
acidificando el medio que vira a amarillo. Si se produce decarboxi-
lacién de la ornitina, se alcaliniza el medio compensando la acidez,
por lo que el medio no varia de color (lila).

La movilidad se pone de manifiesto por el crecimiento de la bacteria
(enturbiamiento) desde la picadura donde se sembrd a través de
todo el agar blando.

Si se afiade reactivo de Kovacs, se detectara la produccion de indol a
partir del triptofano.

Estd formulado para detectar en las especies de enterobacterias la
produccion de lisina decarboxilasa (LDC), lisina deaminasa (LDA)
y la produccién de SH2

El medio se intuba inclinado en pico de flauta.

Lisina: el medio contiene glucosa y lisina. El indicador de pH es la
purpura de bromocresol.

La fermentacion de la glucosa produce catabolitos acidos y la base
del medio vira de violeta a amarillo. Si la lisina es descarboxilada,
se producen catabolitos alcalinos (cadaverina) que neutralizan los
acidos y dejan el medio del color inicial. La deaminacion de la lisi-
na alcaliniza con mayor intensidad el medio y vira el indicador en
la pendiente a rojo.

Produccién de SH2 sigue los mismos principios que los descritos en
el medio de Kligler.

La aerobiosis del pico de flauta favorece la produccion de LDA, ésta
desaminara la lisina dando lugar a catabolitos que al reaccionar con
las sales de hierro presentes en el medio da lugar a un color rojizo
Vvinoso caracteristico.

Produccién de SH2 sigue los mismos principios que los descritos en
el medio de Kligler.

Resultado

Ornitina:
Decarboxilacién: color violeta
No decarboxilacién: color amarillo

Movilidad:
Positivo: crecimiento por todo el agar blando
Negativo: crecimiento so6lo en la picadura de la inoculacion

Indol:

Positivo: reactivo vira a rojo
Negativo: reactivo permanece amarillo palido

Lisina:
Decarboxilacion: base y pendiente violeta
Deaminacion: pendiente roja
No degradacion: base amarilla y pendiente violeta

Produccion de SIT2:
Precipitado negro fundamentalmente en la base

BOIUI eIB0j0IgoIIN
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Medio/Prueba

Voges-Proskaucr

Urcasa

Fenilalanina deaminasa

Tabla 3.22 Fcontinuaciér])

Medios de identi

Fundamento

Esta prueba detecta la produccion de acetoina a partir del acido piru-
vico en la degradacion de la glucosa. El caldo de Clark-Lubs es una
solucion tamponada de glucosa y peptona que se reparte en tubos
anchos (18 x 180 mm) a razén de 2,5 a 3 mi por tubo Una vez sem-
brado, se incuba durante 48 horas. La produccion de acetoina se
detecta afiadiendo en primer lugar 0,6 mi (-10 gotas) de una solu-
cién alcohdlica de a-naftol al 5% (intensificador de color) y en segun-
do lugar 0,2 mi (cuatro-cinco gotas) de una solucion acuosa de KOH
al 40% (oxidante). La acetoina es oxidada a diacetil, que a su vez se
combina con determinados compuestos de las peptonas virando el
color del reactivo a rojo en cinco minutos.

La prueba puede leerse a las 24 horas de incubacion; pero en este
caso, después de afiadir los reactivos, es necesario calentar suave-
mente el tubo a la llama del Bunsen hasta ebullicion y agitar poste-
riormente durante 30 segundos.

Existen tabletas comercializadas para realizar esta prueba de modo
individual (véast Protocolo técnico 3.12).

La ureasa descompone la urea en dos moléculas de amonio. Se puede
estudiar con el medio de Christenscn o el de Ferguson.

El agar de Christensen es una solucién tamponada de peptona y glu-
cosa, a la que se afiade un 20% de urea y rojo de fenol como indi-
cador de pH. La produccion de amonio a partir de la urea alcalini-
za el medio y el indicador vira a un color rosa intenso.

Puede realizarse una prueba rapida para el estudio de la ureasa efec-
tuando una suspension muy espesa en el medio liquido de Fergu-
son. Leer entre 30 minutos-dos horas.

Existen tabletas comercializadas para realizar esta prueba de modo
individual (véase Protocolo técnico 3.12).

Desamina la fenilalanina a acido fenilpirdavico. Para su determina-
cién se utiliza un agar base con un 0,2% de fenilalanina. El medio
se intuba como agar inclinado, se siembra e incuba durante 24 horas.
La reaccién se revela afiadiendo cuatro o cinco gotas de una solu-
cion acuosa de cloruro férrico al 10% sobre el crecimiento bacte-
riano. La lectura debe ser inmediata. Cuando existe &cido fenilpi-
ravico, éste se combina con el cloruro férrico y el reactivo vira a
color verde intenso.

Técnica rapida: existen tabletas comercializadas para realizar esta
prueba de modo individual (véase Protocolo tcnico 3.12).

icacion. Descripcion

Resultado

Positivo: color rojo
Negativo: incoloro

Positivo: color rosa
Negativo: incoloro

Positivo: el reactivo adquiere un color verde
Negativo: el reactivo permanece de color amarillo
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Medio/Prueba

(3-galactosidasa (ONPG)

y-gt

Fosfatasa alcalina

p-glucuronidasa

Fermentacion de azUcares

Tabla 3.22 ?continuacién)

Medios de identificacion. Descripcion

Fundamento

La prueba de la ONPG se usa para determinar la presencia de la f3
galactosidasa, que forma parte del sistema enzimatico para la utili-
zacion de la lactosa.

Detecta la actividad de la p-galactosidasa (que escinde la lactosa en
glucosa y galactosa) a través de la hidrdlisis del o-nitrofenil-(3-D-
galactopiranésido (incoloro) dando lugar a o-nitrofenol (amarillo)
y galactosa.

Se utiliza una solucion de o-nitrofenil-(3-D-galactopiranésido en agua
destilada ajustando el pH a 7 con tamp6n fosfato, practicAndose un
inoculo espeso e incubando de 20 minutos a 24 horas a 37 °C. La
(3-galactosidasa es una enzima inducible, por lo que su deteccion
deberé realizarse a partir de la bacteria crecida en un medio con lac-
tosa.

Existen tabletas comercializadas para realizar esta prueba de modo
individual (véase Protocolo téenico 3.12).

Prueba cromogénica que detecta la actividad de la y-glutamil trans-
ferasa a través de la hidrélisis del acido Y L-glutamico p-nitroanili-
da.

Existen tabletas comercializadas para realizar esta prueba de modo
individual (véase Protocolo técnico s.12).

La actividad fosfatasa se estudia detectando la hidrolisis del p-nitro-
fenil fosfato, que es incoloro, dando lugar a p-nitrofenol de color
amarillo por accién de la fosfatasa alcalina de la bacteria.Existen
tabletas comercializadas para realizar esta prueba de modo indivi-
dual (véase Protocolo técnico 3.12).

La actividad de la (3-glucuronidasa de una bacteria se puede detectar
través de la hidrolisis del acido p-nitrofenil-(3-D-glucopiranosido
(incoloro), que da lugar a la liberacion de p-nitrofenol (amarillo).
Existen tabletas comercializadas para realizar esta prueba de modo
individual (véase Protocolo técnico 3.12).

A un caldo de cultivo se le afiade el azUcar cuya fermentacion quiere
estudiarse a una concentracion final del 1% y rojo de fenol como indi-
cador de pH. Pueden utilizarse otros indicadores, como el azul de bro-
motimol. Después de esterilizar el caldo en el autoclave, se reparte en
tubos a razén de 4-5 mi por tubo. Algunos azucares se hidrolizan en
el autoclave, por lo que deben esterilizarse por filtracion).

Positivo: color amarillo
Negativo: incolora

Positivo: color amarillo
Negativo: incolora

Positivo: color amarillo
Negativo: incolora

o

Positivo: color amarillo
Negativo: incolora

Positivo: color amarillo
Negativo: color rojo

Resultado
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Medio/Prueba

Fermentacion de azlcares
(cont.)

Pruebas de identificacion
basadas en la sensibilidad
a antimicrobianos

y antisépticos

Tabla 3.22 %continuacién)

Medios de identificacion. Descripcion

Fundamento

Se siembra la bacteria objeto de estudio y se incuba '18 horas a 35 °C.
La fermentacién de los azUcares da lugar a productos acidos que
viran el color del medio al amarillo (con rojo fenol como indicador).
Puede estudiarse la produccion de gas a partir de la glucosa afia-
diendo al tubo que contiene este azUcar una campana de vidrio
invertida (campana de Durham). El gas quedara atrapado en el inte-
rior de la campana observandose como una burbuja.

Nota: el medio a utilizar para el estudio de la fermentacion de los azu-
cares varia segun el grupo de microorganismos estudiados.

En el caso de las enterobacterias, puede utilizarse agua peptonada
como medio base, rojo de fenol como indicador de pH incorporan-
do el carbohidrato al 1%. Para bacterias exigentes se puede afadir
200 mi de suero por litro al agua de peptona. Existen medios espe-
cificos para las neisserias, los lactobacilos, los estreptococos y las
bacterias anaerobias.

Existen tabletas comercializadas para realizar esta prueba de modo
individual (véase Protocolo técnico 3.12).

A partir de una suspension de la bacteria de alrededor de 105ufc/ml,
en solucion salina se siembra una placa de agar Mueller-Hinton
sobre la que se coloca un disco cargado con el antimicrobiano a
estudiar.

Después de incubar 18 horas, se observa la presencia de un halo de
inhibicion del crecimiento alrededor del disco.

Resultado

() efojouiieg

El diametro del halo de inhibicion necesario para considerar a la cepa
sensible al antimicrobiano estudiado se recoge en las distintas tablas
de identificacion y no se corresponde necesariamente con los crite-
rios de sensibilidad o resistencia utilizados en el antibiograma.

o
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den aplicarse los métodos convencionales de examen
directo o cultivo en razén de su complejidad o su coste.
Otro factor importante a tener en cuenta es la rapidez
de diagnoéstico que aportan; no ha de olvidarse que los
cultivos de algunas bacterias requieren dias de incuba-
cién y algunas de estas técnicas pueden concluirse en
un dia.

En la actualidad, en el campo de la bacteriologia, exis-
ten reactivos comercializados para la deteccién de anti-
geno de los estreptococos del grupo A y del grupo B,
neumococo, meningococo (Ay C), H. influenzae, legio-
nela y clamidia entre otros, asi como para la deteccién
de las toxinas de E, coli verotoxigénica y de Clostridium
difficile entre otras22

Las técnicas de amplificacién genética en bacterio-
logia se utilizan para el diagnostico de la tuberculosis, la
tosferina y las infecciones por clamidia, para las que exis-
ten reactivos comercializados; con reactivos no comer-

Microbiologia clinica

cializados pueden realizarse muchas otras pruebas ade-
més de las sefialadas.

Las técnicas seroldgicas en el &mbito de la bacterio-
logia se utilizan para el diagnoéstico de las infecciones
por estreptococo del grupo A, bruacela, treponema (sifi-
lis), micoplasma, clamidias, coxiela y rickettsias. En los
capitulos 8y 9 se revisan con algun detalle las técnicas
de deteccién de antigeno, las pruebas serolégicas y las
pruebas de deteccion de secuencias especificas (pruebas
genéticas).

MEDIOS DE IDENTIFICACION. DESCRIPCION

Los medios de identificaciéon pueden obtenerse como
paneles comercializados, preparados para su uso inme-
diato. También pueden prepararse en el laboratorio como
paneles o bien como pruebas individaulizadas. En la tabla
3.22 se han descrito los principios tedricos y técnicos para
el uso de estos reactivos.

2 En los alimentos pueden detectarse las enterotoxinas de Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens y Bacillus cereus. Su deteccién en pacien-
tes con diarrea fuera del contexto de un brote es de dificil interpretacién.

booksmedicos.org
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CAPITULO

4 Bacteriologia (lll)

TECNICAS BACTERIOLOGICAS ESPECIFICAS

Las principales bacterias de interés en medicina se
pueden dividir en dos grupos. En el primero se incluyen
las bacterias que pueden observarse por examen micros-
copico y aislarse por cultivo. En el otro grupo se inclu-
yen las bacterias que son de dificil visualizacién con el
microscopio y no crecen en medios convencionales, por
lo que se suelen estudiar preferentemente por técnicas
de deteccién de antigeno, genéticas o por serologia.

En el primer grupo, junto a las bacterias convencio-
nales, puede establecerse dos subgrupos: el de las bac-
terias anaerobias estrictas y el de las micobacterias, cuyo
estudio requiere técnicas que, si bien son semejantes a
las convencionales descritas hasta aqui, poseen algunas
peculiaridades que se sefialan a continuacion.

BACTERIAS ANAEROBIAS

Las bacterias anaerobias estrictas s6lo crecen en
ausencia de oxigeno, que es letal para ellas. Dentro de
las bacterias anaerobias, existen numerosas especies de
cocos y bacilos grampositivos y gramnegativos; en este
capitulo s6lo se presentaran los de mayor interés en
medicina.

Los cocos grampositivos se incluyen en el género Pep-
tostreptococcus, y los gramnegativos, en el género Veillo-
nélla. Los bacilos gramnegativos estan constituidos por
diversos géneros, como Bacteroides, Prevotella, Porphyro-
monas y Fusobacterium, y los grampositivos, por los géne-
ros Actinomyces, Eubacterium y Propionibacterium y el
género Clostridium, formado por bacilos grampositivos
esporulados.

Las bacterias anaerobias forman parte predominan-
te de la flora gingival, orofaringea e intestinal y causan
infecciones oportunistas polimicrobianas, como absce-
sos pulmonares por aspiracion de la secrecién faringea
tras la pérdida de conciencia o anestesia, peritonitis
secuente a apendicitis, diverticulitis, perforacion del tubo
digestivo o fallo de sutura tras una intervencion en el
intestino e infecciones de la herida quirudrgica tras ciru-
gia col6nica, entre muchos otros procesos. La mayoria
de estas infecciones estan causadas por una abundante

flora mixta constituida por diversas bacterias anaerobias
y aerobias, como bacteroides, fusobacterias, eubacterias,
Escherichia coli, proteus, enterococos y muchas otras.

Entre las bacterias anaerobias, algunos clostridios,
como Clostridium perfringens, C. novyi, C. septicum y otros
con menor frecuencia (C. sordellii, C. histolyticum, C. bifer-
mentans) pueden causar infecciones del tejido celular
subcutéaneo, de las fascias y de los musculos, dando lugar
a un proceso necrotizante caracteristico denominado
gangrena gaseosa.

Otras especies de clostridios causan infecciones toxi
génicas muy graves, como el tétanos (C. tetani), el botu-
lismo (C. botulinum) o la colitis pseudomembranosa
(C. difficile) (Tabla 4.1).

Para el estudio de las bacterias anaerobias, todo el
proceso debe realizarse en ausencia de oxigeno, ya que
estas bacterias no solo no crecen en presencia de oxige-
no, sino que mueren por la accion de este elemento.

Las muestras clinicas como secreciones, exudados,
pus y otras en las que se sospeche la presencia de bac-
terias anaerobias no deben tomarse con escobillén sino
con jeringa, inyectando el material en un pequefo vial
para transporte de muestras anaerobias al laboratorio,
del que existen diversos modelos comercializados, o, en
su ausencia, en la propia jeringa. Cuando resulte abso-
lutamente inevitable tomar la muestra con escobillén,
debe seleccionarse un modelo con medio de transporte
para anaerobios, aunque su eficacia es limitada.

Examen microscépico

El examen directo de la muestra clinica tefiida por el
meétodo de Gram posee un gran valor para orientar el
diagnéstico precoz de las infecciones por anaerobios.
Algunos anaerobios poseen una morfologia caracteris-
tica, como las fusobacterias, los bacteroides cocobacila-
res, los clostridios y los actinomices (Figs. 4.1 y 4.2). Como
se ha sefialado previamente, la mayoria de estas infec-
ciones, excepto las especificas, como la gangrena por
clostridios, el tétanos o la colitis pseudomembranosa,
corresponden a procesos de etiologia mixta en los que
junto a diversas bacterias aerobias y facultativas se
encuentra asociado un gran numero de bacterias anae-
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. Tabla 4.1 )
Infecciones por bacterias anaerobias mas frecuentes

Infecciones generalmente polimicrobianasl
Flemones peri y paradentales (a)
Absceso del suelo de la boca (a)
Absceso pulmonar (a)
Absceso periesofagico (a)
Peritonitis difusa (origen intestinal) (b)

Abscesos peritoneales (absceso subfrénico, periapendicular, etc.) (b)

Pelviperitonitis (b, c)

Infeccidn de la herida quirdrgica en cirugia cérvico-facial, abdominal y ginecoldgica (a, b, c)

Infecciones monomicrobianas toxigénicas:
Gangrena gaseosa (Clostridium perfringens)2
Colitis pseudomembranosa (Clostridium. difficile)
Tétanos (Clostridium tetani)

Botulismo (Clostridium botulinum)s

Otras infecciones:

Actinomicosis (Actinomyces israelii

1 Suelen estar causadas por flora mixta aerobia y anaerobia que refleja el origen de la infeccion: (a) flora gingivodental y faringea (bacteroides,
fusobacterias, peptoestreptococos, estreptococos viridans, neisserias); (b) intestinal (bacteroides, fusobacterias, eubacterias, closlridios, entero-
bacterias, enterococo); (c) genital (peptoestreptococos, estreptococos, enterobacterias, bacteroides).

2 C. perfringens y otros (véase texto).
3 La toxina se produce y libera en los alimentos.

Figura 4.1. Exudado de gangrena. Tincién de Gram.

No se observan leucocitos polinucleares. Se observan bacilos grampo-
sitivos compatibles con clostridios.

robias, ofreciendo en este caso una imagen caracteristi-
ca (Fig. 4.3).

Cultivo

Los medios de cultivo deben sembrarse inmediata-
mente después de la llegada del producto al laboratorio.
Los medios minimos a sembrar son una placa con agar
sangre enriquecido con vitamina Kv hemina y cisterna,
y otra con agar sangre, enriquecido con los mismos ele-
mentos, pero selectivo para la flora anaerobia por incor-
porar amikacina y vancomicina. La amikacina y la van-

Figura 4.2. Actinomyces.

El género Actinomyces esta formado por bacilos grampositivos ramifi-
cados de tincién irregular, anaerobios estrictos. Alguna de sus espe-
cies, como A.israelii y A. naeslundii, entre otras, causan diversas enfer-
medades probablemente de caracter oportunista como la actinomicosis
cervico-facial, la enfermedad pélvica asociada a dispositivos intraute-
rinos y abscesos de diversa localizacion. Probablemente participan en
la caries dental. Puede observarse A. israelii en una tincién de Gram
efectuada en un pus de una supuracion fistulosa actinomicotica.

comicina son antibiéticos que inhiben gran parte de la
flora aerobia (enterobacterias, pseudomonas, estafiloco-
cos, enterococos, etc.) permitiendo el crecimiento de la
flora anaerobia. También es atil sembrar el material en
un tubo con tioglicolatol que es un medio rico semiso-

1 Alternativamente, puede usarse un medio con carne picada (Cooked meat, chopped meat).
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lido, en el que el tioglicolato actia como reductor, fijan-
do el oxigeno; suele llevar un indicador de 6xido-reduc-
cién (como la resazurina) para constatar su estado redu-
cido. Idealmente, estos medios deben ser de preparacion
reciente o prerreducidos2 También deben sembrarse los
medios selectivos adecuados para recuperar la flora aero-
bia acompafiante.

La incubacion en anaerobiosis se efectia colocando
las placas de Petri o los tubos en jarras para cultivos ana-
erobios. Estas jarras, semejantes a una olla a presién, se
cierran herméticamente y se hace el vacio en su interior

Figura 4.3. Infeccion polimicrobiana. Tincién de Gram.

Las asociaciones polimicrobianas con flora aerobia y anaerobia, como
la que se observa en esta imagen son frecuentes en infecciones que se
originan en la orofaringe, en el tubo digestivo y en el tracto genital
femenino.

Figura 4.4. Jarras y estaciones para cultivo de anaerobios.
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mediante una bomba aspirante, reemplazando el aire
extraido por una mezcla de gases N2 0 2y C 02 (Fig. 4.4).
La anaerobiosis también puede obtenerse por medios
quimicos; en una jarra como la sefialada anteriormente,
se introduce un sobre comercializado que contiene reac-
tivos que al afiadirle agua generan C02e hidrégeno, el
cual, en presencia de un catalizador (paladio), reacciona
con el oxigeno produciendo aguay eliminando por tanto
el oxigeno libre3. Existen bolsitas de plastico en las que
caben una o dos placas de Petri, realizdndose la anaero-
biosis por métodos quimicos.También se emplean estu-
fas semejantes a las convencionales que cierran hermé-
ticamente, en las que puede efectuarse la anaerobiosis
con facilidad mediante dispositivos automaticos que
extraen el aire y lo sustituyen por mezclas gaseosas. Inclu-
so algunas vitrinas para la manipulaciéon pueden utili-
zarse posteriormente como estufas anaerobias, consti-
tuyendo verdaderas «estaciones» para la microbiologia
de los anaerobios (Fig. 4.4).

La incubacién de los medios debe prolongarse duran-
te varios dias, ya que muchas bacterias anaerobias son
de crecimiento lento. En determinadas circunstancias es
util sembrar dos juegos de placas, unas que se observan
a los dos-tres dias, y otras que no deben exponerse al
oxigeno hasta su observacion alos 5-15 dias de incuba-
cion.

Muchas colonias de bacterias anaerobias son carac-
teristicas de grupo, de género o de especie, como las de
actinomices, clostridios, propionjbacterias o las de pre-

Para el cultivo de las bacterias anaerobias, las placas y los tubos deben incubarse en recipientes de los que se ha eliminado el oxigeno. Existen
pequefias bolsas de plastico o jarras, como las que se representan en esta figura, de las que se puede eliminar el oxigeno por métodos fisicos o
guimicos. Las estaciones-estufa anaerobias facilitan el trabajo cuando existe gran cantidad de muestras.

2 Para prerreducir los medios, deben mantenerse en atmdsfera anaerobia antes de su siembra. La prerreduccion de los medios liquidos o semi-
solidos puede hacerse poniendo los tubos al bafio Maria a ebullicién unos minutos e introduciéndolos en un recipiente con agua fria inmedia-

tamente antes de su uso.

3 BD Diagnostics; Difeo Laboratories y Oxoid Inc entre otras compafiias comercializan diversos sistemas de jarras y sobres para la incubacion en

anaerobiosis.
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votela y porfiromonas, que producen un pigmento mela-
nico caracteristico (Fig. 4.5).

Identificacion

Tras confirmar que las bacterias crecidas en las pla-
cas son anaerobias estrictas (véase el capitulo 3. Identi-
ficacion de las bacterias) y determinar su morfologia y ape-
tencia tintérea (Gram) (Fig. 4.6), se identifican mediante
pruebas metabdlicas en medios prerreducidos y mani-
pulados en condiciones de anaerobiosis. Alternativamen-
te, pueden utilizarse paneles miniaturizados comercia-
lizados4. Estos paneles se basan en el estudio de pruebas
metabolicas. SegUln el tipo de panel, la lectura debe hacer-
se tras 24 a 48 horas de incubacién o a las cuatro horas.

La mayoria de estos paneles poseen una capacidad
de identificacidon limitada o adecuada Gnicamente para
algunas especies. Por ello, para una identificacién preci-
sa, las pruebas bioquimicas deben complementarse estu-
diando por cromatografia gaseosa los catabolitos espe-
cificos producidos por la fermentacion de la glucosa y/o
el perfil de &cidos grasos estructurales.

Para el estudio de los catabolitos de la glucosa, se
siembra la bacteria a identificar en un medio adecuado,
como el caldo PY con glucosa y se incuba en anaerobio-
sis durante 24-72 horas hasta observar un crecimiento
abundante. Para la caracterizacion de los alcoholes y
de los acidos volatiles se realiza un extracto del cultivo
en éter, mientras que para el andlisis de los 4cidos no
volatiles, el extracto se realiza en cloroformo después de
mediarlos con metanol y acido sulfdrico. Los extractos
se analizan en un cromatdgrafo que detecta los picos

Figura 4.5. Bacilos gramnegativos anaerobios estrictos.

Este grupo de bacterias anerobias incluye numerosos géneros y espe-
cies. Tradicionalmente se ha diferenciado el «grupo bilis resistente»
'(«grupo Bacteroides fragilis») del resto de bacilos gramnegativos ana-
erobios estrictos por su mayor resistencia a los antimicrobianos. Las
especies de los géneros Prevotella y Porphyromonas producen un pig-
mento negro caracteristico.

Microbiologia clinica

producidos por los diferentes acidos grasos de cadena
corta (como, por ejemplo, los acidos propionico, butiri-
co, lactico, etc.) (Protocolo técnico 4.1).

Las bacterias anaerobias esporuladas corresponden
al género Clostridium. La forma y disposicion de las espo-
ras en los clostridios, que pueden ser redondas u ovala-
das, terminales o subterminales, constituye un caracter
taxondmico importante de las especies de este género,
aunque en algunas son dificiles de observar (Fig. 4.7).

Los clostridios crecen bien en los medios selectivos
para anaerobios sefialados mas arriba. Adicionalmente,
como medio selectivo puede utilizarse el medio de yema
de huevo y neomicina (NEY).

Aparte del interés obvio de las especies productoras
de gangrena gaseosa, entre las que destaca C. perfringens
(véase mas arriba), en las infecciones polimicrobianas de

Figura 4.6. Fusobacteriun nucleatum.

Las bacterias gramnegativas anaerobias estrictas presentan muy dife-
rentes morfologias segun la especie, desde bacilos gramnegativos seme-
jantes a enterobacterias hasta pequefios cocobacilos y bacilos fusifor-
mes alargados como los que se muestran en esta imagen.

b< v
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& >
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Figura 4.7. Esporas de clostridio.

Puede observarse bacilos grampositivos con y sin esporas; las esporas
son terminales v ovales (C. ramosum).

4 Algunas compafiias que disponen de estos paneles son bioMerieux; BD Diagnostics, Dade Behring y Remel. Ademas, Rosco y Key Scientific
Products disponen de reactivos para realizar pruebas metabdlicas individualizadas.
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origen intestinal pueden aislarse otras especies, como C.
clostridiiforme, C. innocuum, C. ramosum o C. butyricum.

C. perfringens aparece en el examen directo como un
bacilo grande, corto y grueso, con coloracién irregular,
con esporas ovales subterminales5 en ocasiones se obser-
va capsulado y produce un doble halo de hemolisis carac-
teristico en agar sangre (Fig. 4.8). Hidroliza la gelatina,
digiere la leche y produce lecitinasa observable en las
placas de agar con yema de huevo.

El diagnéstico del tétanos es clinico. El aislamiento
de C. tetani a partir de una lesién (cuando la lesion se
conoce) suele ser excepcional.

El diagnéstico del botulismo (C. botulinum) también
se efectlia basandose en la sintomatologia clinica, pero
deben recogerse los alimentos sospechosos y muestras de
suero del paciente para remitirlas con urgencia a un cen-
tro especializado en la deteccién de toxina botulinica.

Para el aislamiento a partir de las heces de Clostri-
dium difficile, causante de enteritis indiferenciada y coli-
tis pseudomembranosa, se utiliza el medio selectivo agar
cicloserina, cefoxitina, fructosa (CCFA), en el que forma
colonias de aspecto caracteristico, amarillas por fermen-
tar la fructosa, estriadas y de olor inconfundible a heces
de caballo. Morfolégicamente, es un bacilo fino con espo-
ras ovales subterminales que raramente se observan a
partir de los cultivos. Alternativamente, el diagnéstico
de la enteritis por C. difficile puede llevarse a cabo detec-

Figura 4.8. Cultivo en agar sangre de Clostridium perfringens.

Puede observarse el doble halo de hemolisis caracteristico de las colo-
nias de C. perfringens.
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tando en las heces sus toxinas mediante técnicas inmu-
nolégicas (véase el capitulo 8).

Las especies de Clostridium se identifican por el aspec-
to de las colonias, la morfologia microscopica y pruebas
bioquimicas realizadas en sistemas como los indicados
anteriormente; en algunas especies el perfil cromatogra-
fico de los catabolitos es caracteristico.

Antibiograma

La técnica estandarizada por el CLSI para el estu-
dio de la sensibilidad de las bacterias anaerobias a los
antimicrobianos es la de diluciéon en medio sélido. Es
una técnica muy laboriosa de dificil incorporacion en
rutina, por lo que, en algunos laboratorios, periddica-
mente, se estudian de modo simultaneo gran namero
de bacterias anaerobias mediante esa técnica para cono-
cer la epidemiologia de las resistencias de este grupo
bacteriano, lo que permite orientar el tratamiento empi-
rico de las infecciones causadas por estos microorga-
nismos.

La técnica de disco-difusion no estd estandarizada
para las bacterias anaerobias debido a la falta de corre-
lacion existente con la técnica estandar de dilucién en
agar. Sin embargo, se acepta que las técnicas de micro-
dilucién en caldo pueden ser utilizadas para el estudio
de los miembros del grupo Bacteroides fragilisé.

La sencillez de realizacion de la técnica cuantitativa
de Etest y su buena correlacion con la técnica estandar
de dilucion aprobada por el CLSI hacen de esta técnica
una alternativa muy valida para el estudio de la sensibi-
lidad de este grupo bacteriano.

En las infecciones polimicrobianas, es imposible rea-
lizar antibiograma a todas las bacterias que las causan,
por lo que el tratamiento es empirico y fundamentado
en la epidemiologia de la resistencia.

En caso de infecciones monomicrobianas, es intere-
sante conocer la sensibilidad de la bacteria aislada a los
antimicrobianos con actividad anaerobicida7 (Tabla 4.2).
En aquellos casos en que la penicilina es el antimicro-
biano de eleccion, puede realizarse la detecciéon de 6-
lactamasas por técnica cromogénica (Nitrocefin).

El tratamiento de las infecciones polimicrobianas con
participacion de bacterias anaerobias suele ser empirico
y basado en los datos epidemiolégicos de sensibilidad.

5 La esporulacién es infrecuente en los medios de cultivo, para facilitarla se recomienda sembrar el microorganismo en agar chopped meat incu-

bado en anaerobiosis a 37 °C y dejarlo envejecer.

6 Pueden utilizarse para el estudio de la sensibilidad de las bacterias anaerobias los paneles comercializador por PML Microbiologicals Inc. y
Trek Diagnostics Systems entre otros. EI CLSI ha publicado un documento de estandardizacién de las pruebas de sensibilidad para las bacte-

rias anaerobias (www.clsi.org).

7 Poseen actividad anaerobicida la penicilina, la ampicilina, amoxicilina, piperacilina, cefoxitina y otras ccfamicinas, imipenem, ertapenem y otros
carbapenem, cloranfenicol, tetraciclinas, clindamicina y metronidazol. La amoxicilina con &cido clavulanico y la piperacilina con tazobactam,
asi como la cefoxitina, el imipemen y el ertapenem son activos frente a los bacteroides productores de betalactamasa.
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Tabla 4.2
Interpretacion de los valores de CIM de los antimicrobianos de eleccion a las bacterias anaerobias
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S
Penicilinal <0,5
Ampicilina' :0,5
Amoxicilina-acido clavulanico ;412
Piperacilina-tazobactam ;32/4
Cefoxitina (16
imipenem ¢4
Ertapenem X
Clindamicina .2
Metronidazol .8

CIM ([ig/ml)
| R
1 2
1 2
8/4 ;16/8
64/4 ¢ 128/4
32 ;64
8 .16
8 .16
4 ¢ 8
16 32

1 Las cepas productoras do betalactamasas han de considerarse resistentes a estos antimicrobianos independientemente de su CIM.
CIM: concentracion inhibitoria minima; S: sensible; I: intermedio; R: resistente.

MICOBACTERIAS

Las micobacterias constituyen un grupo de bacterias
de gran interés en medicina, ya que junto a especies telu-
ricas y oportunistas se hallan dos especies patégenas de
gran importancia, Mycobacterium tuberculosis (bacilo de
Koch) y M. leprae (bacilo de Hansen).

M. tuberculosis es un microorganismo con elevada viru-
lencia que causa la tuberculosis. El reservorio es funda-
mentalmente humano y la forma contagiante de la enfer-
medad es la pulmonar. El enfermo de tuberculosis
pulmonar elimina el bacilo de Koch al hablar, estornudar
o toser. Cuando un huésped susceptible inhala particulas
de 1 a5 um contaminadas, M. tuberculosis llega a los alvéo-
los pulmonares, donde es fagocitado por los macréfagos,
y puede diseminarse por via linfaticay hematégena por
todo el organismo (primoinfeccién tuberculosa).

En la mayoria de los casos, la primoinfeccion es sub-
clinica y la respuesta inmune celular del huésped limita
la multiplicacién y diseminaciéon de M. tuberculosis. No
obstante, algunos bacilos permanecen latentes durante
muchos afios. La primoinfeccion puede detectarse explo-
rando la respuesta inmunitaria celular frente al bacilo de
Koch (prueba de la tuberculina o intradermoreaccién de
Mantoux [Fig. 4.9], capitulo 8). Las personas con infec-
cién latente presentan durante su vida un riesgo medio
del 10 al 20% de reactivar clinicamente la infeccién, aun-
gue la mayoria de los casos se dan en los dos primeros
afios después de la primoinfeccion. La tuberculosis de
reactivacion més frecuente es la pulmonar, aunque tam-
bién pueden darse otras formas de reactivacion: ésea,
renal, genital o del sistema nervioso central (meningi-
tis). En los enfermos con sida, la progresion de la pri-

moinfeccion tuberculosa a enfermedad es mucho mas
rapida, resultando frecuentes las formas diseminadas.

El complejo M. tuberculosis incluye ademas de M tuber-
culosis a M. bovis, M. bovis-BCG, M. africanum, M. micro-
ti, M canettii, M. caprae y M. pinnipedii. M. bouis causa enfer-
medad en el ganado, en el hombre y algunos primates,
en carnivoros (que incluyen perros y gatos) y pajaros. En
el hombre la infeccion es indistinguible de la causada por
M. tuberculosis. La pasteurizacion de la leche ha hecho dis-

Figura 4.9. Prueba de Mantoux.

Puede observarse la reaccion inmune retardada que aparece entre 24
y 48 horas después de la inoculacién intradérmica de un antigeno pro-
teico purificado, obtenido a partir de la tuberculina de Koch (PPD), en
una persona infectada por Mycobacterium tuberculosis. Lo caracteristi-
co no es el eritema, sino la induracion que se produce como conse-
cuencia del infiltrado celular (la induracién se observa o es palpable).
La infiltracion desaparece ente cuatro y siete dias después de la ino-
culacién del antigeno.
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minuir considerablemente los casos humanos. M. bovis-
BCG (bacilo de Calmette y Guérin) es una cepa de M.
bovis atenuada en el laboratorio que se utiliza como vacu-
na para la tuberculosis en muchas partes del mundo. M.
afncanum se encuentra en varias regiones del Africa tro-
pical donde puede llegar a ser responsable de hasta el
60% de la tuberculosis humana. M. microti da lugar a
enfermedad en algunos roedores y solo excepcionalmen-
te en el hombre. M canettii, cuyo reservorio es descono-
cido, se ha aislado en unos pocos casos de tuberculosis
humana ocurridos fundamentalmente en el cuerno de
Africa. M. caprae se ha aislado de lesiones granulomato-
sas en el ganado vacuno, cabras, ovejas, ciervos y tam-
bién en humanos. Finalmente, M. pinnipedii causa enfer-
medad en diversas especies de focas.

La lepra es una enfermedad granulomatosa crénica
causada por M. leprae. El reservorio es humano. El espec-
tro de la enfermedad, que afecta a la piel, las mucosas y
los nervios contiguos, oscila desde una forma localizada,
granulomatosa, con muy pocos bacilos en las lesiones
(lepra tuberculoide), a una forma generalizada con una
gran multiplicacién bacilar por la ausencia de una inmu-
nidad celular efectiva (lepra lepromatosa). M. leprae se
diferencia de las deméas micobacterias en el hecho de que
no puede cultivarse en medios de cultivo artificiales.

Las dos especies de micobacterias no pertenecientes
al complejo M. tuberculosis que se aislan con mayor fre-
cuencia con significacion clinica en los laboratorios de
microbiologia son M. kansasii y el complejo M. avium.
La forma clinica mas frecuente de infeccién por M. kan-
sasii, que es una micobacteria ambiental, con cierto grado
de virulencia, es una infeccion pulmonar crénica pare-
cida a la tuberculosis. La infeccién suele darse en perso-
nas con enfermedad respiratoria crénica.

Tradicionalmente, en el complejo M. avium se incluyen
dos especies: M. avium y M. intracellulare. Existen eviden-
cias de una tercera especie cuyos miembros se conocen
como cepas MAC-X. En M. avium, en funcién de datos
fenotipicos y genotipicos, se han propuesto tres subespe-
cies: M. avium subsp avium, M. avium subsp paratubercu-
losis y M. avium subsp silvaticum. M. avium y M. intracellu-
lare, de habitat teldrico, patdégenas para las aves y los cerdos,
ocasionalmente causan infeccion pulmonar crénica en
pacientes con factores predisponentes. M. avium es tam-
bién una causa frecuente de adenopatia cervical en nifios.

En los enfermos con sida, antes de la introduccion de
los actuales tratamientos, eran frecuentes las infeccio-
nes diseminadas por M. avium. En aquellos pacientes
también se observaban infecciones diseminadas por M.
kansasii y M. genavense. Para el aislamiento de M. gena-
vense, puede utilizarse agar de Middlebrook 7H11 suple-
mentado con micobactina }, o medios con pH &cido,
como el Bactec 7TH12 PZA (utilizado como control en el
antibiograma de pirazinamida), o el agar de Middlebro-
ok acidificado y suplementado con sangre o carbon. Las
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condiciones de microaerofilia también favorecen el cre-
cimiento de M. genavense. Esta especie crece con extra-
ordinaria lentitud (hasta seis meses).

La infeccion por M. haemophilum se caracteriza por
la presencia de nodulos cutaneos multiples, observan-
dose en pacientes con sida, trasplantados de rifién o de
médula dsea. Para realizar el diagndstico microbiol6gi-
co, deben tenerse en cuenta los requerimientos nutricio-
nales de esta especie (hemina, citrato férrico amaonico),
aunque crece bien en agar chocolate; su temperatura
Optima de crecimiento es de 30 °C.

M. marinum, de habitat acuatico, da lugar a infeccio-
nes cutaneas papulonodulares o granulomas subcuta-
neos por contaminacion de heridas a partir del agua
(peceras y otros reservorios). M. ulcerans produce una
lesién cutanea ulcerada, propia de los tropicos (para
ambas especies, la temperatura 6ptima de crecimiento
es de 30 °C).

Las micobacterias de crecimiento rapido, como
M .fortuitum o M. chelonae, pueden causar infecciones de
heridas (quirdrgicas y traumaticas), asi como infeccio-
nes asociadas a cuerpos extrafios (catéteres).

En la tabla 4.3 se recogen otras especies que dan lugar
a infeccién oportunista con menor frecuencia o que pue-
den aislarse en el laboratorio como colonizantes o con-
taminantes de las muestras clinicas.

Diagnéstico

Para el diagnéstico de las infecciones causadas por
micobacterias, se sigue el mismo procedimiento que para
el de otras bacterias, examen directo, cultivo e identifi-
cacion, ademas del estudio de la sensibilidad a los far-
macos antituberculosos cuando esta indicado.

El diagndstico se ve influido por dos caracteristicas
de estas bacterias: la lentitud de su crecimiento y el alto
contenido lipidico de su pared. En efecto, la pared de las
micobacterias se caracteriza por su riqueza en lipidosy,
aunque estructuralmente puedan ser consideradas como
bacterias grampositivas, no se tifien mediante la tincion
de Gram.

Por otra parte, el crecimiento de muchas micobacte-
rias es lento, por lo que, cuando se pretende aislarlas de
productos como el esputo o la orina, donde existen bac-
terias comensales de crecimiento rapido, éstas deben eli-
minarse para que su sobrecrecimiento no impida la recu-
peracién de las micobacterias en los cultivos. La
eliminacion de las bacterias comensales acompafiantes
(decontaminacion) es posible gracias a la especial estruc-
tura de la pared, que confiere a las micobacterias una
mayor resistencia a diversas sustancias quimicas.

Examen microscépico

Para la visualizacion de las micobacterias en los pro-
ductos patolégicos se utiliza la tincion de Ziehl-Neel-
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Grupo

Crecedores lentos:
No cromogenos

Fotocromégenos

Escotocromogenos

Crecedores rapidos

No crecen en
medios de cultivo

Crecedorcs lentos: > siete dias; crecedores rapidos: < siete dias (Medio de Lowenstein Jensen). No cromégenos: no forman pigmento. Fotocromégenos: s6lo forman pigmento en presencia de luz
y de oxigeno. Escotocromdégenos: producen pigmento tanto en presencia como en ausencia de luz.

Microorganismo

M. tuberculosis complex

avium complex

%enavense
aemophilum

M.

M.

M.

M. malmoense
M. celatum
M. ulcerans
M. terrag

M. gastri

M. kansasii
M. marinum
M. simiae

M. xenopi

M.
M.
M.

gordonag
scrofulaceum

flavescens
Grupo M.fortuitun

wm. chelonae
M. ahscessus

M. mucogenicum
M. smegmatis

M. leprae

Habitat

Humano. Animales de sangre caliente
Ambiental. Animales de sangre caliente

Desconocido. Pajaros
Desconocido

Ambiental
Desconocido

Plantas. Koalas

Ambiental
Ambiental

Ambiental. Ganado
Agua. Peces
Primates. ¢Agua?
Agua

Agua
Ambiental

Ambiental

Ambiental
Agua. Murciélagos
Agua

Agua

Superficies himedas. Flora urogenital

Humano

.. ., Tabla43 .
Clasificacion de las micobacterias

Accion patdégena
Patégeno primario
Oportunista

Oportunista
Oportunista

Oportunista
Oportunista

Patégeno

Excepcional
Excepcional

Oportunista
Oportunista

Excepcional

Oportunista

Excepcional
Oportunista

Excepcional

Oportunista
Oportunista
Oportunista

Oportunista
Excepcional

Patégeno primario

Observaciones

Tuberculosis

Infeccién broncopulmonar. Adenopatias en nifios. Infeccion
diseminada en pacientes con sida (véase texto)

Infecciéon diseminada en pacientes con sida

Nodulos cutdneos maltiples en pacientes con sida
y transplantados (rifion, médula 6sea)

Linfadenitis en nifios. Enfermedad pulmonar crénica

Infeccion ulcerada en los tropicos. Ulcera de Buruli (Africa).
Ulcera de Bairnsdale (Australia)
Tenosinovitis postraumatica

Enfermedad pulmonar cronica. Infeccion diseminada
en pacientes con sida

Infecciones cutédneas papulonodulares o esporitricoides
asociadas a heridas contaminadas con agua

Areas geogréficas limitadas. Enfermedad pulmonar crénica.
Infeccion diseminada

Infeccion pulmonar. Infecciones diseminadas
en inmunodeprimidos

Linfadenitis en nifios. Enfermedad pulmonar. Infeccién
diseminada

Infeccion de heridas (quirdrgica, traumatica). Celulitis.
Osteomielitis

Nodulos cuténeos diseminados en inmunodeprimidos.
Infeccién de heridas

Enfermedad pulmonar crénica. Infeccion cié heridas.
Enfermedad cutdnea diseminada en inmunodeprimidos

Infeccion de heridas

Infeccion de heridas

Lepra
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sen, que se basa en la resistencia de estas bacterias a la
decoloracién por la accién de acidos y alcoholes, lo que
depende de la estructura de su pared (Figs. 4.10 y 4.11).
También pueden utilizarse, con un procedimiento seme-
jante a la tincion de Ziehl, colorantes fluorescentes, como
la auramina, que facilitan el examen directo al poder efec-
tuarlo a menores aumentos, abarcando mayor superfi-
cie de campo observado, por lo que se requiere menor
tiempo de observacién (Fig. 4.12).

Para realizar la tincién de Ziehl-Neelsen, ha de pre-
pararse una extensién en un porta como se efectGa para
la tincién de Gram. En la primera parte de la tincién, se
bafia la preparaciéon con fucsina, y todos los elementos
de la preparacion quedan tefiidos de rojo intenso. Al lavar

Figura 4.10. Tincién de Ziehl. Mycobacterium tuberculosis.

Las micobacterias, en la tincién de Ziehl-Neelsen aparecen como alco-
hol &cido resistentes, con un color rojo caracteristico.

Figura 4.11. Tincién de Ziehl. Mycobacterium kansasii.

Algunas micobacterias poseen caracteres morfolégicos que permiten
sospechar su identificacién. M. kansasii presenta una tincién irregular
con listas, atigrada.
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con una mezcla de alcohol y acido clorhidrico, las mico-
bacterias conservan dicha coloracién, mientras que las
otras bacterias la pierden. Las que conservan el color rojo
se denominan alcohol-acido resistentes, y las que lo pier-
den, no alcohol-acido resistentes. En la segunda parte
de la tincion, se hace actuar el azul de metileno, que es
un colorante que contrasta marcadamente con el prime-
ro, para tefiir las bacterias y los demas elementos no alco-
hol-acido resistentes que han quedado decolorados.

La tincion de Ziehl-Neelsen posee gran utilidad, ya
que las micobacterias son alcohol-acido resistentes y tie-
nen una forma caracteristica, por lo que pueden recono-
cerse con facilidad en las preparaciones8 (Figs. 4.10
y 4.11) (Protocolo técnico 4.2).

El diagnostico de la lepra es fundamentalmente cli-
nico, pero puede confirmarse, especialmente en la forma
lepromatosa, por la observacion de bacilos alcohol-acido
resistentes (Ziehl-Neelsen) en el raspado de la mucosa
nasal o en la biopsia de las lesiones cutdneas.

Técnicas de cultivo

Los productos a cultivar procedentes de territorios
estériles, como el liquido cefalorraquideo o una mues-
tra de biopsia (ganglionar, etc.), pueden sembrarse direc-
tamente en los medios de cultivo, pero los que proceden
o0 atraviesan territorios con flora comensal, como el espu-
to o la orina, antes de sembrarlos hay que decontaminar
la muestra de la flora comensal.

La decontaminacion puede llevarse a cabo sometien-
do la muestra a tratamientos con sustancias como el hidré-

Figura 4.12. Tincion con auramina.

Por un procedimiento semejante al de la tincion de Ziehl y utilizando
auramina en lugar de fucsina, las micobacterias se tifien selectivamen-
te con este colorante fluorescente. El examen microscépico de una mues-
tra clinica, con esta tinciéon puede hacerse a 400 aumentos en lugar de
x 1.000 lo que permite explorar mas superficie de la preparacién en menos
tiempo, lo que incrementa la sensibilidad de la observacion.

8 Ademas de las especies de Mycobacterium, también pueden aparecer alcohol-acido resistentes las especies de los géneros Nocardia, Rhodococcus,
Tsukamurella, Dietzia y Gordonia; éstas, sin embargo, son débilmente alcohol-acido resistentes, por lo que deben tefiirse por la técnica de Kinyoun,
ya que, a diferencia de las micobacterias, si se tifien por la técnica de Ziehl-Neelsen, pueden aparecer como no alcohol-acido resistentes (Tabla 4.4).
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. L. Tatgla 4.4 . , .
Bacterias alcohol-acido resistentes de interés en medicina

AAR Filamentos aéreos
Mycobacterium +
Nocardia +1 s
Rhodococcus 1 .
Tsukamurella 1 -
Gordonia +1 -
Dietzia 1 :

Morfologia microscopica

Bacilos

Filamentos2 entrecruzados de tincién irregular
Cocos y bacilos

Cocos y bacilos

Cocos y bacilos

Cocos y bacilos

1 Son débilmente alcohol-acido resistentes, por lo que deben tefiirse por la técnica de Kinyoun, ya que tefiidos por la técnica de Ziehl-Neelsen

pueden aparecer como no alcohol-acido resistentes.

2 Este aspecto es caracteristico de las nocardias en las muestras clinicas (Fig. 21.8). En los cultivos pueden adquirir apariencia pleomdrfica.
Muchas de las especies de estos géneros presentan una morfologia caracteristica al microscopio.

AAR: alcohol-acido resistencia; +: positivo;  negativo.

xido sédico o el fosfato trisédico, asociados a fluidificantes
(agentes mucoliticos, tipo N-acetil-cisteina o similares),
que cuando se mezclan durante periodos precisos de tiem-
po con el material clinico destruyen la flora contaminan-
te manteniéndose viables las micobacterias, aunque el exce-
so de tratamiento puede destruirlas. En el caso del esputo,
los fluidificantes tienen ademas la mision de licuar la mues-
tra. Tras este tratamiento, el pH debe neutralizarse y con-
centrar la muestra por centrifugacion para efectuar el exa-
men microscopico y sembrar los medios de cultivo.

Para el aislamiento de las micobacterias, se utilizan
tanto medios s6lidos como liquidos. Los medios solidos
pueden ser de formulacién compleja, con base de huevo,
como el medio de Léwenstein Jensen, o semisintéticos,

Figura 4.13. Cultivo de Mycobacterium tuberculosis.

con base de agar, como los medios de Middlebrook 7H10
y 7TH11 (Figs. 4.13 y 4.14). Suelen verterse en tubos en
forma de agar inclinado y se siembran en la superficie,
incubandose durante largos periodos de tiempo bien cerra-
dos para que no se desequen. Los medios liquidos se uti-
lizan en frascos cerrados herméticamente y suelen basar-
se en formulaciones parecidas al medio de Middlebrook
7H9 suplementado con diversos factores de crecimiento
y mezclas de antibiéticos. Ademas de que los medios semi-
sintéticos pueden suplementarse con facilidad para enri-
quecerlos o hacerlos selectivos, las formulaciones liqui-
das, como el 7H9, pueden dispensarse en frascos o botellas
que tras ser inoculados se incuban en estufas permitien-
do su lectura automatica (continua o periddica). Estos sis-

Pueden observarse las colonias caracteristicas de M. tuberculosis en el medio tradicional de Lowenstein-Jensen (izquierda).También puede obser-

varse un cultivo en el agar de Middlebrook 7H10 (derecha).
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Figura 4.14. Cultivo de Mycobacterium marinum en Lowenstein-Jensen.

M. marinum causa granulomas cutdneos. Su reservorio son las pece-
ras y otros habitats acuéaticos. Su temperatura 6ptima de crecimiento
es de 28-30 °C. Las colonias son fotocromdégenas.

temas automaticos detectan el inicio de la multiplicacién
bacteriana muy precozmente, en relacion con los cultivos
convencionales en medio sé6lido, como el de Lowenstein,
en los que no se consigue visualizar las colonias de las
especies de crecimiento lento hasta después de 15-45 dias
de incubacién. Por otra parte, algunas micobacterias exi-
gentes s6lo pueden aislarse en medios liquidos.

Segun el método de deteccién, estos sistemas auto-
maticos se dividen en radiométricos y no radiométricos.
El sistema radiométrico BACTEC® (BD Diagnostics)
detecta la produccién de CO, radioactivo (C10 2 a par-
tir de acido palmitico marcado con C14 Por razones
obvias, actualmente se imponen los sistemas no radio-
métricos. Estos, se basan en la deteccién de cambios de
color de una membrana indicadora (MB-BacT®, bhio-
Merieux), o de cambio de la presién de los gases conte-
nidos en los frascos (ESP® culture System Ii,Trek Diag-
nostic Systems) o en la emision de fluorescencia
(BACTEC 960 MGIT®, BD Diagnostics). El sistema radio-
métrico requiere autorizaciones especiales para el mane-
jo de radiois6topos, lo que dificulta su introduccion en
el laboratorio de microbiologia.
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La seleccién de medios para el aislamiento de las
micobacterias es una decision basada en las preferencias
personales y/o la tradicion del laboratorio. Se acepta que
para una recuperacién éptima es necesaria la utilizaciéon
de un medio liquido combinado con un medio sélido.

Anteriormente se han expuesto las ventajas de los
medios liquidos. Los medios sélidos aportan la visuali-
zacion de la morfologia colonial como primer paso en la
identificacion, asi como la posibilidad de detectar culti-
VOS mixtos.

Identificaciéon

Para la identificacion de las micobacterias se utilizan
diversas caracteristicas biol6gicas y metabolicas. Inicial-
mente, se subdividen en varios grupos, en funcion de la
velocidad de crecimiento (crecedores lentos y rapidos)
y de la pigmentacion de las colonias (escotocromaége-
nos, fotocromdégenos y no cromdégenos) (véase pie de la
tabla 4.3).

En cada uno de estos grupos se estudian diversas pro-
piedades metabdlicas. Asi, por ejemplo, Mycobacterium
tuberculosis es de crecimiento lento (superior a siete dias),
sus colonias no son pigmentadas, es niacina positiva,
produce una catalasa termolébil y una nitrato reductasa
(Tabla 4.5).

Las micobacterias también pueden identificarse
mediante el estudio de la composicion en acidos micé-
licos y acidos grasos de su pared por técnicas cromato-
gréaficas, pero éstos son procedimientos complejos utili-
zados en laboratorios especializados.

Por altimo, existen comercializadas sondas de DNA,
de utilizacion sencilla, que identifican por técnicas de
hibridacion las especies que se aislan con mas frecuen-
cia, como M. tuberculosis complex, M. kansasii, M. gordo-
nae y M. avium complex (capitulo 9). La identificacion por
técnicas genéticas es mucho mas rapida que por las téc-
nicas metabodlicas convencionales. En la tabla 4.6 se pro-
pone un esquema para la identificacién rapida de las
principales especies de micobacterias (Fig. 4.15).

Antibiograma

El antibiograma de M. tuberculosis requiere técnicas
especiales, diferentes a las que se utilizan para otras bac-
terias. Esto es debido a la lentitud con que crece M. tuber-
culosis y a la necesidad de que estas técnicas sean capa-
ces de cuantificar el nUmero de mutantes naturales
resistentes existentes en la poblacion bacteriana estu-
diada. El método mas utilizado es el de las proporciones
de Canetti, que consiste en evaluar la proporcion de baci-
los resistentes que existe en una poblacién de M. tuber-
culosis. Por ello, debe utilizarse un inoculo que, sembra-
do en la superficie del medio de Lowenstein-Jensen, dé
un numero abundante de colonias pero facilmente con-
table. Este inoculo se siembra en tubos con el medio de
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Especie

Grupo M.fortuitumé

M

M

M
M
M
M
M
M
M
M.
M
M
M
M
M
M

. tuberculosis

. africanum

. bovis

. kansasii

. marinum

. avium complex
. celatum
ulcerans

. genavense

. haemophilum
. malmoense

. scrofulaceum
. Xenopi

. gordonae

. chelonae

. abscessus

Crecimiento

Velocidad Tﬁéptima
(°C)

lenta 37
lenta 37
lenta 37
lenta 35
lenta 30
lenta 35-37
lenta 35
lenta 30
lenta 37
lenta 30
lenta 30
lenta 37
lenta 42
lenta 37

rapida 28-30

rapida 28-30

rapida 28-30

Tabla 4.5

Pautas para la identificacién de algunas micobacterias de interés en medicina

Pigmentol

NC
NC
NC
FC

FC

NC
NC
NC
NC
NC
SC
SC
SC
NC
NC

NC

1 NC: no cromoégena, SC: escotocromogena, FC: fotocromogena.
2 En el medio MacConkey sin cristal violeta solamente crece el grupo M.fortuitum, M. chelonae y M. abscesus.
3 Sonda del complejo M. tuberculosis. No diferencia entre especies.
4 Algunas especies son escotocromadgenas.
5 Existe una sonda del complejo M. avium y sondas de las especies M. avium y M. intracellulare.
6 Incluye M .fortuitum, M. peregrinum y M. fortuitum tercera biovariedad.

+:

positivo;

negativo; v: variable; 0: no utilizado.

T2H: Flidracida del acido tiofeno-2-carboxilico.

Niacina

Reduccién
de nitratos

Catalasa
(68 °C)

Arylsul-
fatasa
(3 dias)

Hidrolisis
Tween
(10 dias)

Na C1
(5%)

Crecimiento2

- +

T2H
(10 u/ml)

Sondas
comercia-
lizadas

Si3

Si

Si

Si

Si5

Si

eoIuld  eIBOJOIGOIDIN


http://booksmedicos.org

Bacteriologia (111)

Tabla 4.6

81

Algoritmo para la identificacion rapida de las micobacterias utilizando técnicas de biologia molecular

PRA: patron de amplificacion y restriccion. Se amplifica un determinado fragmento de DNA, en este caso de la heat shock protein 65k Day el
producto de amplificacion se digiere independientemente con varios enzimas de restriccion, los fragmentos resultantes de la digestion se sepa-
ran mediante electroforesis en un gel de agarosa. Las especies se caracterizan por uno o més patrones de bandas (Fig. 4.15).

RD: andlisis de las regiones de diferencia. Las delecciones de material genético en determinadas regiones de diferencia permite separar los miem-
bros del complejo M. tuberculosis. Estas RD se amplifican por PCR y el tamafio de los amplificados permite conocer si ha ocurrido o no la pér-

dida de material genético en las regiones estudiadas.

Figura 4.15. Restriccion del gen de la heat shock protein de 65 kDa de micobacterias.

La técnica de PRA (PCR-restriction endonuclease analysis) consiste en la identificaciéon de un micro-
organismo amplificando una secuencia de DNA y estudiando sus patrones de restriccion cuando
son especificos de especie. Un fragmento del gen hsp65 (heat shock protein de 65 kDa) se amplifica
y se corta mediante las enzimas de restriccion BsfEIl y Haelll, independientemente. La combinacion
de los perfiles de restriccién generados por ambas enzimas permite la identificacién de las mico-
bacterias.

Canales 1, 2,13,14: marcadores de peso molecular. Calles 3 y 4; 7y 8; 9 ylO: M. xenopi. Calles 5 y
6: Mycobacterium no identificado (debe identificarse por secuenciacion). Canales Ilv 12: Al. kan-
sasii genotipo I. En cada una de las calles de los diferentes pares: 3y 4; etc. la restriccion se ha
hecho con una enzima diferente, lo que explica que los perfiles de cada par de calles sean dife-
rentes entre si. http://app.chuv.ch/prasite/index.html.
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Lowenstein-Jensen con antibio-
tico y sin antibidtico. De esta
manera, pueden contarse las
colonias crecidas en ambos
medios y deducir la proporcién
de bacilos resistentes (nUmero
de colonias en el medio con
antibidtico) sobre la totalidad de
la poblacion bacilar estudiada
(ndmero de colonias en el medio
sin antibidtico). La cepa se con-
siderard resistente al antibiético
si el nUmero de mutantes resis-
tentes es superior al 1%.

El antibiograma de M. tuber-
culosis no suele efectuarse de
modo sistematico, ya que es una
técnica laboriosa, lenta y caray
el nUmero de cepas resistentes


http://app.chuv.ch/prasite/index.html
http://booksmedicos.org

82

en personas sin tratamiento previo (resistencia primaria)
es bajo. Por ello, s6lo se indica en pacientes con factores
de riesgo de infeccion por bacilos con resistencia prima-
ria o para poder seleccionar un régimen terapéutico ade-
cuado en enfermos previamente tratados en los que se
sospecha una resistencia adquirida a determinados far-
macos. El incremento de cepas resistentes y la disposi-
cion de técnicas mas sencillas y econémicas puede modi-
ficar en un futuro inmediato estos criterios de estudio.

Microbiologia clinica

El sistema radiométrico BACTEC®, asi como algunas
técnicas automatizadas de cultivo en medios liquidos (MB-
BacT®, MIGIT®) se han adaptado para practicar antibio-
gramas de M. tuberculosis obteniéndose resultados fiables
y mas rapidos que por el método de las proporciones.

Existe un reactivo comercializado (INNO LiPA®, Inno-
genetics), basado en una técnica de hibridacién inversa,
que permite detectar las mutaciones puntuales que con-
fieren resistencia a la rifampicina en M. tuberculosis.

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

CAPITULO

5 Micologia

LOS HONGOS. CONCEPTO Y CLASIFICACION

Los hongos estan formados por células eucariotas. El
DNA esta organizado en cromosomas que se hallan
envueltos por la membrana nuclear. El citoplasma, con
organulos membranosos y abundantes ribosomas, esta
limitado por una membrana citoplasmatica rica en ergos-
terol. Recubriendo la membrana se encuentra una pared
celular rigida de estructura polisacarida compleja, com-
puesta mayoritariamente por quitina, mananos y gluca-
nos, que protege de la lisis osmotica y regula el paso de
moléculas. Tienen un metabolismo de tipo quimiohete-
rotrofo absortivo, es decir, obtienen la energia y el car-
bono absorbiendo los nutrientes de la materia organica,
gue descomponen mediante la producciéon de exoenzi-
mas. Pueden reproducirse por medio de procesos ase-
xuales —mediante division binaria o formando esporas
asexuales— o a través de esporas sexuales.

Los hongos pueden ser unicelulares o pluricelulares.
Los primeros estan formados por células aisladas redon-
das u ovaladas, denominadas levaduras. Los pluricelu-
lares estan constituidos por células alargadas que crecen
por extensién de sus extremos, tabicandose de un modo
mas o menos completo, formando largos filamentos
denominados hifas que con frecuencia se ramifican. Estos
hongos, denominados mohos, al crecer forman matas
de filamentos entrelazados, como puede apreciarse en
el pan o las frutas enmohecidas (Fig. 5.1).

Otros hongos filamentosos son macroscopicos, for-
man estructuras con un elevado nivel de complejidad y
organizacion de sus hifas y presentan una morfologia
caracteristica; constituyen las denominadas setas.

Levaduras

Las levaduras tienen forma redonda u oval, con un
diametro de entre 3y 30 um, por lo que pueden obser-
varse facilmente mediante el microscopio éptico. Se
reproducen asexualmente mediante gemacion, que es
un proceso de division binaria mitética convencional, en
el que a partir de una célula madre se forman protusio-
nes protoplasmicas o yemas (también llamadas blasto-
conidios) que iran creciendo hasta separarse y formar
una nueva célula. En ocasiones, las células hijas no se
separan y forman cadenas de células, que se denominan
seudohifas (seudomicelios) y pueden confundirse con

1. Las levaduras son hongos unicelulares, redondos u ovalados, que
se reproducen por gemacion Se representa alguna célula dividiéndo-
se mediante formacién de yemas (gemacién).

2. Los hongos filamentosos (mohos) son pluricelulares. Bstan cons-
tituidos por células alargadas que forman filamentos, denominados
hifas, que se entrecruzan. Los hongos filamentosos superiores estan
formados por células fangicas alargadas y finas, separadas por septos.

3. Estos hongos forman esporas asexuales (conidias) de localizaciéon
externa en el extremo de un conidiéforo.

4. El micelio de los hongos filamentosos inferiores es mas ancho que
el de los superiores y presenta escasos septos, formando un sincitio
celular (el citoplasma es continuo y contiene numerosos nucleos).

5. Las esporas asexuales de los hongos inferiores se sitan en el inte-
rior de un saculo (esporangio). Algunos hongos de todos los grupos
sefialados pueden formar esporas de resistencia Illamadas artrosporas,
que son rectangulares, en forma de tonel (Fig. 5.13).

una hifa. Sin embargo, algunas levaduras pueden for-
mar hifas verdaderas (Fig. 5.2). En los medios de cultivo
solidos las levaduras crecen dando lugar a colonias com-
pactas, visibles macroscopicamente a las 24-48 horas de
incubacién, muy similares a las bacterianas (Fig. 5.3).

Hongos filamentosos

Los hongos filamentosos son pluricelulares; las célu-
las son alargadas, con una anchura de 3 a 15 jim de dia-
metro y de longitud variable. Crecen por extensién api-
cal, tabicandose para formar nuevas células que no se
desprenden. Los filamentos celulares asi constituidos se
denominan hifas y van ramificAndose con frecuencia
hasta formar un conjunto entrelazado de hifas que se
denomina micelio (Fig. 5.4).
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Figura 5.2. Candida en orina. Tincién de Gram.

Puede observarse abundantes bacilos gramnegativos y levaduras
(grampositivas). Algunas aparecen como células aisladas y otras estan
gemando. También pueden observarse seudomicelios y micelios ver-
daderos.

Figura 5.3. Colonias de los hongos.

Las colonias de las levaduras tienen un aspecto semejante a las de
las bacterias. Las colonias de los hongos filamentosos tienen un aspec-
to algodonoso inequivoco y facilmente reconocible, aunque algunos
hongos filamentosos forman colonias compactas o ceruleas, menos
caracteristicas.

Los hongos filamentosos pueden clasificarse en supe-
riores e inferiores. En los superiores, las hifas son delga-
das (2-5 jim) y las células fungicas que las forman estan
separadas entre si por tabiques provistos de un poro que
permiten el intercambio de material citoplasmatico entre
células contiguas. Forman esporas (conidias) directa-
mente en las hifas o en estructuras especificas llamadas
conidiéforos, constituyendo esporas externas. En los hon-
gos inferiores las hifas son mas anchas (10-15 jxm) y no
estan tabicadas, por lo que las células forman un con-

Microbiologia clinica

.

Figura 5.4. Micelio fangico.

Se observa el micelio de un hongo formado por filamentos (hifas) finos
y septados. Corresponde a un hongo filamentoso superior.

junto copnocitico con multiples nacleos y un citoplasma
Unico; las esporas, denominadas esporangioesporas, se
forman en el interior de estructuras saculares, llamadas
esporangios (esporas internas). Cuando los hongos fila-
mentosos crecen en un medio de cultivo sélido, una parte
del micelio penetra en el medio para absorber nutrien-
tes (micelio vegetativo), mientras que el micelio aéreo se
proyecta hacia el exterior, dando lugar a matas de apa-
riencia tenaz, algodonosa o pulverulenta, caracteristicas
de las colonias de los hongos filamentosos, facilmente
diferenciables de las colonias de las levaduras (Fig. 5.3).

Hongos dimorficos

Entre los hongos microscépicos superiores, algunos
pueden presentar alternativamente la forma de levadu-
ra o la filamentosa, dependiendo de las condiciones de
crecimiento, como la temperatura o los nutrientes; estos
hongos se denominan dimaorficos.

La morfologia de las estructuras de reproduccién ase-
xual es suficientemente caracteristica y especifica como
para permitir identificar morfol6gicamente un gran
nuamero de hongos filamentosos y dimorficos de interés
en medicina (véase mas adelante).

Setas

Los hongos macroscépicos, denominados macromi-
cetos o setas, aunque en apariencia son muy diferentes
de los hongos microscopicos que se tratan en este capi-
tulo, tienen una estructura bésica filamentosa y un meta-
bolismo idéntico al de éstos, por lo que se incluyen den-
tro de los mismos grupos taxonémicos. El interés
gastronémico de las setas es conocido, pero también son
fuente de un gran nimero de compuestos biolégicos,
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algunos de gran utilidad para la industria alimentaria,
guimica y farmacéutica, en tanto que otros son téxicos,
pudiendo producir enfermedades muy graves, e incluso
letales. Sin embargo, las setas son incapaces de causar
infecciones al hombre y no se tratan en este capitulo.

Clasificacion y nomenclatura

La clasificacién de los hongos es compleja, variaday
llena de controversias, pues pretende ordenar un grupo
de microorganismos muy diversos.

Los criterios de clasificacion se basan principalmen-
te en las caracteristicas morfologicas de las estructuras
involucradas en la reproduccion sexual. Por ello, para
poder identificar y clasificar los hongos, es necesario
observar estas estructuras, aunque con frecuencia no las
forman en los medios de cultivo habituales y requieren
medios especiales para hacerlol

Actualmente, bajo criterios del tipo de reproduccién
sexual, dentro del reino Fungi, se aceptan cuatro fila:
Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota y Chytridiomyco-
ta2 que a su vez se subdividen en diferentes clases, orde-
nes, familias y géneros, hasta llegar al nivel basico de la
clasificacién, que es la especie. Los Zygomycetes son los
hongos filamentosos inferiores, sefialados anteriormen-
te, que se reproducen sexualmente mediante la forma-
cién de zigoesporas (esporas de pared gruesa formadas
por la fusién de dos gametangios). Dentro de los fila
Ascomycota y Basidiomycota, se incluyen los hongos fila-
mentosos superiores de micelio tabicado y las levaduras
(hongos unicelulares). Los primeros se reproducen
sexualmente formando ascoesporas (esporas sexuales
endogenas formadas dentro de una célula ascégena o
asco), y los Basidiomycetes forman basidioesporas (espo-
ras sexuales exdgenas formadas sobre basidios). Para los
hongos cuya fase sexual se desconoce (hongos imper-
fectos) se ha creado un grupo arbitrario, el filum Deute-
romycota. En este grupo se incluye la gran mayoria de los
hongos causantes de micosis al hombre.

La nomenclatura de los hongos sigue las reglas del
sistema binomial, idénticas a las descritas en el capitulo
primero3 de modo que los géneros, familias, drdenes,
etcétera, se denominan con una palabra latinizada, escri-
ta en cursiva con la inicial en mayuscula, y las especies
con dos palabras: la primera del género al que pertene-
ce la especie en cursivay con la inicial en mayuscula, y
la segunda propia de la especie, en cursiva y minudscu-
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las (ejemplo: familia: Mucedinaceae, género: Aspergilius,
especie: Aspergiliusfumigatus).

Dado que la clasificacion de los hongos se basa fun-
damentalmente en caracteristicas morfoldgicas y puesto
gue la morfologia de la fase asexuada (imperfecta o ana-
morfa) difiere considerablemente de la de la fase sexua-
da (perfecta o teleomorfa), la clasificaciéon de los hongos
estd llena de controversias. Muchos hongos comunes son
conocidos con dos nombres diferentes, uno que se refie-
re a su fase imperfecta y otro que hace referencia a la fase
perfecta (ejemplo: teleomorfo: Pseudallescheria boydii; ana-
morfo: Scedosporium apiospermum). Por otro lado, con la
incorporacion de las técnicas de biologia molecular, cons-
tantemente se estan describiendo nuevas especies y recla-
sificando las ya existentes.

En micologia clinica, se ha optado por basar la iden-
tificacion y utilizar la nomenclatura de la forma asexual
porque es la mas antigua, esta consagrada por el uso,
hace referencia a la fase del hongo que suele observar-
se en los medios de cultivo convencionales y se aplica a
todos los hongos, incluyendo aquellos cuya forma sexual
se desconoce.

En la tabla 5.1 se muestran los principales hongos de
interés en medicina.

INFECCIONES FUNGICAS

Aunque la mayoria de los hongos se encuentran
como saprofitos en el medio ambiente y en los vegeta-
les, desempefiando un papel fundamental en la natura-
leza al reciclar la materia organica, algunos pueden cau-
sar patologia al hombre, ya sea produciendo cuadros
alérgicos, por la inhalacién de esporas (rinitis, asma, alve-
olitis, ncumonitis), intoxicaciones por la produccion de
diversas sustancias nocivas4o infecciones, dada la capa-
cidad que tienen algunas especies fungicas de colonizar,
invadir y multiplicarse en diferentes 6rganos o tejidos
causando micosis, ya sea en el huésped previamente sano
(hongos patégenos primarios) o en el huésped con dife-
rentes grados de disminucién de los mecanismos de
defensa (hongos oportunistas).

Las micosis presentan perfiles clinicos muy diferen-
tes segln el agente causal, la localizacién de la infeccion
o los factores predisponentes del paciente.

Una de las formas mas empleadas para la clasifica-
cién practica de las micosis es la que se basa en la loca-

1 Cuando los hongos s6lo expresan las estructuras de reproduccion asexual, estan en su «forma imperfecta» o «<anamorfa». La forma «teleomor-
fa» o «perfecta» es aquella que expresa las estructuras y la diferenciaciéon propia del estado de reproduccién sexual.
2 La inclusion de Chytridiomycota dentro del reino Fungi es discutida, pues son los Gnicos organismos considerados hongos que poseen fla-

gelos.
3 Véase el capitulo 1. La nomenclatura en biologia.

4 Los hongos microscépicos pueden contaminar los alimentos y liberar micotoxinas, denominadas genéricamente aflotoxinas con capacidad

citotéxica y/o carcinogénica (micotoxicosis).

Algunas setas 0 macromicetos contienen diferentes sustancias téxicas que pueden dar lugar a intoxicaciones alimentarias (micetismos), resul-

tando en ocasiones mortales.
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Tabla 5.1
Clasificacion de las micosis basada en la localizacion de la infeccién

Clasificacion

Micosis superficiales

Micosis
cutaneomucosas

Micosis subcutaneasl

Micosis sistémicas
primarias

Micosis sistémicas
oportunistas

Otras micosis
sistémicas5
(oportunistas)

Micosis

Pitiriasis
Piedras
Tifa negra

Dermatofitosis

Candidosis cutanea
Mucositis candidésica

Esporotricosis
Feohifomicosis

Cromoblastomicosis

Micetomas
(granos negros)
(granos blancos)
Lobomicosis2
Rinosporidiosis2
Adiasporomicosis2
Entomoftoromicosis2

Histoplasmosis
Blastomicosis
Coccidiodomicosis
Paracoccidioidomicosis

Candidosis sistémica
Criptococosis
Aspergilosis sistémica

Mucormicosis3

Pneumocistosis
Penicilosis4

Pricipales agentes etiolégicos

Malasseziafurjur
Trichosporon ovoides, T. inkin, Piedraia hortae
Hortaea werneckii

Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum,

Microsporum canis, Epidermophyton floccosum
Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei
Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei

Sporothrix schenckii

Alternaria, Bipolaris, Curvularia, Phialophora, Aureobasidium,
Cladosporium, Exophiala

Fonsecaea pedrosoi, F. compacta, Cladophialophora carrionii,
Phialophora verrucosa, Rhinoeladiélla aquaspersa

Madurella myeetomatis, M. grisea

Leptosphaeria senegalensis, Pyrenochaeta romeroi

Acremonium, Aspergillus nidulans, Scedosporium apiospermum

Lacazia loboi

Rhinosporidium seeberi

Emmonsia parva

Conidiobolus coronatus, Basidiobolus ranarum

Histoplasma capsulatum
Blastomyces dermatitidis
Coccidioides immitis
Paracoccidioides brasiliensis

Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei.

Cryptococcus neoformans (serotipos A, B, Cy D)

Aspergillusfumigatus, A.flavus, A. nidulans, A. niger,A. versicolor,
A glaucus, A. terreus

Rhizopus arrhizus, R. microsporus, Absidia corymbifera,
Rhizomucor pusillus

Pneumocystisjiroveci

Penicillium marneffei

Fusarium solani, F. oxysporum, F. moniliforme,
Scedosporium apiospermum, S. prolificans,
Blastoschizomyces capitatus, Trichosporon asahii, T. mucoides,
Rhodotorula glutinis, R. mucilaginosa

En la tabla so refieren sélo algunos de los agentes de micosis subcutaneas.

La lobomicosis se presenta en forma de nodulos queloidiformes de evolucion muy lenta. La rinosporidiosis se caracteriza por la formacion de
quistes en el tejido subepitelial de la mucosa nasal. Los agentes de lobomicosis (Lacazia loboi) y rinosporidiosis (Rhinosporidium seeberi) se cla-
sifican taxon6micamente entre los hongos, aunque no han podido cultivarse.

Las entomoftoromicosis (o micosis por hongos del orden de los Entomophtorales) son las Unicas micosis subcutaneas causadas por hongos fila-
mentosos inferiores. Conidiobolus coronatus da lugar a granulomas de la mucosa nasal y paranasal, mientras que las lesiones causadas por Basi-
diobolus ranarum suelen localizarse en la espalday en las extremidades.

Otros agentes de mucormicosis menos frecuentes son Mucor, Syncephalastrum y Cunninghamella.

Aunque el género Penicillium esta formado por hongos filamentosos superiores (no dimdrficos) no patégenos, una especie P. marneffei es dimér-
fica, aunque s6lo se han descrito infecciones en pacientes inmunodeprimidos.

Aunque otros géneros y especies de hongos se han implicados en infecciones sistemicas oportunistas, su incidencia es baja 0 meramente anec-
dética.

lizacién de la infeccién; siguiendo este criterio, las mico-
sis se pueden clasificar en superficiales, cutaneas o cuta-
neomucosas, subcutadneas y profundas o sistemicas
(Tabla 5.1).

Las micosis superficiales

Son aquellas que se limitan al estrato queratmizado de
la piel y o del pelo, sin que exista ningun tipo de reaccion
inflamatoria y muy poca evidencia clinica de enfermedad.
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La mayoria de estas micosis estdn producidas por
pequenfas levaduras lipofilas del género Malassezia, como
M. furfur o M. pachydermatis. Al colonizar la epidermis,
dan lugar a la aparicion de maculas cutaneas hiper o
hipopigmentadas, conocidas con el nombre de pitiriasis
versicolor. Otras micosis superficiales son menos fre-
cuentes o de distribucidn restringidabs.

Las micosis cutdaneomucosas

Son las que afectan a la piel y a las mucosas; la infec-
cion puede alcanzar los estratos profundos, pero sin lle-
gar al tejido celular subcutaneo y sin que exista invasion
linfatica. Se habla de dermatomicosis para referirse de
modo genérico a las infecciones micoéticas de la piel, y
de dermatofitosis para referirse de forma mas concreta
a las micosis cutaneas causadas por un grupo de hon-
gos queratinofilicos denominados dermatofitos.

Las mucositis constituyen infecciones banales de la
mucosa oral o vaginal. La mayoria estan producidas por
Candida albicans, pero también por C. glabrata, C. tropi-
calis, C. parapsilosis y C. krusei, entre otras.

Las infecciones superficiales de la mucosa oral, gene-
ralmente, se asocian a tratamientos prolongados con anti-
bidticos de amplio espectro, prétesis dentales, inmunode-
ficiencias ligeras (senectud, diabetes u otros) o factores no
precisados. La vaginitis por candida es un proceso frecuen-
te, caracterizado por prurito y secrecién vaginal, asociado
también a tratamiento antibiotico y otros factores.

En los pacientes inmunodeprimidos, sida y otros,
pueden presentarse mucositis candidiasicas muy graves
en la mucosa oral, el es6fago u otras localizaciones, aso-
ciadas a veces a infecciones por virus del herpes simple.

Entre las dermatomicosis son frecuentes las infeccio-
nes cutaneas, habitualmente producidas por levaduras
del género Candida, que se dan en particular en las zonas
de roce y hiumedas (onicomicosis con paroniquia en
manos de lavanderas, intertrigos en pliegues submama-
rios o en el periné de nifios con pafal, etcétera).

Los dermatofitos tienen capacidad para parasitar las
zonas queratinizadas de la piel, y algunas especies tam-
bién pueden afectar a los cabellos y las ufias. Dan lugar
a lesiones epidérmicas de aspecto muy variable: erite-
matosas, circinadas, vesiculares, agrietadas, hiperquera-
tosicas o inflamatorias, que suelen clasificarse de acuer-
do a la zona anatomica afecta: tima pedis, tinea capitis y
tinea corporis. Existen tres géneros distintos de dermato-
fitos: Epidermophyton, Trichophyton y Microsporum, que

w

las palmas de las manos.
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agrupan a multiples especies de diferentes nichos eco-
l6gicos humano, animal y telGrico. Los dermatofitos
antropofilicos se han adaptado a parasitar especifica-
mente al hombre, sus lesiones son poco inflamatorias y
de evolucidn crénica, en contraposicion a las de evolu-
cion aguda y muy inflamatorias de los dermatofitos cuyo
habitat natural son los animales o el suelo (zoofilicos y
geofilicos respectivamente).

En la tabla 5.2 se resumen las principales especies de
dermatofitos, los principales cuadros clinicos que cau-
san, su habitat y distribucién geografica.

Las micosis subcutaneas

Agrupan a un conjunto muy heterogéneo de infec-
ciones fungicas producidas por hongos taxonémicamen-
te muy diversos, que generalmente alcanzan el tejido
celular subcutaneo por inoculacién traumatica. Son pro-
cesos habitualmente limitados a la piel y al tejido celu-
lar subcutaneo, que evolucionan muy lentamente for-
mando granulomas o queloides, sin que suela existir
diseminacion sistémica.

La esporotricosis es una micosis subcutanea relati-
vamente comun en climas templados, producida por Spo-
rothrix schenckii: un hongo dimérfico de habitat teldrico.
Tras la inoculacion accidental del hongo, generalmente
por un pinchazo con espinas o restos vegetales, se desa-
rrolla una papula indolora que se infiltra y da lugar a un
nodulo con tendencia a ulcerarse; esta lesiéon primaria
se cronifica, siendo caracteristica la apariciéon de nodu-
los secundarios a lo largo del trayecto de drenaje de los
vasos linfaticos regionales.

Sin embargo, la gran mayoria de las micosis subcuta-
neas estan causacias por un grupo muy heterogéneo de
hongos filamentosos superiores, sin poder patégeno pri-
mario, que tienen en comun el hecho de poseer hifas pig-
mentadas (con melanina en su pared) dando lugar a colo-
nias negras, por lo que se denominan hongos dematiaceos
y las micosis que causan feohifomicosis. Se producen por
inoculacion traumatica accidental del hongo, y causan,
como se ha sefialado, lesiones nodulares granulomatosas
subcutaneas o queloideas de evolucion muy prolongada.

La cromoblastomicosis es una micosis subcutdnea de
etiologia y cuadro clinico variado con caracter granulo-
matoso y evolucién lenta. Independientemente de la
especie causal, se caracteriza por la presencia de células
fumagoides (o cuerpos fangicos escleroidales6 en el teji-
do celular subcutaneo.

Las infecciones por Hortaea wemeckii dan lugar lesiones superficiales en forma de manchas negruzcas (tifia negra) que suelen localizarse en

Las piedras son nodulos fangicos adheridos a la porcién extrafolicular del pelo. Las piedras blancas, producidas por Trichosporon inkin y T. ovoi-
des, tienen una distribucién geografica universal y dan lugar a nodulos blanco-grisaceos en los pelos de la regién axilar, pubiana y/o crural;
mientras que las piedras negras, causadas por Piedraia hortae, afectan al cuero cabelludo y se ven sélo en areas tropicales de Sudamérica, Extre-

mo Oriente y las islas del Pacifico.

(2]

ras moruloides de color marrén de unos 5-10 nm.

Los cuerpos escleroidales se consideran una forma de adaptacion tisular del hongo frente a la respuesta del hospedador. Se trata de estructu-
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Tabla 5.2
Principales especies de dermatofitos. Clasificacion ecolégica

Principales cuadros clinicos

Tinea capitis (de grandes placas)

Tinca capitis (de grandes placas)

Nifio: querion (tinca capitis inflamatoria)
Adulto: herpes circinado

Herpes circinado de la piel glabra
Querion (tinea capitis inflamatoria)
Herpes circinado

Herpes circinado

Intertrigos interdigitoplantares y onicomicosis
Intertrigos interdigitoplantares y onicomicosis
Querion (tinea capitis inflamatoria)

Herpes circinado de la piel glabra

Tinea capitis (de pequefias placas)

Tinea capitis (de pequerias placas)

Tinea capitis (depilantes de pequefias placas)
Tinea capitis (tifia favica)

Tinca capitis

Tinea barbae

Querion (tinea capitis inflamatoria)

Dermatofito Habitat Areas endémicas
Microsporum: )
M. audouinii A Africa
M. ferrugineum A Asiay Europa del Este
M. canis Z
M. persicolor Zz
M. nanum G
M. gypseum G
Trichophyton:
T. rubrum A
T. mentagrophytes var. interdigitale A
T. mentagrophytes var. mentagropytes Zz
T. erinacei z Nueva Zelanda
T. tonsurans A
T. violaceum A Norte de Africa,
cuenca mediterranea
T. soudanense A Africa subsahariana
T. schoenleinii A Marruecos
T. yaoundei A Africa central
T. megninii A Portugal, Cerdefia
T. verrucosum Z
Epidermophyton:
E.flocossum A

Intertrigos inguinales e interdigitoplantares
Herpes circinado de la piel glabra

La mayoria son de distribucién universal. Se sefialan las areas hiperendémicas de algunas especies y los principales cuadros clinicos que causan.

A: antropofilicos; Z: zoofilicos; G: geofilicos.

Los micetomas también se engloban en el grupo de
las micosis subcutaneas. Son lesiones pseudotumorales
granulomatosas del tejido subcuténeo de evolucion cré-
nica que pueden afectar al tejido 6seo por contigiidad.
Suelen localizarse en las extremidades inferiores (espe-
cialmente en los pies: pie de Madura), y se caracterizan
por la formacién de microabscesos que fistulizan y se
abren a la piel drenando un liquido seroso mas o menos
rico en granulos (pequefias concreciones fangicas) que,
segun el agente causal, pueden ser negros o blancos.
Aunque la mayoria de los agentes causales de miceto-
mas de granulos blancos tienen una distribucién geo-
grafica muy amplia, el cuadro clinico es excepcional fuera
de las areas intertropicales (cinturdn intertropical afri-
cano, México, India, Venezuela, Brasil y Argentina).

Por ultimo, algunas micosis subcutaneas estan pro-
ducidas por especies fungicas concretas que dan nom-

bre a la enfermedad, como la lobomicosis, la rinospori-
diosis o las entomoftoromicosis7 con cuadros clinicos
relativamente caracteristicos. En la tabla 5.1 se describen
las micosis subcutaneas y sus agentes causales.

Micosis sistémicas

El termino micosis sistémica se emplea para referir-
se a todas aquellas infecciones fangicas en las que se
produce una fungemia y/o la invasién de algin 6rgano
profundo. Las micosis sistémicas se pueden clasificar en
primarias u oportunistas, segun se puedan dar en el
huésped inmunocompetente o se precise de algun fac-
tor predisponente o de inmunodeficiencia.

Las micosis sistémicas primarias estan producidas
por los hongos dimérficos Histoplasma capsulatum (his-
toplasmosis), Blastomyces dermatitidis (blastomicosis),

7 Algunos autores incluyen en este grupo de infecciones a las prototecosis, infecciones causadas por algas aclorofilicas del género Prototheca, que

presentan una clinica y una fisiopatogenia muy similar.
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Coccidioides immitis (coccidiodomicosis) y Paracoccidioi-
des brasiliensis (paracoccidioidomicosis), todos ellos con-
siderados hongos patégenos primarios por su capacidad
de infectar al huésped inmunocompetente8.

Estos hongos dimérficos muestran una distribucion
geogréfica irregular, encontrandose restringidos a zonas
endémicas. En su habitat teldrico se encuentran en
forma filamentosa y cuando parasitan los tejidos adop-
tan una forma levaduriforme o esferular. Las esporas
penetran por via inhalatoria y originan una infeccién
pulmonar que suele ser asintomatica en la mayoria de
las ocasiones, aunque el hongo puede persistir latente.
En las formas sintomaticas la infeccién pulmonar evo-
luciona de forma subaguda o crénica y puede dar lugar
a recidivas9.

La histoplasmosis humana esta causada por dos
variedades de Histoplasma capsulatum, H. capsulatum var.
capsulatum e H. capsulatum var. duboisii. La primera es
endémica de América del Norte (cuencas de los r(os Mis-
sissippi y Ohio), América Central y del Sur, Cuba y Puer-
to Rico, aunque se encuentra localizada en nichos eco-
l6gicos muy concretos, como algunas cuevas de
murciélagos y posaderos de aves. La variedad duboisii
esta limitada al Africa Central y se desconoce cuél es su
nicho ecoldgico; tiene un curso mas indolente y tenden-
cia a afectar a la piel y al hueso.

Coccidioides immitis es un hongo endémico de cier-
tas regiones desérticas y semidesérticas del continente
americano (sudoeste americano, California, Nuevo Méxi-
co, Arizona, Texas y norte de México, Venezuela, Para-
guay). Tras la dispersion aérea de las artroconidias, las
personas se infectan por via inhalatoria, dando lugar a
un cuadro pulmonar que suele remitir sin complicacio-
nes o evolucionar como una infeccion sistémica genera-
lizada, con afeccion 6sea, meningea y cuténea.

El habitat natural de Blastomyces dermatitidis se ha
relacionado con las madrigueras de los castores, siendo
endémico en las cuencas de los rios Mississippi, Ohio,
San Lorenzo y los Grandes Lagos (norte de EE.UU.y sur
del Canadd). La blastomicosis, cuando es sintomatica,
cursa como una neumonia atipica, que puede evolucio-
nar a la cronicidad y dar lugar a lesiones metastasicas,
habitualmente cutdneas, en forma de nodulos que final-
mente se ulceran, y mas infrecuentemente 6seas.

La paracoccidioidomicosis (o blastomicosis sudame-
ricana) esta producida por Paracoccidioides brasiliensis,
un hongo endémico de América del Sur, que tiene su
habitat natural en las zonas boscosas de los grandes rios
y lagos de Brasil, Venezuela, Colombia, Paraguay y Argen-
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tina. En los adultos producen infecciones crénicas del
pulmén, acomparfadas de lesiones mucosas infiltrantes
en orofaringe y nariz y/o lesiones metastasicas en otros
drganos.

En los nifios y los pacientes inmunodeprimidos, la
forma sintomatica cursa con afectacién pulmonar y del
sistema reticuloendotelial (adeno y hepatoesplenome-
galia).

Las micosis sistémicas oportunistas

Estdn producidas por hongos no patégenos, cuyo
habitat natural es el hombre, como Candida y Malasse-
zia, o el medio ambiente, como Aspergillus, Fu.sari.umy
otros.

A diferencia de las micosis producidas por hongos
patégenos primarios, éstas son de distribucién geogra-
fica universal y pueden tener formas de presentacién cli-
nica muy diversas, segun el hongo involucrado, el érga-
no que afecten y el tipo de paciente en el que se den.

Las candidosis sistémicas son infecciones invasivas
producidas por diferentes especies de levaduras del
género Candidageneralmente C. albicans (> 50%), pero
también C. glabrata, C. tropicales y C. parapsilosis o, con
menor frecuencia, C. krusei, C. guilliermondii y C. dubli-
niensis. Son infecciones de origen enddgeno, pues
C. albicans suele formar parte de la flora comensal de
la cavidad bucal, el tracto digestivo y la piel, y se dan
en pacientes con factores predisponentes que han reci-
bido tratamientos prolongados con antibioticos de
amplio espectro. Las candidemias suelen tener una
puerta de entrada cutanea, generalmente a través de
catéteres intravasculares o por paso (traslocacion)
de las levaduras desde el intestino a la sangre en pacien-
tes con lesiones mucosas, que se producen tras la radio-
terapia, quimioterapia o por otras causas. Una vez en
el torrente sanguineo, alcanzan los érganos mas vas-
cularizados, como rifién, corazoén, sistema nervioso cen-
tral o retina, dando lugar a diferentes cuadros clinicos
en funcion del 6rgano afecto, y generalmente se acom-
pafan de fiebre.

En los enfermos neutropénicos en fase de recupera-
cién es clasica la afeccion hepatoesplénica de evolucién
crénica, con hemocultivos negativos y presencia de mul-
tiples abscesos en higado y rifién de los que dificilmen-
te se consigue aislar las levaduras.

La criptococosis sistémica cursa habitualmente con
meningoencefalitis y afecta a pacientes con déficit de la
inmunidad celular. Estd producida por Cryptococcus neo-
formans, que es un hongo levaduriforme capsulado del

8 Penicillium mameffei es un hongo dimoérfico agente do micosis invasiva sistémica en el paciente con sida y excepcionalmente en personas inmu-
nocompetentes; presenta una distribucion restringida al sudeste asiatico.

9 Estos hongos tienen capacidad de sobrevivir intracelularmente en los macréfagos y se comportan de manera semejante a Mycobacterium. tuber-
culosis, dando lugar a infecciones pulmonares con capacidad para difundir por via hematdgena de evolucién subaguda, crénica o recidivante.
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gue se han identificado tres variedades y cuatro seroti-
pos, con reservorio y distribucién geografica diferentell.

El hongo se adquiere por inhalacién de las basidioes-
poras, que por su pequefio tamafio pueden alcanzar el
alvéolo pulmonar. Generalmente, la infeccion es contro-
lada a este nivel por los macréfagos alveolares y resuelta
sin manifestaciones clinicas, pero en personas con lainmu-
nidad celular alterada (sidall, tratamiento con corticoides,
inmunosupresores, u otros), la infeccion progresa y el
hongo puede diseminarse por via hematégena afectando
regularmente al sistema nervioso central, por el que tiene
un especial tropismo, dando lugar a un cuadro de menin-
goencefalitis de evolucién subaguda o crénica.

Malasseziafurfur y otras especies, que causan mico-
sis superficiales, como la pitiriasis versicolor, pueden dar
lugar a fungemias de origen en el catéter en pacientes
con nutricién parenteral. Son cuadros generalmente poco
graves que suelen cursar con fiebre e infiltrados pulmo-
nares y que remiten al retirar el catéter.

Otras levaduras, como Blastoschizornyces capitatus, Tri-
chosporon asahii, T. mucoides, Rhodotorula glutinis o R.
mucilaginosa, también pueden causar micosis oportunis-
tas invasivas en pacientes con inmunodepresién grave,
pero con mucha menor frecuencia.

Las aspergilosis invasivas, pulmonares o generaliza-
das, estan producidas por diferentes especies de Asper-
gillus, pero A.fumigatus es el agente causal de mas del
90% de los casos, seguido por A .flavus, A. nidulans, A.
niger, A. versicolor, A. glaucus y A. terreus.

Los aspergilos son hongos de distribucién geografi-
ca universa] con una amplia dispersion en la naturale-
za; sus esporas se encuentran en todas las latitudes y
sobre todos los medios y alcanzan el alvéolo pulmonar
por via aérea.

En los pacientes broncépatas, con un ligero grado de
inmunosupresion por tratamientos prolongados con cor-
ticoides, los aspergilos dan lugar a un cuadro invasivo
pulmonar de evolucién crénica: la aspergilosis pulmo-
nar semiinvasiva o crénica necrotizante. Por el contra-
rio, en los pacientes con neutropenia prolongaday pro-
funda, dan lugar a una bronconeumonia necrotizante
por afectacién vascular, de curso agudo, rapidamente
progresiva, con diseminacién metastasica a multiples
6rganos, como el SNC, el corazén o el rifién, y una alta
mortalidad (30-40%).

Diferentes especies del género Fusarium (F. solani, F.
oxysporum, F. moniliforme) pueden dar lugar a fungemia
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y micosis sistémicas diseminadas en pacientes neutro-
pénicos o con otras inmunodeficiencias graves, pero tam-
bién a queratitis y endoftalmitis entre otras. La fusario-
sis diseminada puede tener una puerta de entrada
pulmonar, digestiva o cutanea, pero también hay infec-
ciones asociadas a catéter. Esta micosis suele producir
lesiones metastasicas cutdneas en forma de escaras
necroéticas y tiene una mortalidad muy elevada, cercana
al 75%.

Con menor frecuencia, Scedosporium apiospermum y
S. prolificans son capaces de producir cuadros sistémicos
muy similares a los de las aspergilosis invasivas. Ambas
especies son resistentes a la anfotericina B.

Con el nombre genérico de mucormicosis se agrupa
a una serie de infecciones fangicas, generalmente sisté-
micas, producidas por diferentes géneros y especies de
hongos filamentosos inferiores del orden Mucorales, entre
los que por su frecuencia cabe destacar Rhizopus arrhi-
zus, R. rnicrosporus var. rhizopodiformis, Absidia coryrnbi-
fera y Rhizomucor pusillus.

Todos son hongos de distribucién cosmopolita, que
afectan generalmente a pacientes hospitalizados con
enfermedades graves, como diabetes cetoacidésica, neu-
tropenia o trasplantados, dando lugar a enfermedades
agudas, de progresion rapida y gran letalidad (50-80%).

En la mucormicosis rinocerebral, el hongo penetra
por la mucosa nasal y progresa rapidamente hacia senos
paranasales y cavidad orbitaria, invadiendo posterior-
mente el cerebro y llevando a la muerte en pocos dias.
Igualmente graves, pero menos frecuentes, son la mucor-
micosis pulmonar o la gastrointestinal.

Pneumocystis jiroveci (anteriormente P. carinii) se con-
sidera actualmente un hongo, y es responsable de neu-
mopatias en el enfermo inmunodeprimido, especialmen-
te en el paciente con siday un recuento deT CD4 inferior
a 200/mm3. Es un hongo de distribuciéon mundial, aun-
gue con baja prevalencia en Africa, que se adquiere por
via inhalatoria y da lugar a una neumonia intersticial
difusa, de prondstico grave si no se instaura el tratamien-
to adecuado, siendo excepcionales las formas extrapul-
monares.

TECNICAS EN MICOLOGIA

Para el diagnéstico de las infecciones fungicas se pro-
cede a partir de las muestras clinicas de modo parecido
al utilizado para el diagnostico de las infecciones bacte-

1 C. neoformans var. grubii (serotipo A), de habitat natural desconocido, tiene una distribucién geografica universal, aunque es nias prevalente
en EE.UU. yJapén; C. neoformans var. neoformans (serotipo D) es predominante en el continente europeo y tiene su habitat natural en los sue-
los contaminados con material fecal de aves (especialmente palomas), mientras que C. neoformans var. gattii (serotipos By C) s6lo se localiza
en zonas tropicales y subtropicales: el serotipo B tiene su hébitat natural en los eucaliptos y se encuentra practicamente restringido a Austra-
lia, mientras que el serotipo C es practicamente exclusivo del sur de California.

1 EI 80-90% de los casos de meningoencefalitis criptocococica se dan en pacientes con sida (< 200 linfocitosT CD4/mm3).
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rianas. El examen directo, asi como las técnicas de cul-
tivo, posee gran utilidad, por lo que se emplean sistema-
ticamente.

Los cultivos de los productos en los que se sospecha
la presencia de hongos filamentosos y dimdrficos deben
realizarse en condiciones de seguridad®2 sembrandose
en tubos y no en placas de Petri. Cuando en una placa
de Petri crece un hongo filamentoso, la placa debe sellar-
se con cinta adhesiva y manipularse en una cabina de
seguridad de clase Il, tanto para evitar la contaminacién
ambiental del laboratorio por las esporas, como, funda-
mentalmente, para evitar infecciones del personal, en
caso de que se trate de un hongo patégeno.

Los hongos levaduriformes forman colonias seme-
jantes a las bacterianas, de consistencia cremosa, por lo
que, para efectuar las resiembras y las identificaciones,
y estudiar su sensibilidad a los antifiungicos, pueden
manipularse de modo semejante a las bacterianas. Los
hongos filamentosos dan lugar a colonias que forman
una mata tenaz, por lo que han de manipularse de forma
diferente a la efectuada con las bacterianasi3

Las técnicas de identificacion son también diferen-
Les segun se liale de hongos levaduriformes o filamen-
tosos; en el primer caso, se basan en el estudio de las
caracteristicas metabdlicas, y en el segundo, en el de las
caracteristicas morfoldgicas, en particular de las estruc-
turas de reproduccién asexual.

MUESTRAS CLINICAS

Para el diagndéstico de las mucositis candidésicas, las
muestras de exudado bucal, faringeo o vaginal se toma-
ran con escobillones con medio de transporte tipo Stuart.
No hay que olvidar que, con frecuencia, en pacientes con
granulopenia o sida, estas infecciones pueden ser mix-
tas y estar asociadas a bacterias y virus como el del her-
pes simple, de modo que debe preveerse una recogida
adecuada a estos microbios.

Las muestras de lesiones cutaneas, cabellos o ufias,
en las que se sospecha una infeccion por dermatofitos
se obtienen por raspado de la piel y de las ufias, vy, si es
posible, también puede cortarse pequefios fragmentos
de la ufias afectadas. Los cabellos enfermos, rotos y de
aspecto fragil, han de arrancarse con pinzas. Todo este
material se recoge en placas de Petri estériles, que pue-
den conservarse a temperatura ambiente sin excesivas
precauciones. En las tifias inflamatorias supuradas (que-
rion) debe tomarse una muestra del pus, que se recoge-
ra, si es posible, con jeringa y si no es posible, con un
escobillén que incorpore un medio de transporte tipo
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Stuart; también deben recogerse cabellos si estdn afec-
tados.

La biopsia es la muestra mas adecuada para el estu-
dio de las lesiones subcuténeas, pues también permite
efectuar estudios histopatoldgicos, que son indispensa-
bles para efectuar un diagnéstico de seguridad. Si hay
granulomas fistulizados o ulcerados, es preferible tomar
una muestra bidpsica de la lesién y desechar el pus.

Los liquidos organicos, como la orina, el liquido cefa-
lorraquideo y otros, han de recogerse por métodos con-
vencionales en un recipiente o tubo estéril de cierre her-
mético. La sangre para hemocultivo se recoge y procesa
segun la técnica convencional, aunque es util prolongar
la incubacién hasta un mes.

Con respecto a las muestras de la via respiratoria,
cuando se trata de detectar un hongo patégeno, como
Histoplasma o Cocddioides, se puede aceptar un esputo
de buena calidad, aunque es mejor una muestra de lava-
do broncoalveolar. En el caso de infecciones oportunis-
tas, como las causadas por aspergilos o candida, debera
obtenerse, si es posible, una muestra bidpsica de parén-
quirna pulmonar o, alternativamente, una muestra
mediante cepillo protegido o lavado broncoalveolar, aun-
gue éstas, en particular la Gltima, no permiten un diag-
nostico de seguridad, siendo dificil interpretar los resul-
tados y diferenciar la infeccion de la colonizacion.

Para una visién mas detallada de la toma de mues-
tras, véase el capitulo 12.

EXAMEN MICROSCOPICO

El examen microscépico directo posee gran valor para
el diagnostico de las infecciones causadas por hongos,
pues permite evaluar la calidad de la muestra y orientar
sobre la presencia de elementos fangicos sin esperar al
cultivo. De las diversas muestras clinicas —como la orina,
el exudado vaginal o de la mucosa oral, el liquido cefa-
lorraquideo o el pus de diferentes procedencias— se efec-
than extensiones, directas o después de centrifugar, en
un portaobjetos y se fijan y tifien por el método de Gram.
Las levaduras y algunas hifas fangicas se tifien como
grampositivas, aunque en ocasiones de modo irregular.
También es de gran utilidad observar la muestra en fres-
co, entre porta y cubre, contrastada con una gota de azul
de lactofenol o empleando el blanco de calcofltor, que
es un colorante fluorescente (Figs. 5.5y 5.6).

La observacion en el LCR de una levadura capsula-
da, mediante un examen con tinta china, permite diag-
nosticar la meningitis causada por criptococo (Fig. 5.7).

12 La mayoria de los hongos oportunistas requieren de un nivel de contencién 2, pero los hongos dimérficos (H. capsulatum, B. dermatitidis, C.
immitis y P. brasiliensis) y Cladophialophora bantiana se consideran agentes bioldgicos del grupo 3 (véase el capitulo 11).

B Para cortar y resembrar las colonias de los hongos filamentosos se utiliza una asa en forma de pala de panadero, diferente a las asas emplea-
das en bacteriologia. Estas asas también suelen emplearse para depositar muestras sélidas sobre los medios de cultivo.
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Figura 5.5. Lavado broncoalveolar. Tincion de Gram.

Tincién de Gram de una muestra de lavado broncoalveolar. Pueden
verse hifas de un hongo filamentoso que fue identificado comoAsper-
gillusfumigatus.

Figura 5.6. Lavado broncoalveolar. Hematoxilina-eosina.

En un lavado broncoalveolar tefiido con hematoxilina-eosina para la
investigacion de células malignas pudo observarse este hongo filamen-
toso.

Para observar las levaduras causantes de la pitiriasis
versicolor, como Malasseziafurfur, se emplea una cinta
adhesiva, que después de adherirla a la lesion se engan-
cha a un portaobjetos para su observaciéon microscopi-
ca (Fig. 5.8).

Para la observacion de los dermatofitos, las escamas
del raspado cutdneo o ungular se transfieren desde el
contenedor a un portaobjetos en el que previamente se
ha depositado una gota de hidréxido potésico que dis-
grega las células queratinizadas y facilita la observacion
de las hifas. Los cabellos pueden observarse directa-
mente entre cubreobjetos y portaobjetos para detec-
tar el patrén de invasion de los dermatofitos. Estas

Microbiologia clinica

Figura 5.7. Examen microscépico de criptococo (tinta china).

Puede observarse una levadura capsulada contrastada con tinta china.
Esta observacién en un liquido cefalorraquideo es practicamente patog-
nomonica de meningoencefalitis por Cryptococcus neoformans.

Figura 5.8. Pitiriasis versicolor.

AJ adherir un celo sobre una lesién cutdnea despigmentada de pitiria-
sis y después fijarlo sobre un portaobjetos pudieron observarse estos
grupos de levaduras y micelio tipicos de Malassezia.

preparaciones pueden contrastarse afiadiendo una gota
de azul de lactofenol, que tifie las estructuras fangicas
(Fig. 5.9).

Las muestras biépsicas tomadas de las infecciones
subcuténeas y otros tejidos profundos se estudian por
técnicas histologicas convencionales, tifiéndolas para la
visualizacion de los hongos mediante la tincion de PAS
(&cido periodico de Schiff) o tinciones argénticas (plata-
metenamina).

En ocasiones, el examen microscépico de las mues-
tras clinicas permite identificar con precision la especie
fangica. Por ejemplo, en el caso de las micosis sistémi-
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Figura 5.9. Hifas de un dermatofito.

Las muestras clinicas pueden observarse entre porta y cubre directa-
mente o contrastadas con azul de lactofenol (azul algodén) que faci-
lita la visualizacién de las estructuras fingicas. En este caso puede
observarse las hifas de un dermatofito en una lesion cutanea.

cas por hongos dimoérficos, la morfologia de las formas
tisulares puede ser suficientemente caracteristica como
para permitir un diagnéstico etiologico, la observacion
de levaduras redondas y capsuladas en el LCR puede
considerarse sinébnimo de meningoencefalitis criptocé-
cica y el diagnostico de la pneumocistosis puede reali-
zarse mediante la observacion microscépica de una
muestra de lavado broncoalveolar tefiida por Diff-Quik,
metenamina argéntica o blanco de calcoflGor, y también
se pueden efectuar tinciones especificas con anticuerpos
marcados con fluoresceina (IFD).

CULTIVO E IDENTIFICACION DE LOS HONGOS

Medios y técnicas de cultivo

Para evitar contaminaciones por las esporas de los
hongos filamentosos, las muestras se siembran en tubos
de agar inclinado cuya boca estrecha dificulta la difusion
de las esporas cuando se abren. Sin embargo, las mues-
tras de las que no se espera el crecimiento de hongos
filamentosos o dimérficos, sino tan solo de levaduras,
como las orinas, los exudados vaginales u orales, pue-
den sembrarse en medios vertidos en placas de Petri.

Los medios usuales utilizados en bacteriologia per-
miten el crecimiento de los hongos, pero en micologia
se utilizan medios especificos, como el de Sabouraud,
muy rico en glucosa y cuyo pH bajo (pH 5-5, 6) dificul-
ta el crecimiento de las bacterias facilitando el crecimien-
to de los hongos. Para incrementar este caracter selecti-
vo frente a las bacterias se puede afadir al medio de
Sabouraud diversos antibacterianos, como el eloran fe-
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nicol, la gentamicina u otros, y ajustar el pH entre 6,5y
7,2, mas favorable para el crecimiento de los hongos.

Existen medios cromogénicos, como el CHROMagar®
Candida con buena capacidad diferencial para las leva-
duras, al revelar determinadas actividades enzimaticas por
la hidrdlisis especifica de un sustrato cromogénico incor-
porado al medio. Estos medios permiten la identificacion
presuntiva de algunas especies del género Candida cuyas
colonias adquieren colores diferentes, como C. albicans,
C. tropicalis, y C. krusei. Existen otros medios de aislamien-
to con capacidad diferenciall4 (Fig. 5.10).

Muchos hongos saprofitos se inhiben en presencia
de la cicloheximida (Actidiona®), que es un antifingico
que se incorpora al medio de Sabouraud junto con los
antibacterianos sefialados mas arriba, para hacerlo mas
selectivo y facilitar el aislamiento de los dermatofitos y
los hongos dimérficos, que son resistentes a este anti-
fangico.

Los medios de cultivo més utilizados en micologia
se recogen al final de este capitulo (Medios de cultivo),
aunque existen muchos otros y diversas modificacio-
nes de los descritos, como el que se obtiene por la adi-
cién de acidos grasos de cadena larga (aceite de oliva
estéril) al medio de Sabouraud cuando se sospecha la
implicacion de levaduras lipofilicas, como las del géne-
ro Malassezials.

Cuando se utilizan tubos con agar inclinado, no se
puede efectuar en ellos la siembra por la técnica de ago-
tamiento como se realiza en las placas, de modo que los
productos (pus, escamas, etc.) se depositan sobre la
superficie del agar inclinado, asegurando un buen con-
tacto con el medio y utilizando diversos tubos para una
misma muestra, con el fin de incrementar la posibilidad
de obtener colonias aisladas.

Los hongos son aerobios estrictos, aunque excepcio-
nalmente algunas levaduras son anaerobias facultativas;
por ello, en el laboratorio de micologia médica, los
medios siempre se incuban en aerobiosis.

La temperatura 6ptima de crecimiento de la mayo-
ria de los hongos patégenos se sitla entre 28 y 30 °C,
siendo ésta la temperatura que se recomienda para incu-
bar todos los cultivos micoldgicos, pues si bien los hon-
gos causantes de micosis sistémicas crecen bien a 37 °C,
no asi muchos de los agentes de micosis cutaneas. La
incubacion a 37 °C s6lo se recomienda para demostrar
el dimorfismo térmico de algunos hongos.

Los hongos tienen un crecimiento méas lento que la
mayoria de las bacterias, por lo que es adecuado man-
tener los cultivos durante cuatro semanas, excepto si se

% CHROMagar Candida (CHROMagar). Candiselect agar, Albicans ID, Fongiscreen 4H (Sanofi Diagnostics Pasteur). Methyl blue Sabouraud

agar (BD Diagnostics). Fluoroplate Candida (Merk).
15 Véase Medios de cultivo.
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A diferencia del aspecto homogéneo y relativamente indiferenciado de las colonias de las especies de Candida en el medio de Sabouraud (izquier-
da), en los medios cromogénicos (derecha) algunas especies dan lugar a colonias de diferentes colores. Colonias verdes: C. albicans; colonias azu-
les: C. tropicalis; colonias violeta: posible C.glabrata (CHROMagar Candida).

espera el crecimiento de levaduras (muguet, vaginitis o
dermatitis por candidas), en cuyo caso suele ser suficien-
te incubar los cultivos durante un periodo maximo de
dos a tres dias. Si se sospecha una criptococosis (menin-
gitis o sepsis), debe prolongarse la incubaciéon un mini-
mo de siete dias. En caso de que exista una sospecha cli-
nica de histoplasmosis, podria estar indicado alargar la
incubacion de los cultivos hasta 12 semanas antes de
considerarlos definitivamente negativos.

Identificacion de los hongos

La identificacion de los hongos se basa en tres carac-
teres: 1) el aspecto macroscopico de las colonias y su
observacién microscopica, que permite confirmar si se
trata de hongos levaduriformes o filamentosos, 2) las
caracteristicas bioquimicas, Gtiles para la identificacion
de las levaduras y 3) la morfologia microscépica, que per-
mite identificar los hongos filamentosos.

Morfologia macroscopica de las colonias

Los hongos levaduriformes dan lugar a colonias
semejantes a las bacterianas, cremosas, opacas, con un
diametro de 3 a 7 mm, y en general de crecimiento rela-
tivamente rapido (24-72 horas).

Los hongos filamentosos dan lugar a colonias de
mayor tamafio (1.0-30 mm), que crecen radialmente de
modo progresivo, de aspecto inconfundible, vellosas,
algodonosas o pulverulentas, de vistosos y variados colo-

res, que deben ser observadas en el anverso y reverso,
donde puede verse si el pigmento difunde al medio. Su
crecimiento suele ser mas lento que el de las levaduras
(3-20 dias), pero pueden llegar a invadir toda la super-
ficie del medio de cultivo. El color, forma y tamafio de
las colonias puede variar segun el medio de cultivo uti-
lizado.

Los hongos dimérficos dan lugar a colonias filamen-
tosas cuando se incuban en medios usuales entre 25y
30 °C, y a colonias levaduriformes si se incuban en agar
sangre a 37 °C16.

Para confirmar la diferenciacién entre colonias de
hongos levaduriformes o filamentosos, lo que habitual-
mente es innecesario por su aspecto tan caracteristico,
basta efectuar un examen en fresco realizando una obser-
vacién microscopica entre portaobjetos y cubreobjetos.

El examen microscépico de los cultivos se efectia de
modo diferente segln se trate de colonias pertenecien-
tes a hongos levaduriformes o filamentosos. Los prime-
ros se observan efectuando una suspensién de la colo-
nia en una gota de solucion salina depositada sobre un
portaobjetos y observandola en fresco, contrastdndola
con azul de lactofenol o fijandola y tifiéndola por la téc-
nica de Gram. Para la observacion microscopica de las
colonias filamentosas, se toma un pequefio fragmento
de las mismas, cortado con el asa micolégica, 0 se reco-
ge parte del micelio aéreo tocando la superficie de la
colonia con la cara adhesiva de un fragmento de cinta

16 Clasicamente, el medio de base para estudiar el dimorfismo ha sido el agar infusién de corazén y cerebro (Brain heart infusion agar), al que se

afiade sangre al 5%.
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adhesiva trasparente que se transfiere a un portaobjetos
en el que se ha depositado una gota de azul de lactofe-
nol para su coloracion (Fig. 5.11). La técnica de la cinta
adhesiva (celo) pennite una mejor observacién de la mor-
fologia y la disposicién 6ptima de las estructuras de
reproduccion asexual, resultando el método de eleccién
si se pretende la identificacion de los hongos filamento-
sos (Fig. 5/12).

Las resiembras de colonias de hongos levadurifor-
mes se realizan como las de las bacterias, pero para
resembrar hongos filamentosos debe cortarse con el asa
micolégica un fragmento de micelio de la coloniay trans-
ferirlo a otro tubo; por lo que es mas dificil obtener cul-
tivos puros.

Identificacion de las levaduras

Los hongos levaduriformes se identifican fundamen-
talmente mediante pruebas metabdlicas semejantes a
las bacterioldgicas; aunque determinados aspectos com-
plementarios, como el pigmento rojo o salmén de las

Identificacién de filamentosos

Técnica del celo

1. Tomar una muestra

1

3. Examen microscépico

Figura 5.11. Observacion microscopica del micelio aéreo.

Una técnica que facilita la observacion del micelio aéreo es la utiliza-
cion de un fragmento de celo (cinta adhesiva) con el que se contacta
el micelio fangico y después se deposita sobre una gota de azul algo-
dén puesta en un portaobjetos, tal y como se muestra en esta figura.
Este procedimiento distorsiona poco las estructuras fangicas.
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colonias de rodotérula o esporobolomices, la presencia
de capsula en el criptococo, la producciéon de pseudofi-
lamentos en algunas especies de Candida, la produccion
de tubos germinativos (verdaderos filamentos) o clami-
dosporas por Candida albicans y la formacién de artros-
poras por Geotrichum7o Tnchosporum (y Blastoschizomy-
ces) ayudan a su identificacion (Figs. 5.13-5.16).

Las pruebas metabdlicas més utilizadas son la fer-
mentacion y asimilacion de diversos hidratos de carbo-
no. La fermentacion de los hidratos de carbono se detec-
ta en medio liquido con campana invertida de Durham,

Figura 5.12. Scedosporium..

Mediante la técnica del celo pueden observarse las estaicturas de los
hongos filamentosos con facilidad y minima distorsién. Obsérvese la
morfologia caracteristica de los conidiéforos y las conidias de Scedos-
porium tomados con esta técnica.

Figura 5.13. Levaduras: gemacidn, seudohifas, hifas y clamidosporas.

Puede observarse la diferencia entre las yemas (1); las seudohifas (2); el
micelio verdadero (3) y las clamidosporas (4). Las seudohifas se diferen -
cian del micelio verdadero por su cuello estrecho en el origen (2). Algu-
nas levaduras tienen forma ovoide (5). Las artrosporas tienen forma de
dados o tonel (6).

7 La observacién de artrosporas vacias obliga a descartar Coccidioides immitis.
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Figura 5.14. Candida dubliniensis.

Aunque la identificacién de las levaduras se basa fundamentalmente
en el estudio de sus caracteristicas metaboélicas, algunos caracteres
morfolégicos ayudan a su identificacion. En esta imagen pueden verse
clamidosporas terminales multiples, caracteristicas de C. dubliniensis;
en C. albicans suelen ser Unicas. Estas son las dos Unicas especies de
Candida que forman clamidosporas.

Figura 5.15. Blastoschizomyces capitatus.

Es una levadura que forma micelios verdaderos y seudomicelios; algu-
nas cepas forman artroconidias. Puede causar infecciones oportunis-
tas en pacientes inmunodeprimidos.

debido a la produccién de gas (C02 por la capacidad
de la levadura de atacar los azucares por via fermenta-
tiva. Las pruebas de asimilacién estudian la capacidad
de utilizar los diversos azlicares como Unica fuente de
carbono; para ello se emplean medios que contienen
todos los elementos esenciales para el crecimiento
menos una fuente de carbono, a los que posteriormen-
te se incorpora un determinado azucar; la capacidad del
hongo para asimilar el carbono de ese azucar se pon-

Microbiologia clinica

Figura 5.16. Artrosporas.

Artrosporas caracteristicas. Se fragmentan del micelio tomando este
aspecto de cubo o tonel. Las producen tanto algunas levaduras (Geo-
trichum candidum), como hongos filamentosos (dermatofitos) y dimor-
ficos (Coccidioides immitis).

dra en evidencia por el crecimiento del mismo en el
medio. Esta técnica se denomina auxonograma. Las
pruebas de fermentacion y el auxonograma para la iden-
tificacion de las levaduras pueden realizarse mediante
técnicas convencionales, mediante micrométodos comer-
cializados o sistemas automatizados18 (Figs. 5.17 y 5.18
y Tabla 5.3).

Otras pruebas adicionales utilizadas para la identifi-
cacion de levaduras son la produccién de ureasa, la reduc-
cién de los nitratos, la exigencia de factores especificos
de crecimiento y la resistencia a la cicloheximida, entre
otras.

Resumiendo, y desde un punto de vista practico, las
especies de Candida mas frecuentes (que se aislan de la
mucosa oral, vaginal y de la orina) pueden identificar-
se presuntivamente, pero con una elevada especificidad,
a partir de medios cromogénicos, como el CITROMa-
gar Candida y otros. La confirmacién de la identifica-
cién de C. albicans puede realizarse por medio de prue-
bas sencillas, como la filamentacion en suero y la
formacion de clamidosporas.

La identificacion presuntiva del criptococo, aislado
del liquido cefalorraquideo o de la sangre, puede reali-
zarse mediante la demostracién de la cdpsula por obser-
vacion con tinta china y la produccién de ureasa.

En relacién con las levaduras que causan infecciones
sistémicas, aisladas de territorios como liquido perito-
neal, el tejido celular subcutaneo (lesiones cerradas) o
sangre, no identificadas en las placas cromogénicas, es
necesario llegar a la identificacién de la especie, ya sea
estudiando las fermentaciones y el auxonograma con

18 Micrométodos: API 20C Aux, API ID 32C, ATB ID 32C. (bioMérieux), Auxacolor System (Sanofi Diagnostics Pasteur), y RapIDYeast Plus Sys-

tem (Innovative Technology Inc.) entre otros.

Sistemas automatizados: Vitek 2® (bioMerieux), BiologYT MicroPlate® (Biolog Inc.) y Rapid Yeast Identification Panel MicroScan® (Dade

Behring).
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Tubos germinativos Clamidosporas Céapsula

(tinta china)

Fermentacién Auxonograma

\_y g/ 'my Moy

Figura 5.17. Identificacion de las levaduras.

La identificacion de Candida albicans puede orientarse mediante prue-
bas sencillas que estudian la morfologia. Sin embargo, como procedi-
miento sistematico, para la identificacion de las levaduras deben efec-
tuarse pruebas de fermentacién y auxonotrofia de azucares. La capacidad
para fermentar un determinado azucar se pone en evidencia por la pro-
duccion de gas que queda retenido en lacampana invertida de Durham.

El auxonograma, que evalUa la posibilidad de utilizar carbono a partir de
diferentes azlcares es una prueba muy util para la identificacién de los
hongos levaduriformes. Puede realizarse por técnicas de difusion en agar
o mediante galerias comercializadas. En el agar estan todos los nutrien-
tes esenciales menos una fuente de carbono, las levaduras crecen alrede-
dor de los discos que aportan el carbono a través de diferentes azlcares.

Figura 5.18. Auxonograma.

Puede verse un auxonograma por técnica de difusion. El medio de cultivo
carece de una fuente de carbono, que es aportada por los aztcares de los
discos. Si la levadura es capaz de asimilar el aztcar se produce crecimien-
to alrededor del disco que lo contiene. Se han utilizado discos comercia-
les; el empleo de un cuarto de disco ahorra dinero y resulta igual de eficaz.

19 MycoEase, ScientificDevice Laboratory.
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medios preparados en el laboratorio o utilizando pane-
les comercializados, como el APl ID 32C (Tabla 5.3).

La identificacion rpida enzimética o inmunolégica
de las especies naturalmente resistentes a los antifingi-
cos es de gran interés para orientar el tratamiento (C.
krusei, C. glabrata, C. guilliermondii. a los azoles, C. lusita-
niae a anfotericina B). Alguna de estas especies pueden
identificarse presuntivamente mediante los medios cro-
mogénicos.

Identificacion de los hongos filamentosos

La identificacion de los hongos filamentosos se lleva
a cabo por el aspecto de las colonias y, fundamentalmen-
te, por la morfologia microscépica del micelio, de las
esporas y de las estructuras en las que se forman, que
suelen ser caracteristicas de género o incluso de especie;
por tanto, su identificacion se basa en la observacion
microscopica, aunque algunas caracteristicas metaboli-
cas pueden ayudar a la identificacion, particularmente
la exigencia en factores esenciales cié crecimiento.

Cuando se corta con el asa micoldgica un fragmen-
to de una colonia micelial y se transfiere a un porta-
objetos o incluso si se emplea la técnica del celo, con
frecuencia las estructuras se alteran y fragmentan y no
pueden visualizarse intactas, lo que impide la correc-
ta identificacion del hongo, aunque permite la diferen-
ciacion entre hongos filamentosos inferiores y supe-
riores.

Para obviar este hecho y poder observar sin distor-
sion el micelio y las estructuras de reproduccién asexual,
es preferible recurrir al microcultivo. La técnica del micro-
cultivo consiste en cortar de una placa de Petri con agar
Sabouraud un dado de 1 cm de lado y depositarlo sobre
un portaobjetos estéril situado en otra placa de Petri vacia.
A cada lado del cubo de agar se inocula el hongo fila-
mentoso. Se coloca sobre el agar un cubreobjetos y se
coloca la tapa de la placa de Petri incubandose en
ambiente hiumedo. Cuando el micelio crece, al cabo de
unos dias, se expande como una planta trepadora por la
cara inferior del cubreobjetos, el cual puede tomarse con
cuidado y ponerse sobre un portaobjetos en el que pre-
viamente se haya depositado una gota de colorante de
contraste, como el azul de lactofenol. Asi, pueden obser-
varse las estructuras fungicas sin distorsion (Figs. 5.19
v 5.20). Se han comercializado sistemas que facilitan el
desarrollo de esta técnicald.

La identificacion inicial de los hongos dimorficos suele
basarse en las caracteristicas morfoldgicas de las estruc-
turas de reproduccion asexual, que se observan sembran-
do el hongo en agar Sabouraud incubado a 28 °C, donde
crece en la forma filamentosa (esporuladora). Para
demostrar su dimorfismo térmico, se realizan resiembras
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Tabla 5.3
Identificacion de hongos levaduriform.es de interés clinico

Morfologia Asimilacion de azlcares Fermentacion

0 i &
Especies 1% ﬁ o % ? % 3 ? nO
b a IS re 3 n . @ u E?_|
O o u (e} s J U 2 @ 0
u
Candida albicans + + + - + + + + - - + + v v -
Candida tropicalis + - - + + + + - - + + + + .
Candida krusei + - - + - - - - - + - - - -
Candida parapsilosis + - - + + + + - - + - - - -
Candida glabrata - - - + - - - - - + - - - -
Candida guilliermondii + - - + + + + - + + - + + -
Candida lusitaniae - + - - + + + + - - + - + + -
Cryptococcus neoformans - - + + + + + - Y, - - - - 4
Trichosporon asahii + - - + + + + + - - - - - +
Geotrichum candidum + - - + - - + - - - - - - -

Los hongos levaduriformes forman colonias lisas semejantes a las bacterianas (Fig. 5.10).

Las colonias de Candida y Criptococcus son blancas, estas Ultimas con tendencia a presentar aspecto mucoide y ureasa positiva. Las de Trichospo-
ron y Ceotrichum son blancas, pero de superficie rugosa o aspecto pulverulento, y por examen microscopico pueden observarse artrosporas. Las
de Rhodotorula son rojas y ureasa positiva, y las de Sporobolomyces, asalmonadas.

Malassezia se caracteriza por su exigencia en acidos grasos para el cultivo, su pequefio tamafio (2-4 j.un) y un cuello de gemacién ancho. Para la
descripcion de estas pruebas, véase el texto, y para el desarrollo técnico, ver los protocolos técnicos 5.3 y 5.5-5.8. Los medios de identificacion
se describen en el apartado Medios de cultivo.

Existen galerias miniaturizadas comercializadas para la identificacion de levaduras (véase texto).

Tubos germinales: micelio verdadero; pseudomicelio: yemas alargadas, véase figura 5.13.

+: Positivo;  Negativo; v: Variable.

en medios con sangre y se incuban a 37 °C durante varios universal, y otros de distribucién restringida. Su identi-
dias (Figs. 5.21 y 5.22). ficacion requiere una cierta experiencia. En la figura 5.23

Otro grupo de hongos patégenos primarios esta cons- se sefialan las caracteristicas generales de los tres géne-
tituido por los dermatofitos. Algunos son de distribucién ros: Epidermophyton, Microsporum y Trichophyton, y en las
figuras 5.24 a 5.27, las caracteristicas de algunas de las

especies aisladas con mas frecuencia en nuestro medio.

Su identificacion se basa en la morfologia de sus coni-
dios, siendo en ocasiones necesario complementar esta
informacion con algunas pruebas metabdlicas.

No es excepcional que un hongo filamentoso no
esporule, observandose Gnicamente un micelio sin coni-

Figura 5.19. Microcultivo.

El microcultivo permite la observacion de las estructuras microscopicas de
los hongos filamentosos, en particular las esporas asexuales, sin alteracion
de las mismas. Para realizarlo se corta y dispone un cubo de agar estéril sobre
un portaobjetos. En los laterales del agar se siembra el hongo a estudiar, se
pone sobre el bloque de agar un cubreobjetos, y se coloca todo ello en una
placa de Petri en cAmara himeda.Tras incubacién de unos dias, segun el
hongo, se toma el cubre que lleva adheridos los filamentos fungicos que se
han ido formando y trepando y se pone sobre un porta, en el que se ha depo-
sitado una gota de azul algodén, para su observacion microscopica (Fig. 5.20).
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Figura 5.20. Observacién de un microcultivo.

Puede observarse el conidiéforo y las conidias obtenidas por micro-
cultivo de un hongo filamentoso. Las estructuras estan notablemente
bien conservadas (Graphium).

dios (micelio estéril), por lo que resulta imposible su iden-
tificacién. En este caso, para conseguir la esporulacion,
pueden utilizarse medios de cultivo con poco aporte
nutritivo, como el agar patata, disefiados para este fin
(véase Medios de cultivo).

En la figura 5.28 se representan esquematicamente
las caracteristicas morfologicas de las estructuras de
reproduccion asexual de algunos hongos filamentosos
oportunistas y/o contaminantes. La identificacion de
estos hongos requiere una notable experiencia. En la
figura 5.29 se observa un cultivo caracteristico de Asper-
gillus flavus y de la figura 5.30 a la 5.37 se observa el
aspecto microscopico de alguno de estos hongos20.

TECNICAS INMUNOLOGICAS
Y MOLECULARES

Se han efectuado muchos estudios para poner
a punto técnicas sensibles y especificas para la deteccion
de antigenos fungicos en liquidos estériles, sangre u
orina, en particular de hongos oportunistas, como can-
dida y aspergilos cuando producen infecciones sistémi-
cas profundas en el pulmon, el rifidn y otros érganos.

Los Unicos reactivos comercializados con amplia
experiencia y que hasta la actualidad se han mostrado
Gtiles son los dirigidos a la deteccion de antigeno de
Pneumocystis jiroveci (IF), del antigeno capsular de crip-
tococo en el LCR o en el suero (latex) y del galactoma-
nano de Aspergillusfumigatus en el suero (ELISA).
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Existen otras técnicas comercializadas para la detec-
cion de antigenos fangicos (enzimoinmunoanalisis para
la deteccion de mananos de candida).

También se han comercializado antigenos para la
deteccion de anticuerpos antimananos (ELISA) y anti-
micelio de candida (IFl), asi como para la detecci6n de
anticuerpos frente a varias especies de Aspergillus2® por
diversas técnicas. Por otra parte, también es posible detec-
tar mediante técnicas enzimaticas componentes no anti-
génicos, como los 1-3 (3-glucanos, presentes en la mayo-
ria de los hongos. Todas estas pruebas son de reciente
incorporacion y estadn en fase de evaluacién. Como en
todos los reactivos comercializados, para su uso debe
seguirse estrictamente las indicaciones del fabricante.

La aplicacién de técnicas moleculares para el estudio
de las infecciones flngicas se encuentra en plena fase de
desarrollo. Actualmente, s6lo existen reactivos comer-
cializados para la identificacion por técnicas de hibrida-
cion de algunos hongos patdgenos primarios Histoplas-
ma capsulatum, Coccidiod.es immitis, Blastomyces dermatitidis
(Accuprobe®, Gen-Probe), mientras que las técnicas diag-
naésticas por métodos de amplificacion sélo estan dispo-
nibles a nivel experimental.

SENSIBILIDAD A LOS ANTIFUNGICOS
(ANTIFUNGIGRAMA)

Durante mucho tiempo, por razones fundamental-
mente técnicas, ha existido gran incertidumbre sobre el
valor del antifungigrama para determinar las concentra-
ciones inhibitorias de los antifungicos y, por tanto, para
orientar el tratamiento. En los Ultimos afios se ha pro-
gresado en la estandarizacion de las pruebas de sensi-
bilidad a los antifingicos, lo que ha permitido obtener
resultados més reproducibles y comparables entre labo-
ratorios y secundariamente efectuar estudios clinicos
muiticéntrieos que han facilitado la interpretacién de los
resultados in vitro en relacion con la eficacia del antifan-
gico en el tratamiento.

En la linea de la estandarizacién en 1997, el NCCLS
aprobd un protocolo para el estudio de sensibilidad de
las levaduras del género Candida y Cryptococcus neofor-
mans (documento M27-A; M27-A2), y en 2002, para el
estudio de sensibilidad de los hongos filamentosos (docu-
mento M38-A).

Sin embargo, las pruebas de sensibilidad a los anti-
fangicos aun tienen algunos problemas metodolégicos
y limitaciones en cuanto a los puntos de corte estable-
cidos.

2D Las imagenes de este capitulo proceden de los laboratorios de Microbiologia del Hospital de Sant Pau y del Hospital Vali d'Hebron. Una ico-
nografia complementaria puede encontrarse en www.doctorfungus.org.

21 La deteccién de anticuerpos antiaspergilos se ha demostrado més util en el diagnéstico de las aspergilosis alérgicas y las no invasivas, como
el aspergiloma, que en las aspergilosis invasivas agudas o las semiinvasivas, en las que todavia no se han desarrollado anticuerpos (agudas) o

es imposible diferenciar entre colonizacion e invasion (semiinvasivas).
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Figura 5.21. Aspecto microscopico de los hongos dimdrficos.

Microbiologia clinica

Los hongos dimorficos se encuentran en estado filamentoso en la naturaleza y cuando se incuban a 28 °C. Por el contrario, cuando invaden los teji-
dos o se incuban a 37 °C adquieren la morfologia de levadura. Entre los mas importantes estan /listoplasma capsulaban, Coccidioides immitis, Blastomy-
ces dermatitidis, Paracoccidioides brasiliensis, que se consideran patégenos primarios y Penicillium marneffei, que causa infecciones en pacientes inmu-
nodeprimidos.Todos ellos producen infecciones pulmonares que puede generalizarse. Poseen una distribucién geogréfica restringida. Sporothrix
schenckii, es de distribucion universal y tras su inoculacién accidental causa infecciones subcutaneas crénicas de diseminacion linfatica (granulomas).
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Figura 5.22. Histoplasma capsu-
latum.

Puede verse su fonna filamento-
sa con rnacro y microconidias
(izquierda) y la forma de levadu-
ra.en un hemocultivo incubado a
37 °C (derecha). Este hongo di-
morfico en su forma filamentosa
esporulada no debe confundirse
con Sepedonium, hongo filamen-
t0so que posee unas macroconi-
dias semejantes, pero carece de
microconidias (Fig. 5.28).

Dr Ferran Sanchez. Servicio de
Microbiologia. H. de Sant Fau.
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Trichophyton rubrum

Figura 5.23. Dermatofitos.

Es caracteristico de los dermatofitos la formacion de conidias de gran
tamanfo, scptadas (macroconidias) y de pequefio tamafio (microconi-
dias). El genero Epidermophyton produce numerosas macroconidias de
pared gruesay lisa, pero no produce microconidias. Microsporum pro-
duce macroconidias de pared gruesa, rugosa o equinuladas y general-
mente pueden observarse microconidias. Trichophyton produce abun-
dantes microconidias y escasas macroconidias de pared fina y lisa.
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Figura 5.24. Dermatofitos. Epidermophyton floccosum.

Suele crecer lentamente y alcanza un buen desarrollo en unos 8 a
12 dias. Las hifas son septadas Las macroconidias, a veces agrupa-
das, tienen forma de porra con el extremo redondeado, una pared
de grosor variable y lisa y con dos a cuatro septos. No forma micro-
conidias.

Figura 5.25. Dermatofitos. Microsporum canis.

Crece en seis a ocho dias. Las hifas son septadas. Las macroconi-
dias son grandes, anchas y con los extremos afinados lo que le con-
fiere un aspecto fusiforme y tienen la pared gruesa, rugosa o con
espinas. Se forman escasas microconidias piriformes a lo largo de
las hifas.

A pesar de ello el antifungigrama es de gran utilidad
al permitir confirmar la sensibilidad esperada de los hon-
gos aislados en clinica o poder detectar la adquisicion de
resistencias en el curso de tratamientos prolongados con
algunos antifingicos22

2 La mayoria de los hongos (levaduriformes y filamentosos) son sen-
sibles a la anfotericina B, asi como la mayoria de las levaduras lo son
a los azoles, si bien C. krusei tiene una resistencia natural a éstosy
C.glabrata es resistente en un alto porcentaje de casos. Durante tra-
tamientos prolongados con algunos antifingicos se ha demostra-
do la seleccion de resistencias in vivo, como en el caso del flucona-
zol y C. albicans.
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Figura 5.26. Dermatofitos. Trichophyton mentagrophytes. Figura 5.27. Dermatofitos. Trichophyton rubrum.

Crece en siete a nueve dias. Las hifas son septadas y algunas for- T. rubrum crece mas lentamente, 15 dias; tiene macroconidias algo mas
man espirales. Las macroconidias son escasas, alargadas, en forma largas, de lados paralelos, con 6 a 10 septos, y de abundancia variable,
de salchicha, con pared finay 5 a 10 septos. Las microconidias aunque en general escasas. Las microconidias piriformes (en lagrima)
son muy abundantes, redondas y se forman en conidiéforos rami- se forman en las hifas o en las propias macroconidias, pero no en coni-
ficados. dioforos.

En estas imagenes se muestran algunos hongos filamentosos superiores que pueden ser contaminantes de laboratorio o, en ocasiones y segin
la especie, agentes de infeccién oportunista como Aspergillus, Alternaria, Fusarium, Peniallium, Scopulariopsis, Paecilomyces, Acremonium, Trichoder-
ma, Cladosporium, Sepedonium, Graphium y Bipolaris entre otros. Los hongos inferiores se caracterizan por sus hifas anchas no septadasy las espo-
ras asexuales internas, como en Rhizopus (Fig. 5.37).
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Figura 5.29. Cultivo de Aspergillusflavus.

A.flavas en el medio de Sabouraud da lugar a unas colonias amari-
llentas, verdosas o amarronadas con el anverso dorado o ligeramente
tostado.

Figura 5.30. Aspecto microscépico de Aspergillus.

A. fumigatus, A. niger, A. flavus, A. versicolor, A. nidulans, A. terreusy A.
clavatus, entre otros, se han descrito como oportunistas en diferentes
infecciones. La identificacion precisa de las especies requiere experien
cia. Son de crecimiento rapido. Las hifas, de anchura media de tres a
ocho mieras, son septadas. El conidiéforo es alargado y acaba en una
gran cabeza o vesicula. Algunas especies forman en la cabeza peque-
flas ramas (métulas) de las que sale la fidlide que da lugar a las coni-
dias (fidlides biseriadas) y en otras especies la fidlide se forma de la
cabeza sin métula (fialide uniseriada). Las conidias redondas pueden
ser lisas o rugosas.

Normalmente, no se estudia la sensibilidad de todos
los hongos aislados en el laboratorio y suele limitarse a
los procedentes de infecciones sistémicas graves o de
infecciones persistentemente recidivantes de la piel o de
las mucosas (dermatitis, muguet, vaginitis).

Hay que tener en cuenta que, en la mayoria de los
enfermos con infecciones fangicas invasivas, para erra-
dicar la infeccién continta siendo mdas importante
remontar la inmunodepresién o eliminar el catéter que
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Figura 5.31. Aternaria.

Produce filamentos septadosy amarronados. Los conidi6éforos son de
trayecto irregular y las conidias de color marrén, piriformes, con sep-
tos transversales y verticales, son muv caracteristicas.
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Figura 5.32. Fusarium.

Produce rnacroconidias septadas con forma caracteristica de platano
con los extremos afinados y microconidias.

ha propiciado su instauracién que la administracion de
antifingicos, aunque éstos resultan imprescindibles para
controlar la infeccion .

Las técnicas consideradas de referencia por el
NCCLS (CLSI) para el estudio de la sensibilidad de los
hongos son técnicas de macro y microdiluciéon en medio
liquido perfectamente estandarizadas en cuanto al medio
de cultivo (RPM11640), tampdn, pH, inoculo, tiempo y
temperatura de incubacion. La técnica permite cuanti-
ficar la inhibicién de crecimiento que produce el anti-
fangico comparandola con el crecimiento de la levadu-
ra 0 moho en un control sin antifangico y establece
diferentes categorias de sensibilidad: sensible, sensible
dosis dependiente, intermedio y resistente. La técnica
presenta cierta dificultad de lectura en el caso de los
azoles, pues el punto de corte se establece como la con-
centracion mas baja que produce una reducciéon impor-
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Figura 5.33. Scopulariopsis.

Forma hifas septadas con conidi6foros cortos a veces ramificados. Las
conidias son redondas oscuras y equinuladas. En ocasiones puede con-
fundirse con Penicillium.

Figura 5.34. Penicilium.

Las especies de este género suelen ser contaminantes. Son de creci-
miento rapido. Las hifas son finas y septadas. Los conidioforos for-
man pequefias ramas, llamadas métulas, de las que se originan fia-
lides en forma de botella, de las que salen las cadenas no ramificadas
de conidias redondas y lisas (el aspecto global es de «pincel»). P. mar-
neffei, es un hongo dimérfico en el que hay que pensar cuando el
reverso de una colonia de Penicillium muestra un pigmento rojo difu-
sible. Se halla en extremo oriente y no se ha detectado en Europa
occidental.

tante del crecimiento (> 80%) con respecto al crecimien-
to del control.

Existen paneles con antifingicos deshidratados a dis-
tintas concentraciones; algunos incorporan un indica-
dor que cambia de color cuando existe crecimiento fin-
gico. En el comercio se hallan diversos paneles
disponibles, uno colorimétrico, cuantitativo (Sensititre
YeastOne®), otro no colorimétrico de facil incorporacion
en los laboratorios de rutina, pero que carece del vori-
conazol (ATB fungus® 2, bioMerieux), y un método colo-
rimétrico de concentraciones criticas (Fungitest®, Bio-
Rad Laboratories Inc.). Los paneles comercializados so6lo

Microbiologia clinica

Figura 5.35. Graphium.

De sus hifas se originan unos conidiéforos largosy muy finos unidos
entre si para formar un haz (sinemata) en cuyo apex hay un conjunto
de conidias pequefias y alargadas con forma de grano de arroz.

Figura 5.36. Bipolaris.

Posee hifas oscuras y septadas. Su conidi6éforo presenta un trayecto
irregular en zigzag y las conidias son grandes, oblongas y oscuras.

son Utiles para estudiar la sensibilidad de los hongos
levaduriformes.

Los métodos basados en la difusién en agar han sido
poco utiles debido a problemas de difusién de la mayo-
ria de antifingicos. Recientemente, se ha introducido un
método cuantitativo de difusién en agar (Etest®, AB Bio-
disk) que emplea tiras de plastico inerte que incorporan
un gradiente de concentracion de antifungico y permite
determinar la concentracién inhibitoria minima (Fig. 5.38).

La correlacion del Etest con el método de referencia
del CLSI depende del medio de cultivo que se emplea, del
tiempo de incubacion, del antifingico que se evalGa y de
la especie fingica que se estudia, pero parece ser buena.
Esta técnica tiene la ventaja de ser cuantitativa, de meto-
dologia fé&cil, individualizada para cada antifangico y apli-
cable tanto a hongos levaduriformes como filamentosos.

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Micologia

Figura 5.37. Rhizopus.
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lis un género de hongo inferior, con hifas con escasos septos. Forman grupos de esporangiéforos que tienen en su base unos rizoides y en su

extremo superior un esporangio sacular en cuyo interior estan las esporas.

1 Rizoides. 2. Esporangio.

Figura 5.38. Etest.

Puede observarse como la concentracién inhibitoria minima (CIM)
viene determinada por la interseccidn entre la linea de inhibicion
del hongo y la tira de Epsilon test. En ocasiones en el interior del
halo de inhibicién hay una microcolonia, que en el caso de los imi-
dazoles no ha de tenerse en cuenta.

En determinadas circunstancias puede tener interés
laincorporacion de fluconazol a un medio de cultivo con-
vencional o cromogénico para la deteccién de cepas resis-
tentes al fluconazol. Los métodos de dilucién en agar no
suelen emplearse para estudios de sensibilidad en el
ambito clinico.

Se estd estudiando intensamente la posibilidad de
estandarizar y generalizar técnicas para el estudio de la
sensibilidad de hongos filamentosos.

MEDIOS DE CULTIVO2 DESCRIPCION

Medios de aislamiento

Medio (agar) de Sabouraud. Permite el aislamien-
to de la préctica totalidad de los hongos implicados en
patologia humana.

Para su preparacion se mezclan 20 g de glucosa, 10
g de peptona y 20 g de agar en 1.000 mi de agua des-
tilada, ajustando el pH a 6,8-7. Se esteriliza por auto-
clavado a 121 °C durante 15 minutos. Puede preparar-
se como caldo, con la misma formulacién pero sin agar.
La férmula propuesta es la modificacion de Emmons,
que tiene una concentracion de glucosa del 2% y un
pH neutro (entre 6,8 y 7), parece mas idénea que la for-
mula clasica para la recuperacion de la mayoria de los
hongos y consigue una mayor estabilidad de la morfo-
logia colonial.

Medio de Sabouraud con antibi6ticos. La adicién
de antibioticos al medio base de Sabouraud inhibe el
crecimiento de la flora bacteriana acompafiante y se reco-
mienda para la siembra estandar de todas las muestras.
Suelen emplearse soluciones de cloranfenicol o genta-
micina, 0 ambos simultdneamente, a concentraciones de
0,05 y 0,5 g/l respectivamente.

2 La mayoria de estos medios deshidratados o preparados para su uso estdn comercializados por bioMerieux, BBL, Difeo Laboratories, Oxoid

Inc. y Remel, entre otras compaiiias.
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Medio de Sabouraud con cicloheximida. La adicion
de cicloheximida (0,5 g/1) al medio base de Sabouraud o
Sabouraud con antibioticos es util para evitar el sobre-
crecimiento de hongos contaminantes, pero algunos,
como la mayoria de especies de mucorales, Aspergillus,
Fusarium, Pseudallescheria, Cryptococcus neoformans y algu-
nas especies de Candida son sensibles a este antifungi-
co, por lo que es un medio que debe reservarse para recu-
perar hongos patégenos primarios, como los dermatofitos
y los hongos dimérficos, que por su crecimiento mas
lento pueden ser inhibidos por el sobrecrecimiento de
hongos contaminantes, no siendo recomendable para la
siembra sistematica de todas las muestras.

CHROMagar Candida®. Se trata de un medio selec-
tivo empleado para el aislamiento e identificacion de las
levaduras. Sobre una base de peptonay glucosa incor-
pora cloranfenicol y una mezcla de substratos cromogé-
nicos que lo convierten en un medio selectivo y diferen-
cial, que permite la identificaciéon de C. albicans, C.
tropicalis y C. krusei.

Agar cerebro-corazén. Los medios basados en caldo
de cerebro y corazén (BHI) son medios ricos que pue-
den suplementarse con un 5-10% de sangre de carne-
ro. Estos medios, suplementados con antibiéticos, son
atiles para el aislamiento de hongos patégenos prima-
rios. Se utilizan para estudiar el dimorfismo (BHI con 5%
de sangre de carnero incubado a 37 °C). Para su prepa-
racion se disuelven por ebulliciéon 52 g del medio deshi-
dratado de cerebro-corazén en 11 de agua destilada y se
esteriliza por autoclavado a 121 °C durante 15 minutos.

Dermatophyte test médium (DTM). Es un medio
muy util para el aislamiento de dermatofitos. Para pre-
pararlo se disuelven 10 g de peptona, 10 g de glucosa y
20 g de agar en 11 de agua destilada. A continuacion se
afiaden 40 mi de solucion de rojo de fenol (0,5 g de rojo
de fenol en 15 mi de 0,1 N OHNa, completando con
agua destilada hasta 100 mi) y 6 mi de HC1 0,8 M.Tras
disolver 0,5 g de cicloheximida en 2 mi de acetona, se
afiade al medio mientras se calienta y disuelve. Se incor-
pora 0,1 g de sulfato de gentamicina previamente disuel-
to en 2 mi de agua destilada y se autoclava a 121 °C 10
minutos. Se disuelve 0,1 g de clortetraciclina en 25 mi
de agua destilada estéril afiadiéndola después al medio.
El pH final ha de ser de 5,5 = 0,1, con lo que el medio
tiene un color amarillo. Repartir en tubos con tapén de
rosca.

Medio de Sabouraud con &acidos grasos de cade-
na larga. Permite la recuperacion de levaduras lipofi-
las del género Malassezia. Como fuente de &cidos gra-
sos de cadena larga suele emplearse el aceite de oliva
virgen, que puede afiadirse en caliente durante la pre-
paracién del medio (a la proporcion del 1%) o adicio-
narse en frio después de la siembra de la muestra (tres-
cuatro gotas recubriendo la muestra y la superficie del
medio).

Microbiologia clinica

Medios empleados en identificacion

Agar patata-zanahoria-bilis (PCB). El medio pata-
ta-zanahoria-bilis (PCB) se emplea para estudios mor-
foldgicos de levaduras, siendo el medio de eleccién para
evaluar la producciéon de clamidosporas por Candida albi-
cans. Para su preparacion, se hierve durante una hora 20
g de pulpa de patata y 20 g de zanahoria, se filtra y se
afiade el agua suficiente para completar un litro. Se
disuelven 20 g de agar por ebullicién durante cinco minu-
tos, se afiaden 15 g de bilis fresca o su equivalente comer-
cial y se esteriliza por autoclavado a 121 °C durante 15
minutos.

Agar para auxonograma. Se emplea en la identifi-
cacion de hongos levaduriformes, como medio base para
estudiar la asimilaciéon de hidratos de carbono. Para su
preparacion se afiaden 4,5 mi de una solucién nitroge-
nada al 6,7% (6,7 g de yeast-nitrogen base en 100 mi de
agua destilada, esterilizar por filtracion) a tubos con 36
mi de agar noble al 2% (esterilizado por autoclavado a
'121 °C durante 15 minutos).

Medio de fermentacion. Se emplea para la identifi-
cacién de hongos levaduriformes, como medio base para
estudiar la fermentacién de hidratos de carbono. Para su
preparacion se disuelve un medio base de peptona (7,5
g) y extracto de levadura (4,4 g) en 1.000 mi de agua des-
tilada, que se vierte a razén de 1,5 mi por tubo, en tubos
de 12 x 120 mm con campana invertida de Durham y se
esteriliza por autoclavado a 121 °C durante 15 minutos.
Los diferentes azlcares se afiaden antes de la siembra,
a razon de 1 mi por tubo de una solucién acuosa al 6%
esterilizada por filtracién. Los azUcares pueden guardar-
se en la nevera en viales sellados al fuego.

Medio de Czapek. Se considera el medio de referen-
cia para estudios morfologicos de hongos filamentosos
de los géneros Aspergillus y Penicillium. Para su prepara-
cién se disuelven los diferentes ingredientes por ebulli-
cioén en un litro de agua (NaN033 g, KHP041 g, MgS04
7H2 0,5 g, KC10,5 9, FeS047H2D 0,01 gy 15 g de agar)
y seguidamente se incorporan 30 g de sacarosa, que sus-
tituye a la glucosa como fuente de hidratos de carbono.
El medio se esteriliza por autoclavado a 121 °C durante
15 minutos.

Agar patata-glucosa. Se trata de un medio emplea-
do para favorecer la esporulacion de la mayoria de los
hongos filamentosos. Para su preparacion se herviran
durante una hora, a fuego lento, 200 g de pulpa de pata-
ta; se filtray se repone el agua suficiente para comple-
tar un litro. Se disuelven por ebullicion 10 g de gluco-
sa y 15 g de agar por litro. Se reparten en tubos
que se esterilizan por autoclavado a 121 °C durante 15
minutos. Dejar solidificar inclinados.

Medio lactrimel de Borelli. Se emplea para favore-
cer la produccion de pigmentos y la esporulacion de la
mayoria de los dermatofitos, siendo especialmente util

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Micologia

para conseguir la esporulacion de algunas especies del
genero Microsporum y para estimular la produccién de
pigmentos en Trichophyton rubrum. Para su preparacion,
se emplean 14 g de harina de trigo, 14 g de leche des-
cremada en polvo, 20 g de agar y 7 g de miel, que
se disuelven en 1.000 mi de agua destilada, lentamen-
te y evitando la formacién de grumos. Se reparte en
tubos. Se esteriliza por autoclavado a 110 °C durante 10
minutos. Dejar solidificar inclinados.

Agar urea de Ferguson. Permite evaluar la capaci-
dad de algunos hongos para hidrolizar la urea, siendo
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de gran utilidad en la identificacion de los hongos leva-
duriformes, como Cryptococcus, Malassezia, Trichosporon
y Rhodotorula, que son ureasa-positiva, y también en el
caso de algunos dermatofitos. Se disuelven 29 gramos
de urea agar base (Christensen) en 100 mi de agua des-
tilada. Se esteriliza por filtracion. Tras disolver 15 g de
agar en 900 mi de agua destilada, se autoclava a 121 °C
15 minutos. Cuando el agar estd aproximadamente
a 50 °C, se afiade 100 mi de la urea agar base prepara-
da. Mezclar y repartir en tubos. Dejar solidificar incli-
nados.
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CAPITULO

6 Virologia

LOS VIRUS. CONCEPTO

Los virus estan formados por un fragmento de acido
ribonucleico o desoxirribonucleico, rodeado por protei-
nas llamadas capsémeros, que forman una cubierta deno-
minada capsida; ambos elementos — acido nucleico y
capsida— forman la nucleocapsida, en cuyo interior, en
algunos virus, también puede existir polimerasas para la
replicacion de los acidos nucleicos y otras proteinas.

Segun la forma de la nucleocapsida, se diferencian
dos tipos de virus: los que presentan apariencia esférica
porque los capsémeros se disponen formando un icosa-
edro (poliedro de veinte caras y doce vértices), y los heli-
coidales o alargados, en los que los capsémeros se sitian
alrededor y a lo largo de la cadena de &cido nucleico.

Los virus con las caracteristicas que acaban de descri-
birse se denominan desnudos. Existen otros virus, llama-
dos envueltos, en los que la nucleocapsida esta recubierta
por una envoltura lipidica originada en la membrana
nuclear o en la citoplasmatica, segun el virus, en la que hay
glicoproteinas codificadas por el genoma virico (Fig. 6.1).

Tanto los virus icosaédricos como los helicoidales
pueden ser desnudos o envueltos, aunque todos los heli-
coidales de interés en patologia humana son envueltos.
Los poxvirus por la particularidad de su estructura se han
considerado de simetria compleja.

Cuando un virus penetra dentro de una célula, libe-
ra el &cido nucleico, el cual se replica por accion de su
propia polimerasa o de las de la célula, efectuando
numerosas copias de si mismol El material genético del
virus codifica las proteinas, que, a través del RNA men-
sajero, son sintetizadas en los ribosomas de la célula
parasitada. Las principales proteinas viricas son los cap-
sOmeros, que recubrirdn a cada una de las copias del
acido nucleico para constituir la nucleocapsida, que per-
mitira a los virus salir al exterior sin ser destruidos en el
medio extracelular por la accién de agentes fisicos o qui-
micos, asi como las polimerasas y proteasas propias de
algunos virus. Los virus maduros liberados al exterior
de la célula, denominados viriones, estdn en condicio-
nes de infectar nuevas células en el interior de las cua-

les se libera el material genético para iniciar un nuevo
ciclo de replicacion.

Los viriones tienen un tamafo submicroscopico, entre
30 y 300 nm, por lo que no pueden observarse median-
te el microscopio 6ptico convencional, aunque pueden
visualizarse mediante el microscopio electrénico.

Los virus solo se propagan en el interior de las célu-
las porque carecen de mecanismos propios para la obten-
cion de energia y para la sintesis proteica. Los que se mul-
tiplican en células procariotas (bacterias) se denominan
bacteriéfagos (coloquialmente, fagos); los otros se multi-
plican en células eucariotas (protistas, vegetales, fungicas,
animales). En general, todos los virus tienen una elevada
especificidad de huésped. También pueden propagarse en
el laboratorio en células mantenidas in vitro.

Durante la multiplicacion en la célula, tanto in vivo
como in vitro, se sintetiza gran cantidad de proteinas
estructurales y funcionales (capsémeros, glicoproteinas
de la envoltura y polimerasas) que poseen capacidad
antigénica, por lo que la célula esta repleta de antigenos
especificos del virus. Esta gran cantidad de material viri-
co, junto con las lesiones celulares asociadas, da lugar a
la formacién de estructuras caracteristicas, que son visi-
bles mediante microscopia convencional, denominadas
cuerpos de inclusiéon. Estos cuerpos de inclusién pueden
ser de localizacion nuclear o citoplasmatica, y suelen ser
tipicos para cada grupo de virus, por lo que resultan Gti-
les para su identificacion.

Clasificacién y nomenclatura

Los virus en microbiologia clinica suelen agruparse
en funcién del cuadro clinico que producen; entre estos
grupos, destacan los virus respiratorios, los causantes de
exantema, los que producen enteritis, los virus de las
hepatitis y otros; pero en algln caso un mismo virus o
virus muy préximos pueden producir cuadros muy dife-
rentes, por lo que es preferible agruparlos por criterios
basados en sus caracteristicas bioldgicas.

Atendiendo a sus propiedades bioldgicas, los virus
se clasifican por el tipo de material genético (DNA o

1Existen diferentes estrategias para la replicacion, segun el tipo de virus y la clase de acido nucleico, DNA o RNA.
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Figura 6.1. Esquema de las distintas morfologias de los viriones.

1. Particula virica en que los capsémeros se disponen alrededor del
4cido nucleico formando un icosaedro. 2. Particula virica formada por
una nucleocapsida con simetria icosaédrica recubierta por la envoltu-
ra. 3. Particula virica en la que los capsémeros se sitian alrededory a
lo largo de la cadena del acido nucleico presentando simetria helicoi-
dal. 4. Particula virica formada por una nucleocépsida con simetria heli-
coidal, plegada y recubierta por la envoltura.

RNA), por la simetria de su capsida (icosaédricos o heli-
coidales) y el niUmero de capsémeros, por su tamafo,
por su caracter envuelto o desnudo y en funcién de su
huésped natural. Otras caracteristicas fundamentales
para la clasificacion son el tipo inmunolégico (serotipo)

2 Véase el capitulo "L La nomenclatura en biologia.

Microbiologia clinica

y el genogrupo definido por la secuencia de determina-
dos fragmentos del genoma.

Las familias y géneros de los virus se denominan
con una sola palabra latina que acaban en «...viridae»
Yy «...virus», respectivamente, se escriben en cursiva y
con la inicial en mayuscula, como en el resto de la
nomenclatura biolégica (por ejemplo: familia: Picorna-
viridae, género: Orthohepadnavirus). El nombre de las
especies se escribe en cursiva, pero sus reglas no se
adaptan a las de la nomenclatura binomial2 ya que el
nombre de especie no comporta la inclusion del nom-
bre del género y puede estar formado por una o mas
palabras, incluyendo nimeros y acronimos (abrevia-
ciones). Para escribir el nombre de una especie, la ini-
cial de la primera palabra se escribe en mayuscula, asi
como cualquier otra que signifiqgue un nombre propio
(por ejemplo: Rotavirus A, Human parainfluenza virus 3,
B 19 virus, Vesicular stomatitis Indiana virus). Para algu-
nos virus también se utilizan términos vernaculos par-
ticulares, como Influenza A virus, al gue se conoce como
virus de la gripe A.

El ICTV posee una base de datos en la Columbia
University (ICTVdB) relativa a la nomenclatura de los
virus (www.ncbi.nlin.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/). Se ha
propuesto denominar todos los niveles taxonémicos de
los virus mediante un sistema numérico decimal.

PRINCIPALES VIRUS DE INTERES
EN MEDICINA

Los virus son los agentes que causan infecciones al
hombre con mas frecuencia. El pronéstico de estas infec-
ciones vana desde formas leves, como el resfriado comun,
a enfermedades graves, como la rabia o el sida. Algunos
virus patégenos para el hombre son de distribucion uni-
versal, mientras que otros poseen una distribucién geo-
gréafica restringida.

El nimero de medicamentos antiviricos disponible
es limitado, y algunos virus adquieren facilmente resis-
tencias por mutaciones puntuales. Gracias a la vacuna-
cion, algunas enfermedades viricas son evitadas eficaz-
mente (poliomielitis, sarampién, rubéola, gripe).

En la tabla 6.1, se muestran los principales virus de
interés en medicina.

Entre los virus que causan infeccion con mayor fre-
cuencia, se halla el grupo de los virus respiratorios. Este
grupo esta formado por los virus de la gripe A, By C, el
virus respiratorio sincitial (RSV) los virus parainfluenza,
los adenovirus, los rinovirus y los coronavirus. Producen
infecciones de las vias respiratorias altas (rinitis, faringi-
tis y otitis) y broncopulmonares. Aunque algunos de estos
virus se han asociado a determinados cuadros clinicos,
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como los rinovirus al resfriado comudn (rinitis) o el virus
de la gripe al sindrome gripal tipico, la correlacién con un
cuadro clinico no es absoluta. Las infecciones del virus de
la gripe y el virus respiratorio sincitial en las edades extre-
mas de la vida, causando bronquiolitis 0 neumonia, sue-
len ser graves. El metaneumovirus humano es un agente
causal de infeccion respiratoria con un cuadro clinico
semejante al del virus respiratorio sincitial. Los virus
parainfluenza (tipos 1 a 4) causan infecciones respirato-
rias altas; el tipo 3 es el principal responsable después del
RSV de bronquiolitis y neumonia en nifios, y el tipo 4
causa infecciones muy benignas. Los adenovirus, que se
han clasificado en diversos genotipos y serotipos (> 50 se-
rotipos), causan cuadros clinicos muy diversos3 como que-
ratitis (serotipos 8,37) y conjuntivitis (11), infecciones res-
piratorias altas (1, 3, 4, 7 y otros serotipos), enteritis (40,
41) y cistitis (11). Los adenovirus causan enfennedad grave
en los pacientes inmunodeprimidos, destacando la neu-
monia y la hepatitis. Algunos coronavirus se consideran
agentes de enteritis, pero otros se han asociado a infec-
cion respiratoria, como el recientemente descrito agente
del sindrome respiratorio agudo grave (SARS).

Algunos enterovirus, aunque tradicionalmente no se
han incluido entre los virus respiratorios, causan con fre-
cuencia infecciones respiratorias, algunas inespecificas,
como resfriado comun vy faringitis y otras méas graves
como neumonia.

El virus de la parotiditis causa una infeccion febril de
las vias respiratorias, seguida de diseminacion hem4ti-
ca, afectando a las paroétidas, que aparecen aumentadas
de tamanio, testiculos, pancreas y sistema nervioso cen-
tral, causando una meningoencefalitis de buen pronds-
tico. La vacunacion ha disminuido su incidencia.

El virus del sarampioén, una a dos semanas después
de la infeccion, causa un cuadro febril con afectacion de
las vias respiratorias altas y fotofobia, apareciendo lesio-
nes papulares blanquecinas caracteristicas en la muco-
sa bucal (manchas de Koplic). Este cuadro se sigue de
un exantema caracteristico de inicio retroauricular que
se extiende por todo el cuerpo. Las complicaciones mas
importantes, que confieren gravedad al sarampion, son
la neumonia y la encefalitis postinfecciosa, que aparece
en las fases avanzadas de la enfermedad, y que no hay
que confundir con la panencefalitis esclerosante suba-
guda, que se inicia afios después de la infeccidn. El virus
de la rubéola, tras dos a tres semanas de incubacién,
causa en los nifios un exantema asociado a un cuadro
de mononucleosis. La condicién més grave de esta enfer-
medad es la infeccion congénita (cataratas, sorderay
retraso mental). También causan enfermedades exante-
maticas el herpesvirus 6, el virus B 19 (quinta enferme-
dad) y algunos enterovirus (coxsackie y echo), el virus
de Epstein-Barr, el citomegalovirus y otros, sin olvidar la
escarlatina estreptocodcica.
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Los virus de la familia Herpesviridae persisten en
latencia toda la vida después de la primoinfeccion, sien-
do frecuente su reactivacion. Los del herpes simple
(Human herpesvirus 1y 2 [HHV-1, HHV-2]) producen
lesiones vesiculares cutaneomucosas, frecuentemente
en los labios o en los genitales, y raramente meningo-
encefalitis. La varicela se caracteriza por ser una enfer-
medad febril, en ocasiones grave, con lesiones cutaneas
(vesiculas y pustulas) en diversos estadios simultaneos
de desarrollo, causada por el virus de la varicela-zoster
(Human herpesvirus 3; HHV-3). La reactivacion de esta
enfermedad causa el zoster (culebrilla), caracterizado por
la aparicién de vesiculas muy dolorosas a lo largo del tra-
yecto de un nervio periférico (intercostal, ciatico, etc.). El
virus de Epstein-Barr (HHV-4) se ha considerado el agen-
te causal prototipo de la mononucleosis infecciosa, lla-
mada enfermedad del beso por su mecanismo de trans-
mision. Se caracteriza por astenia, faringitis, exantema,
poliadenomegalia y linfomonocitosis en la sangre peri-
férica. La infeccion por este virus se ha asociado a tumo-
res como el carcinoma nasofaringeo y el linfoma de Bur-
kitt. En los pacientes trasplantados, puede ciar lugar a
una enfermedad linfoproliferativa. El citomegalovirus
(HHV-5) produce con frecuencia infeccién asintomati-
ca, infeccion respiratoria en nifios o un cuadro de mono-
nucleosis en mayores de 25 afios, todas ellas de buen
prondstico. Cuando se reactiva en los pacientes inmu-
nodeprimidos, causa infecciones de topografia muy varia-
da, de localizacion pulmonar, intestinal o generalizada,
pudiendo afectar a la retina (corioretinitis). El citomega-
lovirus es causa de infeccion congénita (sordera, retraso
mental, microcefalia, calcificaciones cerebrales). El her-
pesvirus humano 6 (HHV-6) es el agente causal del exan-
tema subito (roséola, sexta enfermedad), y el HHV-8 se
asocia al sarcoma de Kaposi.

El virus B19 causa en los nifilos un exantema carac-
teristico que se inicia en las mejillas, pudiendo extender-
se a brazos y piernas (quinta enfermedad). En los adul-
tos, produce artralgias que pueden asociarse a exantema.
En personas con anemia hemolitica crénica, puede
desencadenar una crisis aplasica con anemia grave y per-
sistente. También puede causar anemia fetal por infec-
cién trasplacentaria.

En el género Enterovirus, los poliovirus causan infec-
cién asintomética, con replicacion del virus en la farin-
ge y el tubo digestivo; en otras ocasionan un sindrome
febril inespecifico, una enteritis o un cuadro de menin-
goencefalitis, y s6lo en una pequefia proporcion, entre
el 1yel 10 por cada 1.000 personas no vacunadas, se
produce el sindrome paralitico por afectacion de las neu-
ronas motoras del asta anterior de la médula. La polio-
mielitis estd practicamente erradicada en los paises desa-
rrollados gracias a la vacunacion, El resto de las especies

3 Se indican entre paréntesis los serotipos mas frecuentes para cada proceso, pero también pueden causarlos otros serotipos.
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Familia/Género
Virus DNA

Desnudos:
Adenoviridae:
Mastadenovirus
Papillomaviridae:
Papillomavirus
Polyomaviridae:
Polyomavirus

Parooviridae:
Erythrovirus

Envueltos:
lerpesviridae:
Simplexvirus

Varicellovirus
Lymphocryptovirus
Cytomegalovirus
Roseolovirus

Rhadinovirus

Poxvmdae:
Orthopoxvirus
Parapoxoirus
Molluscipoxuirus

Hepadnaviridae:
Orthohepadnavirus

VIRUS RNA

Desnudos:

Picomaviridae:
Enterovirus

Rhinovirus

Hepatovirus
Parechovirus
Caliciviridae:
Norovirus
Sapovirus
Hepeviridae
Reoviridae:
Rotavirus

Astroviridae:
Astrovirus

Tabla 6.1

Microbiologia clinica

Principales virus de interés en medicina

Especie

Human adenovirus (A-F)1

Human papillomavirus

BK polyomavirus
JC polyomavirus

B19 virus

Human herpesvirus 1
Human herpesvirus 2
Human herpesvirus 3
Human herpesvirus 4
Human herpesvirus 5
Human herpesvirus 6
Human herpesvirus 7
Human herpesvirus 8

Varidla virus
Orfvirus
Molluscum contagiosum virus

Hepatitis B virus

Poliovirus

Human enterovirus A
Human enterovirus B
Human enterovirus C
Human enterovirus D
Human rhinovirus A
Human rhinovirus B
Hepatitis A virus
Human parechovirus 1,2

Norwalk virus
Sapporo virus

Hepevirus

Rotavirus A
Rotavirus B

Human astrovirus 1

Nombre comun de las especies

Adenovirus humanos

Virus del papiloma humano

Virus BK
Virus JC

Virus B19

Virus del herpes simple 1 (HHV-1)
Virus del herpes simple 2 (HHV-2)
Virus del varicela-zoster (HHV-3)
Virus de Epstein-Barr (HHV-4)
Citomegalovirus humano (HHV-5)
Herpesvirus humano 6 (HHV-6)
Herpesvirus humano 7 (HHV-7)
Herpesvirus humano 8 (HHV-8)

Virus de la viruela
Virus orf
Virus del molluscum contagiosum

Virus de la hepatitis B

Virus de la poliomielitis humana
Virus coxsackie, enterovirus 71
Virus coxsackie B. Virus echo
Virus coxsackie

Enterovirus 68 y 70

Rinovirus humanos

Rinovirus humanos

Virus de la hepatitis A

Virus de Norwalk
Virus de Sapporo

Virus de la hepatitis E

Rotavirus A
Rotavirus B

Astrovirus
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Familia/Género
VIRUS RNA

Envueltos:
Orthomyxovhidae:
Influenzavirus A
Influenzavirus B
Influenzavirus C

Paramyxoviridae:
Respirovirus

Pneumovirus
Metapneumovirus
Morbillivirus
Rubulavirus

Rhabdoviridae:
Lyssavirus

Coronaviridae:
Coronavirus

Flaviviridae:
Flavivirus
Hepacivirus

Togaviridae:
Alphavirus
Rubivirus

Arenaviridae:
Arenavirus

Deltavirus

Filoviridae:
Marburgvirus
Ebolavirus

Bunyaviridae:
Orthobunyavirus
Hantavirus

Retroviridae:
Lentivirus

Deltaretrovirus

Tabla 6.1 (CONtinuacion)

Principales virus de interés en medicina

Especie

Influenza A virus
Influenza B virus
Influenza C virus

lluman parainfluenza virus 1
Human parainfluenza virus 3
Human respiratory syncytial virus
liuman metapneumovirus
Measles virus

Fluirian parainfluenza virus 2
Human parainfluenza virus 4
Murnps virus

Rabies virus

Human coronavirus 229E
Human coronavirus OC43
SARS coronavirus2

Yellowfever virus
Hepatitis C virus

Sindbis virus
Rubella virus

Lymphocytic choriomeningitis virus
Lassa virus

Hepatitis delta virus

Lake Victoria marburgvirus
Zaire virus

Bunyamwera virus
Hantaan virus

Human immunodeficiency virus 1
Human immunodeficiency virus 2
Human T-lymphotropic virus 1
Human T-lymphotropic virus 2

Nombre comin de las especies

Virus de la gripe A
Virus de la gripe B
Virus de la gripe C

Virus parainfluenza 1
Virus parainfluenza 3
Virus respiratorio sincitial
Metaneumovirus humano
Virus del sarampién

Virus parainfluenza 2
Virus parainfluenza 2
Virus de la parotiditis

Virus de la rabia

Coronavirus humano

Virus de la fiebre amarilla
Virus de la hepatitis C

Diferentes virus causantes de encefalitis el hombre

Virus de la rubéola

Virus de la coriomeningitis linfocitaria

Virus de la fiebre de Lassa
Virus de la hepatitis D

Virus Marburg
Virus Ebola

Virus bunyamwera
Virus Hantaan

Virus de la inmunodeficiencia humana 1
Virus de la inmunodeficiencia humana 2

Virus HTLV 1
Virus HTLV 2

113

Todos los virus DMA son bicatenarios (ds), excepto los parvovirus, que son monocatenarios (ss); por el contrario, todos los virus RNA son mono-
catenarios (ss), excepto los reovirus, que son bicatenarios.
La taxonomia de los virus varia con frecuencia. La recogida en esta tabla se ha tomado de: Virus Taxonomy. Seventh Report of the International
Committee on taxonomy of viruses. http://phene.cpomc.columbia.edu/ICTVdB.

1 El género Mastadenovirus incluye seis especies de virus que pueden afectar al hombre: Human adenovirus /A hasta Human adenovirus F.

2 Seuere acute respiratory syndrom coronavirus.

pertenecientes al género Enterovirus, Human enterovirus
A, B, Cy D, que engloban los antiguos coxsackie y echo,
causan una patologia muy variada seguin la especie y el
serotipo, que puede resumirse en conjuntivitis hemorra-
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gica, herpangina (enfermedad faringea vesicular), pleu-
rodinia y enfermedades del sistema nervioso central,
incluyendo meningitis y enfermedad paralitica diferen-
te de la poliomielitis, cuadros exantematicos, asi como
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miocarditis y pericarditis e infecciones respiratorias, segun
se ha sefialado anteriormente.

Las gastroenteritis viricas estdn causadas por los rota-
virus, que son de predominio invernal, los calicivirus
(géneros Norovirus y Sapovirus), adenovirus F (serotipos
40, 41), astrovirus y coronavirus.

Los virus causantes de hepatitis se han denomina-
do con las letras A hasta E. Pertenecen a familias dife-
rentes (Tabla 6.1). Su via de transmision es distinta (oral:
Ay E; parenteral: B, Dy C). El virus de la hepatitis D
s6lo puede replicarse asociado al B; es decir, en coin-
feccion. Las hepatitis causadas por los virus Ay E tie-
nen buen pronéstico y no evolucionan a la cronicidad;
los virus de las hepatitis By C pueden persistir en repli-
cacion activa causando enfermedad crénica que puede
abocar a cirrosis y/o hepatocarcinoma (véase el capitu-
lo 20. Hepatitis).

Los papilomavirus infectan la piel o las mucosas
causando verrugas cutaneas (verruga comun, plana
plantar), papilomas laringeos, orales o verrugas anoge-
nitales, como el condiloma acuminado y displasia cer-
vical (uterina), que puede abocar al cancer genital.
Determinados genotipos se asocian a una u otra pato-
logia; en el cancer de cérvix, se suelen encontrar los
genotipos 16 y 18. Los poliomavirus BK y JC permane-
cen latentes después de la primoinfecciéon asintomati-
cay en pacientes con sida causan infecciones graves
del tracto urinario (BK) o del sistema nervioso central
(JC) causando una leucoencefalopatia multifocal pro-
gresiva.

El virus de la rabia tiene su reservorio en los anima-
les salvajes; se trasmite por la mordedura de un animal
infectado a través de la saliva. Después de un periodo de
incubacidén largo (2-12 meses), se inicia un cuadro clini-
co con fiebre, naduseas, cefalea y astenia, que dura unos
pocos dias; después sigue con espasmos faringeos, dolor
muy intenso en la deglucién de liguidos que comporta
hidrofobia y paralisis que acaba en coma. La enferme-
dad tiene una elevadisima mortalidad.

Entre los virus transmitidos por artropodos (arborvi-
rus, artropod borne virus) los miembros de tres familias
Flaviviridae, Togaviridae y Bunyaviridae pueden causar
infeccion al hombre. Los cuadros clinicos més caracte-
risticos son: 1) sindrome febril con o sin exantema, 2)
artromialgias con o sin fiebre, 3) encefalitis y 4) fiebres
hemorragicas generalmente asociadas a hepatitis; estas
dos udltimas en general de prondéstico grave.

Entre los Flavivirus (Flaviviridae) destacan la encefa-
litis japonesa, la encefalitis del valle de Murray, la ence-
falitis rusa de primavera-verano, la encefalitis de San
Luis, la encefalitis por garrapatas y la encefalitis del oeste
del Nilo; asi como las fiebres hemorragicas causadas por
el virus de la fiebre amarilla y el dengue. En el genero
Alphavirus de la familia Togaviridae hay que sefialar los

Microbiologia clinica

agentes de las encefalitis equina del este y del oeste y la
encefalitis de Venezuela y en la familia Bunyaviridae hay
que destacar en el genero Bunyavirus la encefalitis de la
Crosse y en el género Flebovirus la fiebre por fleb6tomos
(sindrome febril).

En estas familias hay miembros que no se mantie-
nen ni transmiten por artrépodos como el virus de la
rubéola y el de la hepatitis C (Tabla 6.1).

Otros virus Arenaviridae y Bunyaviridae tienen su
reservorio en roedores y alcanzan al hombre por via aérea
como el virus de Lassa (Arenavirus) y los virus de Han-
taan y Sin nombre (Hantavirus, familia Bunyaviridae).

Los virus de Margburg (Marburgvirus ) y de Ebola
(Ebolavirus) de la familia Filoviridae causan fiebres hemo-
rragicas con hepatitis muy graves; no se conoce su reser-
vorio ni su via precisa de transmision.

Los rctrovirus de la inmunodeficiencia humana 1y
2 causan el sida. Son virus RNA que se replican median-
te un intermediario de DNA (cDNA) sintetizado por una
DNA polimerasa RNA dependiente (transcriptasa inver-
sa). Este DNA se integra permanentemente en el geno-
ma celular y a partir de él se efectlian las copias de RNA
virico que daran lugar a los viriones maduros.

Los virus del herpes simple, varicela-zoster, de la
rubéola, citomegalovirus, el virus de la inmunodeficien-
cia humanay el virus B19 se han asociado a infeccion
congénita.

Algunos virus, como el de la viruela, han sido erradi-
cados gracias a la vacunacion; otros, como los de la polio-
mielitis y el sarampién, estan en vias de erradicacion.

TECNICAS DE DIAGNOSTICO VIROLOGICO

Tradicionalmente, el diagndéstico de las infecciones
viricas se ha considerado complejo debido a la imposi-
bilidad de efectuar un examen directo por microscopia
convencional y porque el aislamiento de los virus debe
realizarse en lineas celulares, cuyo mantenimiento es
laborioso y requiere experiencia. Por otra parte, la sero-
logia aporta resultados tardios, ya que, para poder efec-
tuar el diagnéstico de modo inequivoco, se requiere la
comparacién del resultado de dos sueros: uno obtenido
en una fase precoz de la enfermedad y otro en el perio-
do de convalecencia.

Este contexto tradicional ha ido modificandose por
la aplicacion de técnicas de examen microscépico rela-
tivamente asequibles y eficaces, como la inmunofluores-
cencia, que constituye una técnica de examen directo del
material clinico a través de la deteccion de los antigenos
viricos en las células infectadas, asi como por la intro-
duccién progresiva de otras pruebas para la deteccion de
antigenos (inmunoenzimaticas y otras); ademas, la uti-
lizacion de sondas y, sobre todo, de técnicas de amplifi-
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cacién genodmica ha incrementado las posibilidades de
diagnostico y permite suplir, en parte, el cultivo celular.

Sin duda, uno de los campos donde las técnicas de
amplificacion gendémica han sido més utiles es el del
diagnostico viroldgico, tanto para la deteccién de un virus
como para su cuantificacion, dato que resulta util para
determinar el estado actual y el pronéstico de las infec-
ciones causadas por el virus de la inmunodeficiencia
humana, el citomegalovirus, el virus de Epstein-Barr y
los virus de la hepatitis (véase el capitulo 9).

A pesar de las limitaciones propias de la tecnologia
tradicional, hay ocasiones en que el aislamiento de un
virus en cultivo celular posee interés porque no existen
otras técnicas asequibles para su deteccién, porque la
rapidez del resultado lo hace eficiente (herpes simple),
porque permite estudiar las caracteristicas antigénicas del
virus (gripe) o para disponer de la cepa en estudios de
sensibilidad (citomegalovirus), tipado y epidemiologia.

Por ultimo, la introduccion de pruebas seroldgicas
para la deteccion de inmunoglobulinas de fase aguda
(IgM, IgA, 1gG de baja afinidad) ha facilitado la obten-
cién de resultados serolégicos precoces (por ejemplo,
hepatitis), que resultan eficaces en el contexto del diag-
néstico, segln se presenta en el capitulo 8.

La toma de las muestras para estudio virolégico debe
efectuarse segun el cuadro clinico y el procedimiento diag-
nostico que vaya a utilizarse. En las faringitis, conjuntivi-
tis, Ulceras cutaneas, etc., la muestra debe tomarse de la
lesion con un escobillén después de limpiary eliminar el
exudado si existe, con el objeto de recoger el maximo
nimero de células. Este material debe introducirse en un
tubo con medio de transporte como la solucion salina de
Hank o Earle, y, si no es posible, deben utilizarse escobi-
llones con un medio de transporte para virus4. EI mate-
rial del aspirado nasofaringeo o el lavado broncoalveolar
ha de sembrarse de inmediato o guardarse en la nevera
sin medio de transporte o conservante. Los liquidos orga-
nicos (liquido cefalorraquideo, pericardico, amnidtico,
etc.) se ponen en un tubo estéril con tapén de rosca sin
medio de transporte ni conservante y se mantienen en la
nevera hasta su procesamiento. En todo caso, las mues-
tras deben procesarse lo antes posible.

En la tabla 6.2 se indica el material clinico y las téc-
nicas de estudio en los sindromes mas frecuentes de etio-
logia virica (véase ademas el capitulo 12).

Examen directo
Microscopia Optica

Las tinciones citoldgicas convencionales, como la
hematoxilina-eosina, permiten la observacién de los cuer-
pos de inclusién en las células de las muestras clinicas.

m

Asi sucede en las muestras de orina, en las que puede
detectarse el citomegalovirus en las células del tracto uri-
nario o en las lesiones vesiculares cutaneomucosas
donde puede visualizarse el virus del herpes simple o e
de la varicela. Sin embargo, este procedimiento en le
préactica sélo se ha introducido para el diagndéstico de h
infeccion cutanea por virus herpéticos (Técnica de
Tzanck); en la actualidad se prefieren las técnicas micros-
copicas de inmunofluorescencia por su mayor sensibili-
dad y su mayor especificidad.

Microscopia defluorescencia

La utilizacion de anticuerpos marcados con fluores-
ceina dirigidos contra los antigenos de un virus permi-
te observar mediante el microscopio de fluorescencia las
células de los tejidos infectadas con el virus. Es una téc-
nica de deteccion de antigeno, y a la vez un examen
microscépico directo. Aparte de los virus HHV 1,2y 3,
esta técnica permite detectar eficazmente los virus de le
gripe, virus respiratorio sincitial, parainfluenza y adeno-
virus en las muestras respiratorias, y el citomegalovirus
en la sangre5 (Tabla 6.2). Las células presentan fluores-
cencia con un patron caracteristico para los diferentes
virus detectados (Figs. 6.2 y 6.3).

Microscopia electronica

La disposicion de microscopios electrénicos de mane-
jo relativamente sencillo ha permitido el diagndstico rapi-
do de infecciones vesiculares como el herpes, la varicela,
Yy, sobre todo, de las infecciones intestinales por rotavirus,
calicivirus y otros virus enteropatégenos. El tratamientc
con anticuerpos especificos de algunas muestras, en par-
ticular las heces, antes de observarlas al microscopio elec-
tronico, facilita la aglutinacion y agregacién de las particu-
las viricas y, por tanto, su visualizacién (inmunomicroscopia
electrénica). Estas técnicas de microscopia electrénica nc
se han introducido en la rutina de los laboratorios de
microbiologia clinica, pero se utilizan en centros especia-
lizados (Figs. 6.4y 6.5).

Cultivo

Aislamiento en cultivos celulares

Los virus no pueden multiplicarse en medios de cul-
tivo convencionales como los utilizados en bacteriologia
y sélo se multiplican en el interior de las células. Por ello,
para conseguir el aislamiento y la propagacién de un virus
a partir de una muestra clinica, ésta debe inocularse a cul-
tivos celulares, que son células vivas mantenidas in vitro,
y en algun caso al embrién de pollo, al ratén lactante u
otros animales. Los cultivos celulares son el sistema
empleado habitualmente para el aislamiento de los virus
en los laboratorios de microbiologia clinica.

4 Existen escobillones en el comercio con medios adaptados al transporte de virus (véase el capitulo 12).
5 Diversas compafiias disponen de reactivos para IF: Bartels y Trinity Biotech. Biotest Diagnostic Corporation. Chemicon International Inc. Dako

Corporation. Diagnostic Products Corporation.

booksmedicos.org


http://booksmedicos.org

Tabla 6.2
Tipo de muestra segln la localizacion de la infeccion, el virus sospechado y las técnicas de diagnéstico utilizadas

Método M étodo

. s . Muestras
diagnéstico alternativo

Localizaciéon Virus asociado

Piel y mucosas:

Exantemas vesiculares HHV1, 2 cC IF Liquido vesicular
HHV3 (Varicela-zoster) IF/CC Liquido vesicular
Enterovirus (Sd. boca-mano-pie) CcC Liquido vesicular, exudado faringeo, heces
Exantemas maculopapulares Enterovirus cc Liquido vesicular, heces
Sarampion IF S Exudado faringeo
Rubéola S CcC Suero, exudado faringeo
B19, HHV6 S Suero
Enantemas (herpangina) Enterovirus CcC Exudado de la lesién
HHV 1,2 cc IF Exudado de la lesion
Mucositis orales HHV 1,2 cc IF Exudado de la lesion
Lesiones genitales HHV 1,2 cc IF Exudado de la lesion
V. del papiloma PCR Raspado cervical o biopsia
Ojos:
Queratoconjuntivitis Adenovirus CcC IF Exudado conjuntival
Conjuntivitis hemorragica Enterovirus cc Exudado conjuntival
Queratitis herpética HHV 1,2 IFoCC Raspado corneal
Coriorretinitis HHV-5 (Citomegalovirus) CC, s-Vv Sangre
Uveitis HHV 1, 2,3 PCR
Aparato respiratorio:
Gripe V. de la gripe IF.CC PCR Aspirado moco nasofaringeo
Exudado faringeo, exudado nasal
Bronquiolitis V. respiratorios IF, CC PCR Aspirado moco nasofaringeo
Neumonia
Pacientes previamente sanos V. respiratorios TF/CC PCR Exudado faringeo, lavado alveolar,
Enterovirus CcC biopsia pulmonar. Aspirado nasofaringeo
Pacientes inmunodeprimidos Ademés de los anteriores
HHV-5 (Citomegalovirus) CC, S-V Lavado alveolar, biopsia pulmonar
Otros diagnosticos en nifios V. respiratorios IF+ CC Aspirado moco nasofaringeo
Pleurodinia Enterovirus CcC Exudado faringeo, heces
Sistema nervioso:
Encefalitis y mielitis HHV 1, 2 PCR CC1 LCR, Biopsia cerebral
Enterovirus CC/PCR2 LCR, exudado faringeo, heces, orina
HHV-3 (Varicela-zoster) PCR
HHV-4 (Epstein-Barr) PCR+ S
HHV-6 PCR+ S

eo1ul|9  elbojo1qoadIN
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Tipo de muestra segln la localizacién de la infeccién, el virus sospechado y las técnicas de diagnéstico utilizadas

Localizacion

Sistema nervioso (cont.):
Meningitis, meningoencefalitis

Sistema cardiovascular:
Pericarditis

Miocarditis

Aparato digestivo:
Gastroenteritis

Esofagitis o colitis en inmunodcprimidos

Hepatitis

Infeccion congénita:

Tabla 6.2 (continuacidon)

Virus asociado

Enterovirus

V. de la parotiditis
HHV 1,2

HHV-3 (Varicela-zoster)

Enterovirus

Enterovirus

Rotavirus, adenovirus, calicivirus, astrovirus

HHV-5 (Citomegalovirus)
HHV 1, 2
Adenovirus

V. hepatitis A-E

HHV-5
Enterovirus
Rubéola
B19

HHV 1, 2,3

Método
diagnéstico

CC/PCR2
CC/IF
PCR
PCR

CcC

CcC

L, EIA, PCR

CC,S-v
ccC
CCI/IF

S. PCR

CC,S-v
CcC
S

S, PCR

CC, PCR

1 Solo en muestras obtenidas por biopsia. El cultivo viroldgico del LCR tiene muy poco rendimiento. PCR solo en LCR.

2 Solo en LCR.

Método
alternativo

CC1

PCR
S-V/PCR

eIB0j0dIA

Muestras

LCR, exudado faringeo, heces, orina
LCR, orina, exudado faringeo

LCR, Biopsia cerebral

LCR

Liquido pericardico, exudado faringeo, heces,
orina

Exudado faringeo, heces, orina

Heces
Biopsia esofagica
Biopsias colon y sigma

L. amnio6tico

Orina del neonato

Sangre fetal y materna para serologia

Sangre fetal y materna para serologia
L. amnidtico

L. amnidtico

CC: cultivo celular; S-V: SheU-vial; IF: inmunofluorescencia; EIA: Deteccién de antigeno por enzimoinmunoanalisis; L: Deteccidn de antigeno por técnica de latex; S: Serologia; PCR: Reaccion en
cadena de la polimerasa u otras técnicas de amplificacion.
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Figura 6.2. Examen por inmunofluorescencia directa (IFD).

Examen de una muestra respiratoria por IFD mediante anticuerpos
monoclonales frente a virus respiratorio sincitial.

Figura 6.3. Deteccién de antigeno de HHV-a (citomegalovirus).

La utilizacién de anticuerpos monoclonales, marcados con fluoresce-
ina, frente a antigenos de HHV-5 permite detectar los nucleos de los
leucocitos de la sangre periférica infectados por este virus.

Cultivos celulares

Las células se propagan en frascos o en tubos que con-
tienen medios nutritivos liquidos que permiten su multi-
plicacion y mantienen su viabilidad. Los cultivos celulares
pueden ser primarios o de linea. En los cultivos primarios
las células se obtienen directamente a partir de 6rganos
como el rifién, el pulmén y otros, procedentes de anima-
les adultos por trituracion del érgano, se introducen en un
frasco plano o en tubos en los que se adosan a la pared,
bafiadas por el medio nutritivo que les permite persistir
como células vivas durante varios dias. Este tipo de célu-
las no puede propagarse a partir de este cultivo inicial y
deben obtenerse cada vez a partir de los 6rganos de los
gue provienen.

Las lineas celulares estan formadas por células (célu-
las de linea) que se obtienen por primera vez por un pro-
cedimiento semejante al anterior, pero pueden propa-

Microbiologia clinica

garse indefinidamente, lo que permite mantenerlas en
el laboratorio de modo continuo sin que sea necesario
obtenerlas cada vez del 6rgano de origen (lineas conti-
nuas). Las células de linea se mantienen en frascos pla-
nos, como las primarias, pero si se tratan con tripsina, se
desprenden de la pared del frasco y se pueden repartir
a otros frascos o a tubos con un medio de cultivo ade-
cuado, en los que se multiplican hasta formar una capa
homogénea que recubre toda la superficie del nuevo fras-
co o tubo. De esta manera, por tratamiento con tripsina
y resiembras sucesivas se puede propagar continuamen-
te la linea celular (Fig. 6.6). Las lineas continuas suelen
originarse a partir de células neoplasicas humanas de
diversos origenes, como el pulmén, la laringe o el cérvix
uterino. Algunas células embrionarias con morfologia
fibroblastica, como las pulmonares, pueden propagarse
como lineas continuas durante un nimero limitado de
pases (40-50), por lo que se denominan semicontinuas.

Los medios nutritivos para el cultivo de las células
son de dos tipos: 1) medios de crecimiento, que aportan

Figura 6.4. Rotavirus.

Aspecto de los rotavirus observados por microscopia electrénica con
forma de virus icosaédrico desnudo.

Figura 6.5. Herpesvirus.

Viriones de herpesvirus observados por microscopia electrénica. Puede
verse la nucleocapsida icosaédrica y la envoltura.

Dra. N. Rabella. H. de Sant Pau.
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Figura 6.6. Frascos y tubos para cultivos celulares.

Las células se hallan adosadas al plastico y bafiadas por el medio de
cultivo. En los laboratorios de virologia clinica los frascos se utilizan
generalmente para la propagacion de las células de linea que se repar-
ten a los tubos para sembrar en ellos las muestras clinicas.

sustancias para la multiplicacion de las células, y 2)
medios de mantenimiento que sustituyen al anterior
cuando las células ya se han multiplicado y han forma-
do una monocapa sobre la pared del frasco o tubo (Figs.
6.7 y 6.8). Su formula es una solucion isotonica de sales
minerales, glucosa, vitaminas y aminoacidos tampona-
da con pH entre 7,2y 7,4 a la que se afiade suero bovi-
no fetal (véase Medios de cultivo).

La mayoria de las lineas celulares pueden obtenerse
en el comercio o en colecciones como la ATCC y otras.
Algunas de ellas se encuentran a la venta en tubos pre-
parados para su uso. Las células mas utilizadas en viro-
logia clinica se recogen en la tabla 6.3.

Inoculacion e incubacion de los cultivos celulares

Las muestras clinicas que se toman para aislar los virus
en los cultivos celulares pueden proceder de territorios
estériles, como la sangre, el aspirado de médula 6sea, el
liguido cefalorraquideo o pericardico, el liquido de una
vesicula cerrada y otros; este material se inocula directa-
mente a los tubos que contienen las células. Por el con-
trario, las muestras procedentes de zonas con flora

Figura 6.7. Linea celular A549.

Linea continua de células epiteliales de carcinoma de pulmén. Colo -
racion de Harris-Shorr modificada.
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comensal, como el moco o exudado nasofaringeo, el aspi-
rado broncoalveolar, la orina, el exudado cervical uterino
y las heces, deben tratarse con antibi6ticos antibacteria-
nos y antifungicos antes de inocularlas.

Existen diversas alternativas respecto a las lineas celu-
lares a utilizar segun el virus investigado (Tabla 6.3). Una
vez seleccionadas las lineas celulares, el volumen de
muestra a inocular en los tubos con la monocapa celu-
lar (tubos 16 x 100 mm) es de alrededor de 0,3 mi, tanto
para las muestras procesadas con antibioticos como para
las que no lo requieren.

Una vez inoculados, los tubos se incuban en la estu-
faa33 °C 0 a35-37 °C dependiendo de los virus que se
pretende aislar, en posicion estatica las primeras 24 horas
para favorecer el contacto de las particulas viricas de la
muestra con la monocapa celular, y posteriormente se
colocan en un tambor giratorio en el que los tubos rue-
dan, lo que permite una mejor conservacion de las célu-
las y que, en el caso de multiplicacion virica, los viriones
liberados se extiendan e infecten de una forma mas rapi-
da al resto de la monocapa.

Alternativamente, las muestras pueden inocularse
por la técnica del shell-vial. El shell-vial es un tubo redon-
do convencional, de unos 18 x 80 mm, con el fondo
plano, en el que hay un cubreobjetos circular de '12 mm
de diametro sobre el que se encuentra adherida la mono-
capa celular. Tras la inoculacién de la muestra, el tubo se
centrifuga durante 40 minutos a 700 g, procediéndose
después a su incubacion. La ventaja de esta técnica se
debe a que 1) la centrifugacion facilita y acelera la infec-
cion de las células y 2) se puede extraer facilmente el
cubreobjetos para tefiirlo con anticuerpos especificos
marcados con fluoresceina, lo que permite detectar la
replicacién virica entre las 18 y 48 horas, mucho antes
de que las células muestren ningdn signo de replicacién
virica (efecto citopatico).

Figura 6.8. Linea celular MRC5.

Linea semicontinua de fibroblastos de pulmén embrionario humano.
Coloracion de Harris-Shorr modificada.
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Tabla 6.3
Células utilizadas para el aislamiento de los virus

Células

Células primarias:
RMK

Lineas semicontinuas:
MRC5
humano

Lineas continuas:

Vero Rifibn de mono verde africano

Hep-2

A-549

RD Rabdomiosarcoma humano

MDCK Rifién de perro

Origen y caracteristicas

Rifibn de mono Rhesus

Fibroblastos de pulmén embrionario

Carcinoma de laringe humano

Carcinoma de pulmoén humano

Virus que se replican

Virus de la gripe
Virus parainfluenza
Virus de la parotiditis
Entcrovirus

HHV 1,2

HHV-3

HHV-5

Entcrovirus

Rinovirus

Virus respiratorio sincitial
Virus BK

Virus parainfluenza
Adenovirus

HHV 1,2

Virus de la parotiditis
Virus de la rubéolal
HHV-3

Virus respiratorio sincitial
Adenovirus

Enterovirus

Virus parainfluenza
Adenovirus

Enterovirus

HHV 1,2

Virus respiratorio sincitial
Virus parainfluenza
Enterovirus

Adenovirus

Virus de la gripe

Se indican las células mas utilizadas para el aislamiento y propagacion de algunos virus de interés en patologia humana.
Otras lineas celulares continuas utilizadas son la HeLa de carcinoma de cérvix humano (virus respiratorio sincitial, virus del herpes simple, ade-
novirus, entcrovirus) y la RK-13 de rifién de conejo (virus del herpes simple y virus de la rubéola).

1 El virus de la rubéola no produce efecto citopatico.

Esta técnica se desarrollé inicialmente para la detec-
cion precoz de HHV5 (citomegalovirus) en cultivo celu-
lar y después se ha aplicado a la deteccidon de otros virus
de multiplicacion lenta.

Lectura de los cultivos

Los cultivos convencionales se observan cada dia
mediante un microscopio invertido, reincubandose cuan-
do es negativo. Cuando se produce la replicacidn virica,
las células sufren diversas alteraciones que permiten
detectarla (Figs. 6.9 y 6.10).

Se pueden observar zonas focales de necrosis con
desprendimiento de las células del tubo o del frasco
y alteraciones microscdpicas de las células consisten-

tes en cambios en su morfologia y en la formacién de
cuerpos de inclusién. Alguna de estas alteraciones,
cuando se observan en células tefiidas por el método
de Harris-Shorr, orientan hacia el virus que las esta cau-
sando (Fig. 6.11). En algun caso, la replicacion de los
virus no da lugar a alteraciones celulares directamente
observables y debe detectarse de modo indirecto, como
sucede en ocasiones con los virus de la gripe, que indu-
cen en la superficie de las células la expresion de glico-
proteinas hemadsorbentes, pudiendo demostrarse
bafiando los cultivos con hematies, que quedan adheri-
dos a las células (prueba de hemadsorcién).

Los tubos de shell-vial, no se observan al microscopio
tras laincubacién, sino que se procesan directamente para
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Figura 6.9. Efecto citopatico de adenovirus en linea Hep-2.

Se observan células redondas aumentadas de tamafio y retractiles que
se agrupan formando racimos.

Figura 6.10. Efecto citopatico de HHV-5 (citomegalovirus).

Se observan focos circunscritos de células muy aumentadas de tamario.

la deteccion de antigeno. Hay que sembrar dos tubos de
shell-vial ya que a las 24 horas de incubacién, indepen-
dientemente de la existencia de efecto citopatico, se extrae
el cubreobjetos del fondo del tubo y se tifie mediante una
técnica de inmunofluorescencia indirecta para la detec-
cion del antigeno del viais sospechado y a las 48 horas se
repite la operacion en el otro tubo (Fig. 6.12).

Identificacion

La identificacion de un virus aislado en un cultivo
celular se efectlia basandose en los siguientes criterios:
1) las lineas celulares en las que se ha multiplicado, 2) el
tiempo de aparicion de las alteraciones citopaticas, y 3)
el tipo y caracteristicas de las mismas y de los cuerpos
de inclusion.

En la tabla 6.4 se establece una correlacién entre los
diferentes virus y la linea celular en que se propagan.

Al tefiir las células con la coloracién de hematoxi-
lina-eritrosina (coloracién de Harris-Shorr modifica-
da), los cuerpos de inclusiéon muestran un tamafio, una
localizacion y una coloracion (baséfilos o eosindéfilos)
gue suele ser bastante caracteristica de cada tipo
de virus. Por ello, cuando se detecta la multiplicacion
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Figura 6.11. Esquema de los efectos citopaticos tefiidos con la tincion
de Harris-Shorr modificada.

1. HHV-1, HHV-2 (herpesvirus humano 1y 2): se observan inclusio-
nes intranucjeares eosindfilas con marginacion de la cromatina a la
membrana nuclear. 2. HHV-5 (citomegalovirus): se observan inclusio-
nes intranucleares eosinofilas que estan separadas de la membrana
nuclear por un halo claro que le confiere el aspecto de «ojo de buho».
3. Picornavirus: se observa una inclusién intracitoplasmatica eosin6-
fila que empuja al nacleo hacia un extremo. Al mismo tiempo la des-
truccién del nacleo se manifiesta por la adquisicion de una coloracién
picnética. 4. Adenovirus: se observan inclusiones intranucleares basé-
filas y retracciones entre la inclusion y la membrana nuclear que le
confiere el aspecto llamado de margarita.

Figura 6.12. Shell vial.

La tincion del cubreobjetos con la monocapa de células MRC-5 con
anticuerpos monoclonales frente a un antigeno precoz de HHV-5 (cito-
megalovirus) permite detectar la presencia del virus antes de la apa-
ricion del efecto citopatico.

del virus en las células, debe realizarse un pase a un
shell-vial o a un tubo de Leighton, en cuyo interior tam-
bién hay una laminilla con células bafiadas por el
medio de cultivo. Tras la replicacién del virus en
las células de la laminilla, ésta se saca del tubo para
teflirla y observar con detalle los cuerpos de inclusién
(Figs. 6.13-6.16).
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Lineas celulares a inocular segun el tipo de muestra y el virus que se sospecha. Tiempo de incubacién

Muestra

Liquido vesicular o escobillén

Exudado conjuntival

Exudado oral (mucositis)

Moco nasofaringeo

Lavado broncoalveolar
y tejido pulmonar

Exudado faringeo

LCR y tejido cerebral

Liquido pericardico

Exudado genital

Orina

Aspirado de médula 6sea
Sangre

Heces

Lineas
a inocular

A-549
MRC-5

A-549
MRC-5
RD

A-549

MDCK
HEp-2
A-549
MRC-5

MRC-5
RD
A-549

A-549
MRC-5
RD
Vero

MRC-5
RD
A-549

A-549
MRC-5

A-549
Vero
MRC-5
RD

MRC-5
MRC-5

A-549
MRC-5
RD

Tabla 6.4

Virus que se sospecha

HHV 1,2
HHV-3
Enterovirus

HHV-3
HHV 1,2
Adenovirus
Enterovirus

HHV 1, 2

V.de lagripeAiB

V. respiratorio sincitial
V. parainfluenza
Adenovirus
Enterovirus

Ademas de los anteriores:
HHV 1,2

HHV-5

HHV-3

Enterovirus
Adenovirus

HHV 1, 2
Enterovirus
Virus de la parotiditis

Enterovirus

HHV 1, 2
HHV-5 (en cuello uterino)

HHV-5

Adenovirus

Virus de la parotiditis
Enterovirus

HHV-5
HHV-5

Adenovirus
Enterovirus
Rcovirus

La inoculacién se efectia segln los protocolos técnicos 6.2 y 6.3
Las lineas MRC-5 y A-549 son las lineas «minimas» que deberian incluirse siempre. Cuando se investiga exclusivamente citomegalovirus (HHV5)
basta con inocular la MRC-5. Algunos virus requieren lineas especificas asi los virus de la gripe (MDCK), el virus respiratorio sincitial y parain-
fluenzae (Hep-2), parotiditis (Vero) y algunos enterovirus (RD).

Actualmente, en los laboratorios de virologia clini-
ca, para identificar los virus aislados por cultivo celu-
lar, no suelen utilizarse las tinciones de hematoxilina-
eosina u otras convencionales ni la hemadsorciéon u

Linea en que se multiplica

A-549, Vero, MRC-5
A-549, MRC-5
A-549, RC-5, RP

A-549, MRC-5
A-549, Vero
A-549, HEp-2
MRC-5, RD, A-549

Vero, A-549

MDCK
HEp-2, MRC-5, A-549
HEp-2, A-549, MRC-5
A-549, HEp-2

MRC-5, A-549, HEp-2

A-549
MRC-5
MRC-5, A-549

MRC-5, RD, A-549

A-549,Vero
MRC-5, RD, A-549
Vero

MRC-5, RD, A-549

A-549 Vero
MRC-5

MRC-5

A-549

Vero

MRC-5, RD, A-549

MRC-5
MRC-5

A-549
A-549, MRC-5, RD
MRC-5
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Dias

de incubacién

7 dias
3 semanas
14 dias

3 semanas
7 dias

14 dias

14 dias

7 dias

14 dias
14 dias
14 dias
14 dias
14 dias

7 dias
4 semanas
3 semanas

14 dias
14 dias

14 dias
14 dias
14 dias

14 dias

7 dias
4 semanas

3 semanas
14 dias
14 dias
14 dias

6 semanas
6 semanas

14 dias
14 dias
14 dias

otras técnicas inmunoldgicas clasicas, como las de neu-
tralizacién o fijacion del complemento, sino que la iden-
tificacion se lleva a cabo mediante anticuerpos fluores-
centes especificos, observando con el microscopio de
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fluorescencia, tal como se efectiia en el examen direc-
to (Fig. 6.17).

Cuando se observa un efecto citopatico y no se pro-
duce reactividad con los anticuerpos fluorescentes utili-
zados, debe sospecharse la presencia de un efecto ines-
pecifico por toxicidad sobre las células. Este, en algun
caso, puede descartarse por su aspecto o, alternativa-
mente, mediante un pase a otro cultivo celular, donde la
sustancia toxica quedara muy diluida, por lo que no se
producira efecto citopatico; en cambio, si la causa era un
virus no identificado, se reproducira el efecto. En este
caso se puede remitir a un centro especializado.

Inoculacion a animales de experimentacion

Algunos virus, como el de la gripe, se aislaban hasta
hace poco tiempo por inoculacién del material clinico al

Figura 6.13. Efecto citopatico de HHV-5 (citomegalovirus).

Pueden observarse las inclusiones intranucleares eosinéfilas separa-
das de la membrana nuclear por un halo claro caracteristico del efec-
to citopético causado por el HHV-5.

Figura 6.14. Efecto citopatico de los paramixovirus.

Se observa un sincitio o célula gigante formado por varios nicleos que
comparten el citoplasma e inclusiones eosindfilas intracitoplasmaticas
rodeadas de una zona incolora que las separa del material citoplasmatico.
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Figura 6.15. Efecto citopéatico de los picornavirus.

Se observa la inclusion eosinéfila intracitoplasmatica y el nucleo pic-
nético en un extremo de la célula caracteristico de los picornavirus.

Figura 6.16. Efecto citopatico de HHV-2 (herpesvirus humano 2).

Se observa el efecto citopatico de HHV-2 en una linea continua de
células epiteliales.

Figura 6.17. Identificacion de los virus por fluorescencia.

Confirmacién por técnica de inmunofluorescencia de la presencia de
antigenos de IIHV-1 (herpesvirus humano 1) en un cultivo celular con
el efecto citopético caracteristico.
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embrion de pollo de un huevo fecundado de 10 dias. Hoy
se dispone de células primarias, como la RMK de rifién
de mono, o continuas, como la MDCK de rifiébn de perro,
que permiten su aislamiento.

Las técnicas de inoculacion al animal de experimen-
tacion se han empleado para el aislamiento de virus que
no se propagan bien en cultivos celulares o en el embrién
de pollo (por ejemplo, la inoculacién intracerebral al ratén
lactante se utiliza para el aislamiento de algunos seroti-
pos de enterovirus), pero estas técnicas no se emplean
en los laboratorios de microbiologia clinica para diag-
nostico virolégico convencional, y menos desde que exis-
te la posibilidad de detectar los enterovirus mediante
amplificacion genémica.

TECNICAS DE DIAGNOSTICO
INMUNOLOGICO Y MOLECULAR

Ya se ha sefialado la importancia de la deteccién de
antigenos viricos especificos tanto en las muestras clini-
cas para diagnoéstico como en cultivos celulares para la
identificacion del virus.

Existen otras técnicas inmunolégicas que permiten
la deteccion de antigenos viricos en las muestras clini-
cas, como son las de aglutinacion de particulas de latex,
de enzimoinmunoanalisis (EIA) o la inmunocromato-
grafia, entre otras.

La técnica de latex se utiliza para la deteccion de
rotavirus y adenovirus en las heces . La técnica de EIA,
aplicada sobre membrana o en micropocillos con diver-
sos niveles de automatizacién, se utiliza para la detec-
cion de un gran namero de virus, como el rotavirus,
calicivirus, astrovirus, adenovirus, virus respiratorio sin-
citial, virus de la gripe, virus de la hepatitis B o virus de
la inmunodeficiencia humana, ya que son técnicas sen-
cillas, con una metodologia homogénea que evita la
complejidad del examen directo y del cultivo celu-
lar (Fig. 6.18). La inmunocromatografia se ha introdu-
cido para la deteccion del antigeno de virus respirato-
rio sincitial, gripe A y B, rotavirus y adenovirus causan-
tes de gastroenteritis. Constantemente se introducen
nuevas técnicas inmunolégicas para la deteccion de
estos virus y otros. En el capitulo 8 se detallan estas
técnicas (Fig. 6.19).

Las sondas genéticas, que se han utilizado en técni-
cas de hibridacién in situ para detectar el genoma de virus
como papilomavirus y otros, actualmente tienen aplica-
ciones muy limitadas.

Las técnicas de amplificaciéon no sélo permiten diag-
nosticar una infeccién virica a través de la deteccion
del genoma del virus, sino también cuantificar la vire-
mia, que en ocasiones posee valor pronoéstico. La ampli-
ficacién de los virus RNA por PCR requiere el paso pre-

Microbiologia clinica

Figura 6.18. Deteccion de antigeno del virus respiratorio sincitial.

La técnica de EIA sobre membrana, en dot, permite detectar el antige-
no del virus en un aspirado nasofaringeo (véase el capitulo 8).

vio de RNA a DNA mediante una transcriptasa inver-
sa (RT-PCR). Otras técnicas, como el NASBA, permi-
ten amplificar directamente virus RNA.

El diagnéstico de las infecciones del sistema nervio-
so centra] por herpesvirus, de las infecciones por
virus de las hepatitis y del sida, asi como de las infec-
ciones por HHV5 y HHV4 (EBV) son areas en las que
las técnicas de amplificacién son muy utilizadas.

Adenovirus

SAMPLE

CONTROL

For Invesligational Use Only

Figura 6.19. Deteccion de antigeno de adenovirus por inmunocroma-
tografia.

Deteccién de antigeno de adenovirus en una muestra fecal por técni-
ca de inmunocromatografia. Puede observarse arriba la banda de reac-
cion positiva y abajo la de control de migracién.
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Virologia

En general, la laboriosidad del diagnéstico viro-
l6gico clasico ha hecho que la virologia sea un area
donde las nuevas técnicas de deteccion de antigeno y
de amplificacién han encontrado un campo fértil para
su aplicacién. En el capitulo 9 se describen con algin
detalle las técnicas genéticas aplicadas al diagndéstico
clinico.

DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Durante muchos afios, en los laboratorios no espe-
cializados las Unicas técnicas utilizadas para el diagnés-
tico viroldgico han sido las serologicas, mediante prue-
bas de fijacion del complemento, aglutinacion pasivay,
posteriormente, de enzimoinmunoanalisis.

Estas pruebas aportan resultados tardios al requerir
dos sueros, uno obtenido en la fase precoz de la enfer-
medad y otro en el periodo de convalecencia, que deben
procesarse en paralelo para demostrar un incremento
del titulo en el segundo suero de cuatro veces 0 mas res-
pecto al primero.

La técnica tradicional de fijacién del complemento
aun se utiliza para el diagnoéstico retrospectivo de la
infeccion por virus respiratorios por su aceptable sen-
sibilidad y especificidad. La técnica puede realizarse
de un modo semiautomatizado, lo que facilita su desa-
rrollo.

La introducciéon de técnicas de inmunofluorescencia
0 enzimoinmunoanalisis que permiten la deteccion en
la primera muestra de suero de las inmunoglobulinas de
la clase M, caracteristicas de las infecciones en fase aguda,
ha aportado mayor eficiencia diagndstica a las técnicas
seroldgicas.

Mediante la deteccion de IgM pueden diagnos-
ticarse con sensibilidad, especificidad y notable
precocidad la hepatitis A, la hepatitis B, la infeccion
reciente por HHV5, HHV 6, rubéola, virus B 19 y
HHV4, entre otras. En el capitulo 8 se revisan las téc-
nicas seroldgicas.

MEDIOS DE CULTIVO. DESCRIPCION

Las células se multiplican adecuadamente en el tubo
de ensayo si encuentran unas condiciones similares a las
existentes en el érgano de origen. Estas condiciones se con-
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siguen con un medio liquido rico en sustancias nutritivas
asimilables por las células que tiene en cuenta, ademas de
los ingredientes, otros factores, como el pH, la osmolari-
dad, la presencia de iones inorganicos, la fuente de carbo-
noy la presencia de gases como 0 2y CO, en un equilibrio
adecuado. Estos medios se preparan en una campana de
flujo laminar para evitar su contaminacién. Una vez pre-
parados, se conservan en la nevera un maximo de siete
dias en ausencia de luz, por lo que es adecuado proteger-
los con un papel de estafio para prevenir su alteracion.

Las células, que se introducen en el frasco en una can-
tidad determinada, se multiplican hasta cubrir totalmen-
te la superficie del tubo o frasco, a la que se adosan for-
mando una monocapa. Para la formacién de la monocapa,
se utiliza un medio (medio de crecimiento) con igual com-
posiciéon sea cual sea la linea celular. Para el manteni-
miento de las células, una vez formada la monocapa, se
desecha el medio de crecimiento y se incorpora un medio
de mantenimiento, con menos suero bovino.

Nota: los tubos y frascos de vidrio deben lavarse y
aclararse segun protocolos muy rigurosos en cuanto a
procedimientos, detergente, aclarado y pH residual, ya
que, si quedan restos toxicos o pH inadecuado después
del lavado, las células no se multiplican. En la actualidad
suelen utilizarse tubos o frascos de plastico comerciales
y ya preparados para su uso que eluden este problema.

Medio de crecimiento

Medio minimo esencial de Eagle6sin bicarbonato ni
glutamina (10 x), 100 mi; L-glutamina (200 mm) 10 mi;
aminoé&cidos no esenciales 10 mi; suero bovino fetal 100
mi; Hepes pH 7,4 30 mi; solucién de antibiéticos: peni-
cilina 200.000 Ul; estreptomicina 200 mg; neomicina 30
mg. Afiadir agua destilada estéril para obtener 1 1de
medio. Ajustar el pH a 7,2-7,4 con hidréxido sédico 1 N.

Medio de mantenimiento

Medio basal de Eagle6sin bicarbonato ni glutamina
(10 x), 100 mi; L-glutamina (200 mm) 10 mi; suero bovi-
no fetal 25 mi; Hepes pH 7,4 30 mi; solucién de antibio-
ticos: penicilina 200.000 Uf; estreptomicina 200 mg; neo-
micina 30 mg. Afiadir agua destilada para obtener 11 de
medio. Ajustar el pH a 7,2-7,4 con hidroxido s6dico 1 N.

Nota: todos los reactivos indicados pueden hallarse
en el comercio, incluyendo el medio de Eagle ya prepa-
rado.

6 El medio minimo esencial de Eagle y el medio basal de Eagle contienen una solucién equilibrada de sales (como la solucién de Earle), amino-
acidos esenciales y vitaminas, y segin su formulacién puede incorporar glutamina.
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CAPITULO

7 Parasitologia

PARASITOS HUMANOS. CONCEPTO

Bajo el concepto de parasito se incluye a todos los seres
que viven asociados a otro causandole perjuicio o enfer-
medad, pero en medicina, tradicionalmente, este nombre
se ha reservado a los protozoos y los helmintos que viven
temporal o permanentemente en el hombre, la mayoria
de los cuales le causan enfermedadl Los artropodos, que
también son estudiados por la parasitologia médica, deben
su importancia a su capacidad para actuar como vectores
de transmisién de algunos microorganismos.

Protozoos

Los protozoos pertenecen al reino Protoctista. Son
microorganismos unicelulares eucariotas con un tama-
fio que oscila entre 3 y 100 pm. Carecen de pared celu-
lar rigida y son mdviles. Tienen un metabolismo heter6-
trofo, obteniendo los nutrientes organicos por absorcién
o por fagocitosis. Se reproducen asexualmente, por divi-
sion simple o multiple, o sexualmente y algunos alter-
nan ambos ciclos reproductivos. Aunque todos compar-
ten las caracteristicas estructurales y fisioldgicas de las
células eucariotas, su morfologia y ciclo vital son muy
variados en los diferentes grupos.

Los protozoos son muy sensibles a los agentes fisi-
cos y quimicos, por lo que para pasar de un hospedador
a otro a través del medio ambiente, adquieren una forma
guistica de resistencia. La forma vegetativa activa en el
hospedador se denomina trofozoito, para diferenciarla
de los quistes.

Los protozoos, por su tamafo, pueden visualizarse
facilmente mediante el microscopio 6ptico, y presentan,
en general, suficientes diferencias estructurales como
para poder ser identificados por las caracteristicas mor-
fologicas mediante observacidon microscopica.

La clasificacion se basa en sus caracteristicas mor-
folégicas y fisioldgicas y de reproduccién. En los ulti-
mos afios también se han utilizado como criterio taxo-
nomico diversos datos aportados por la biologia
molecular.

Los principales grupos de interés médico incluyen:

Las amebas (Sarcodind). Son protozoos con movi-
miento ameboide, con division binaria y sin reproduc-
cién sexual, como la entamoeba parasita del tubo diges-
tivo del hombre.

Los flagelados (Mastigophora), con uno o més flage-
los caracteristicos de las células eucariotas, se reprodu-
cen por division binaria asexual. Hay parasitos del tubo
digestivo, como la giardia y de las vias genitales, como
las tricomonas y también de los 6rganos profundos, como
las leishmanias y los tripanosomas.

Los apicomplexa (Apicomplexa) son pardsitos intra-
celulares de pequefio tamafo que poseen una estructu-
ra apical para la penetracion a las células (de ahi su nom-
bre). Alternan fases de reproducciéon asexual y sexual.
Los criptosporidios, el toxoplasma y los plasmodios son
los principales representantes de este grupo.

Otros grupos de interés en medicina son los ciliados
(Ciliophora) y los microspéridos (Microspora).

En la tabla 7.1 se sefialan los principales protozoos
de interés en medicina y en la figura 7.1 sus caracteris-
ticas morfoldgicas.

Helmintos

Con el término helminto suele hacerse referencia
genérica a los animales invertebrados que tienen aspec-
to de gusano; en parasitologia médica se emplea para
referirse a dos grupos de vermes: los platelmintos (gusa-
nos planos) y los nematodos (gusanos redondos); en
ambos existen especies parasitas del hombre (Figs. 7.2

y 7.3).

Los helmintos adultos se reproducen sexualmente
poniendo huevos de los que se originan larvas, que a tra-
vés de diversos estadios (L1 a L4) que se suceden en uno
o en diferentes huéspedes, segun la especie, alcanzan el
estado adulto. La gran mayoria de los helmintos pardsi-
tos del hombre son visibles macroscépicamente en su esta-
dio adulto; en tanto que los huevosy las larvas son micros-
copicos. En general, la morfologia de los adultos, de los

1 En parasitologia, se denomina hospedador al ser vivo -incluyendo el hombre- que alberga a un parasito.
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Figura 7.1. Aspectos morfolégicos generales de los protozoos.

Los protozoos de mayor interés en medicina pertenecen a tres grupos,
las amebas, los flagelados y los apicomplexa. Los ciliados y los micros
poridios poseen menos interés por su menor incidencia.

En el grupo de las amebas, los trofozoitos, cuyo tamafio varia de 5-60
(im, son moviles y presentan una forma muy variada debido a la emi-
sion de pseuddépodos, que pueden ser romos y anchos o alargados,
como dedos de guante. Los trofozoitos de las amebas son tipicamen-
te uninucleados y el ndcleo vesiculoso se caracteriza por tener un cario-
soma de posicién central o subcentral; en el género Entamoeba, los gra-
nulos cromatinicos se disponen periféricamente en la cara interna de
la membrana nuclear. En el citoplasma se distinguen vacuolas diges-
tivas y otros elementos fagocitados. Los quistes son esféricos u ovala-
dos, de 5-20 jun de tamafio y tienen una cubierta rigida y poco apa-
rente. Pueden ser uni o plurinucleados, dependiendo de la especie y
del grado de madurez. En su citoplasma es frecuente observar unos
corpusculos bastoniformes (cuerpos cromidiales). Entamoeba histolyti-
ca: 1. trofozoito, 2. quiste.

Los flagelados se caracterizan porque sus trofozoitos estdn provistos
de flagelos, que desaparecen en los estadios de vida intracelular de

huevos y de las larvas permite la identificacién del hel-
minto a nivel de género o incluso de especie.

Los helmintos de interés en medicina pertenecen a
dos grandes grupos, los platelmintos y los nematodos.

Los platelmintos (Plathelmintes) son vermes muy
primitivos; tienen el cuerpo aplanado, algunos carecen
de tubo digestivo y cuando existe es ciego. Son herma-
froditas, salvo escasas excepciones. Algunos son de vida
libre, pero la mayoria son parésitos de los vertebrados.
Entre los platelmintos parasitos humanos, como las
tenias, la fasciola, y los esquitosomas, existen impor-
tantes diferencias de forma y tamafo, que oscila en-
tre metros (algunas tenias), centimetros (fasciola) y
milimetros (esquistosomas), asi como de fisiologia
(Fig. 7.2).

Los nematodos (Nematoda) son gusanos redondos,
de tamafio muy variable (de mm a cm), que pueden tener
vida libre o ser paréasitos de otros invertebrados y verte-
brados, incluyendo el hombre. Tienen el cuerpo recu-
bierto por una cuticula, un tubo digestivo completo con

2 Véase el capitulo 1. La nomenclatura en biologia.
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algunas especies. Los flagelos se originan siempre en
pequefias estructuras citoplasméaticas denominadas ble-
faroblastos, en ocasiones estan asociados a otras organe-
las, tanto en su base (cinetoplasto) como formando mem-
branas ondulantes cuyo nimero y disposicién es muy
variado en las distintas especies. El tamafio de los trofo-
zoitos oscila entre 5y 40 jim. Los quistes (6-20 |xm) son
de forma oval uni, bi o0 multinucleados. Tan sélo los fla-
gelados que son parasitos intestinales tienen una forma
quistica. Giardia lamblia: 3. trofozoito, 4. quiste. Trichomo-
nas vaginalis: 5. trofozoito. Leishmania: 6. promastigote,
7. forma amastigota.

En los ciliados la movilidad se lleva a cabo por medio de
cilios, presentes s6lo en los trofozoitos, son relativamen-
te cortos y numerosos y se originan de pequefios granu-
los basales en todo el contomo del parasito. Algunos cilia-
dos son multinucleados y otros, como Balantidium coli,
tienen dos nucleos, uno grande, macronucleo, y otro
pequefio o microndtcleo. B. coli es el Unico ciliado patége-
no para el hombre; en la forma trofozoica tiene aspecto
piriforme y un tamafio muy grande (40-150 x 25-100 um). En su region
apical se observa un citostoma y el macrontcleo que es de forma arri-
fionada. Los quistes son esferoidales y con una doble cubierta. Balan-
tidium coli: 8. trofozoito, 9. quiste.

Los apicomplexa son parésitos intracelulares por lo menos durante los
estadios de multiplicaciéon asexual. Los trofozoitos estan provistos de
una estructura apical caracteristica que les permite entrar activamen-
te en el interior de las células huésped. Se mueven por deslizamien-
to. En su ciclo biolégico se suceden tres fases, una de multiplicacion
asexual o agamogonica, otra de diferenciacién de los gametos, que ter-
mina con su fusién para formar un zigoto y una tercera, la esporogo-
nica, durante la cual, y a partir de divisiones del zigoto, se forman los
esporozoitos. Toxoplasma gondii: 10. trofozoitos. Plasmodium: 11. tro-
fozoitos, 12. gametos.

Los microsporidios son protozoos de tamafio muy pequefio. En el inte-
rior de una espora densa y retractil se halla el trofozoito (esporoplas-
ma) y un filamento polar, el cual se dispara explosivamente, clavan-
dose en una célula del hospedador, pasando el esporoplasma a través
del filamento hasta el interior de la célula donde se multiplica (no se
representa en la figura).

boca y ano, sistema excretor y sistema nervioso. Presen-
tan separacion de sexos con diferencias morfolégicas
entre ambos, siendo las hembras de mayor tamafio que
los machos.

Entre los nematodos, hay parasitos humanos tan
importantes como los estrongiloideos, ascaridos, oxiu-
ridos, uncinarias, filarias y triquina. En la figura 7.3 se
representa la anatomia general de los nematodos.

Los ciclos vitales de los paréasitos son regulares y estan
inexorablemente prefijados. Algunos parasitan a un hos-
pedador Unico (pardsitos monoxenos) y otros requieren
varios hospedadores para completar su ciclo vital (para-
sitos heteroxenos). Cuando el ciclo vital comporta la para-
sitacion de mas de un hospedador, aquel en el que tiene
lugar la reproduccion sexual se denomina hospedador
definitivo y en el que tiene lugar la reproduccion ase-
xual, intermediario.

Los nombres cientificos de los protozoos y de los hel-
mintos se adaptan a las reglas de la nomenclatura bino-
mial2.
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Parasitosis humanas

Las parasitosis humanas, tanto las causadas por pro-
tozoos como por helmintos, por razones practicas, se
han clasificado en parasitosis de cavidades abiertas, que
hacen referencia a las del tubo digestivo y de la vagina,
y parasitosis hemotisulares (0 hemohisticas), que afec-
tan a los tejidos y 6rganos, como la piel, el higado, el pul-
mon, la sangre, la médula ésea y otros.

Los parasitos presentan aveces un unico estadio bio-
l6gico y morfoldgico y una Unica localizacién en un solo
huésped, como las tricomonas, que causan vaginitis y

En la parte superior de la figura se observan las caracteristicas de los
cestodos o tenias humanas que, en su forma adulta, presentan un
aspecto acintado y segmentado (1).Tienen un escolex (cabeza) (2) con
6rganos de fijacion y un cuello corto, a partir del cual se originan los
segmentos o proglétides, cuyo conjunto da lugar al estrébilo. Los seg-
mentos proximos a la cabeza son inmaduros. Los anillos sexualmen-
te maduros, que poseen 6rganos de ambos sexos (hermafroditas), ocu-
pan el tercio medio del estrébilo y los anillos distales son los gravidos
(3). Su tamafio oscila desde unos pocos milimetros a varios metros.

Abajo pueden observarse las caracteristicas de los trematodos, platel-
mintos que tienen el cuerpo no segmentado, son aplanados dorsoven-
tralmente, tienen aspecto foliaceo y son hermafroditas (4). Otros tre-
matodos como los esquistosémidos se apartan de este morfotipo
porque tienen sexos separados; los machos aunque de forma plana,
repliegan los bordes del cuerpo adoptando un aspecto pseudocilindri-
co y las hembras son cilindricas.
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Los nematodos son de cuerpo cilindrico con simetria bilateral. Su tama-
fio varia desde unos pocos milimetros a algunos centimetros. Estan
provistos de un tubo digestivo completo con la boca situada apical-
mente y el orificio anal de localizacién ventral o subterminal que en
los machos desemboca en una cloaca donde también se encuentra el
conducto eyaculador. El aparato genital es usualmente simple; en los
machos existe un Unico tubo u 6rgano sexual que funciona a la vez
como productor de espermatozoides y como canal eyaculador; en las
hembras, su tubo ovarico-uterino es doble o incluso multiple. Las espi-
culas y el gubernaculo del macho son érganos copuladores internos.

uretritis en los humanos; pero en otras ocasiones un
parasito presenta diversos estadios, cada uno de los cua-
les se localiza en huéspedes diferentes, desarrollando
por tanto, complejos ciclos evolutivos. Con ello se pre-
tende sefialar que los ciclos vitales de los paréasitos pue-
den ser muy sencillos o extraordinariamente complejos,
por lo que requieren una descripciéon individualizada.

Es importante conocer el estadio evolutivo y la loca-
lizacién de los parasitos en el hombre para poder com-
prender los sintomas de las parasitosis, tomar las mues-
tras adecuadas para el diagnéstico y poder reconocer
morfolégicamente el parasito.

Cabe destacar que es imprescindible conocer la dis-
tribucion geogréafica de los paréasitos, ya que algunos son
de distribucién universal, como la giardia o la tricomo-
na, en tanto que otros son de distribucién geografica res-
tringida, como los plasmodios o los esquistosomas. Es
importante que los médicos de paises sin parasitosis
endémicas propias de areas tropicales, cuando atiendan
a viajeros o a poblaciéon inmigrante procedente del tré-
pico, piensen en los procesos infecciosos propios de los
paises de origen (http://www.cdc.gov/travel/diseases.htm).
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Protozoo

Amebas:
Entamoeba histolytica

Entamoeba dispar
Blastocystis hominis

Ciliados:
Balantidium coli

Flagelados:
Giardia intestinalis
Dientamoeba fragilis
Trichomonas vaginalis
Leishmania (Tabla 7.2)
Tripanosoma (Tabla 7.3)

Apicomplexa:
Toxoplasma gondii

Plasmodium (Tabla 7.4)
Cryptosporidium parvum

Isospora belli

Cyclospora cayetanenesis

Microspora:
Enterocytozoon bieneusi

Tabla 7.1

Principales protozoos de interés en medicina

Hospedadorl

Hombre
Hombre

Hombre

Cerdo (Hombre)

Hombre
Hombre
Hombre
Perro (Hombre)/Insectos

Varios (Hombre)/Insectos

GatoHJ'rat6on/ vacal”, etc.
(Hombre)

Hombrel'/InsectolD
Mamiferos (Hombre)

Hombre

Mamiferos? Hombre?

Vertebrados e
invertebrados

Encephalitozoon intestinalis Vertebrados e

invertebrados

Transmisién

Patologia

Microbiologia clinica

Distribucion

Feco-oral Colitis, absceso hepéatico Restringida

Feco-oral No patégena Universal

Feco-oral Dudosa Universal

Feco-oral Enteritis, colitis Restringida

Feco-oral Enteritis Universal

Feco-oral Enteritis (colon) Universal

Sexual Vaginitis, uretritis Universal

Insectos Leishmaniasis2 Restringida

Insectos Tripanosomiasis2 Restringida

Oral y feco-oral Asintomatica. Universal

Toxoplasmosis2

Picadura Paludismo2 Restringida

Feco-oral Enteritis, colangitisen  Universal
inmunodeprimido

Feco-oral Enteritis, Universal
diarrea del viajero

Feco-oral Enteritis, Universal?
diarrea del viajero

Feco-oral Enteritis en Universal
inmunodeprimidos

Feco-oral Enteritis en Universal

inmunodeprimidos

1 Cuando se sefiala un Gnico hospedador, el ciclo del parasito es monoxeno. Cuando se sefialan varios hospedadores separados por una barra
(/) el ciclo del parasito es heteroxeno. En paréntesis se indica el hospedador menos frecuente para diferenciarlo del hospedador natural. A veces
uno de los hospedadores es un insecto que actia ademas como vector (por ejemplo, plasmodios, leishmania, etcétera).

2 Incluye diversos procesos patolégicos y cuadros clinicos (véase texto).

HD hospedador definitivo; ™ hospedador intermediario.

PROTOZOOS DE INTERES EN MEDICINA

Amebas

Entre las amebas s6lo Entamoeba histolytica es patoé-

gena para el hombre. Se transmite a través de sus for-
mas quisticas por via feco-oral causando una entero-
colitis invasora con clinica variable; pero en su forma
caracteristica, conocida como disenteria amebiana, la
diarrea se acompafia de moco y sangre por las ulcera-
ciones de la mucosa intestinal. Este protozoo puede
alcanzar el higado a través de la vena porta formando
abscesos.

Las especies de Acanthamoeba y otras amebas de vida

‘forc se han reconocido como patégenas para el hom-
bre. Pueden causar meningoencefalitis, tanto en el hués-

Figura 7.4. Leishmaniasis cutdnea zoonética (botén de oriente).

T
La leishmamasis cutanea se caracteriza por la formacién de un nodu-
|Ga ue pUe(;0 alcanzar varios milimetros de diametro con un fondo

infiltrado que puede o no ulcerarse.
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Complejo/Especie

Leishmania donovani complex
L donovani2

L. infantum

L. chagasi

Leishmania trépica

Leishmania major

Leishmania aethiopica

Leishmania mexicana complex
L. mexicana

L, amazonensis

L. venezuelensis

Leishmania braziliensis complex
L. braziliensis

L. peruviana

Leishmania guyanensis complex
L. guyanensis

L. panamensis

Tabla 7.2
Patologia, distribucién y diagndstico de las leishmanias patégenas para el hombre

Patologia/Clinica

Leishmaniasis visceral
(Kala-azar)

Leishmaniasis dérmica post

Kala-azar

Leishmaniasis visceral y
cutdnea (Fig. 7.4)

Leishmaniasis visceral y
cutanea

Leishmaniasis cutanea
antroponética o urbana
(botén de oriente)

Leishmaniasis cutanea
zoonética o rural (botén
de oriente)

Leishmaniasis cutanea,
leishmaniasis cutanea
difusa (Icpromatosa)

Leishmaniasis cutanea
(Glcera del «chiclero») y

cutéanea difusa (ocasional)

Leishmaniasis cutanea
difusa (lepromatosa)

Leishmaniasis cutanea

Leishmaniasis mucocutanea

(espundia), cutanea
Leishmaniasis cutanea

Leishmaniasis cutanea
(pian-bois) (metéastasis en

sistema linfatico, recuerda

una esporotricosis)

Leishmaniasis cutanea
(«Ulcera de Bejuco»)
(metéstasis en el sistema
linfatico con nodulos

Distribuciéon geografical

Subcontinente indio
(Bangladesh, India, Nepal
Pakistan), peninsula arabiga,
Africa Oriental y China

Paises de la cuenca
mediterranea

America central y norte de
Ameérica del Sur

Europa Oriental, Asia Central
y focos aislados en Africa

Norte y centro de Africa y Asia
occidental incluyendo la
peninsula arabiga

Etiopfa, Kenya

Sur de Texas, México
Centroamérica y norte de
América del sur

Cuenca amazénica (norte de
Brasil)

Venezuela

América latina (Brasil y
Venezuela)

Valles andinos (PerGy
Argentina)

América del sur a excepcién
Argentina y Chile

Panama, Costa Rica Colombia
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Diagnostico

1. Diagnéstico directo
Observacion microscépica
Tincién de Giemsa o
similares

Leishmaniasis cutanea:

Exudados o improntas de
biopsias de lesiones
cuténeas

Leishmaniasis visceral:

Frotis de aspirados o
biopsias medulares

Detecciéon de antigeno en
orina

Util en leishmaniasis visceral

Cultivo

Medio bifasico de NNN.
Medio liquido de Schneider.
Inoculacion en hamster

Técnicas de amplificacién
de acidos nucleicos (PCR)

En fase experimental
(no comercializadas)

2. Diagnostico serolégico

Util en leishmaniasis
visceral

De poco valor en
leishmaniasis cutanea

De valor limitado en
leishmaniasis mucocutanea

Intradermorreaccion

Util en leishmaniasis cutanea

secundarios) y mucocutanea

El género Leishmania se divide en dos subgéneros Viannia, que incluye las especies de L. braziliensis complex y L. guyanensis complex y el subgéne-
ro Leishmania, que incluye el resto de especies. Se diferencian porque sus vectores pertenecen al género Lutzomia y Phlebotomus, respectiva-
mente.

La prevalencia de la leishmaniasis humana es de 12-14 millones. La incidencia de la leishmaniasis cutanea es de 1,5 x 10hcasos/afio y de la vis-
ceral 5 x 105 casos/afio.

1 Para ver la distribucién detallada y actualizada de las leishmaniasis humanas, consultar http://wvvw.cdc.gov/travel/diseases.htm.

Aunque el estado inmunitario del paciente condiciona la forma clinica (cutanea o sistémica) probablemente también la condiciona la especie de
leishmania involucrada; asi, mientras las especies del complejo donovani pueden dar lugar a leishmaniasis visceral y cutanea. L. trépica, 1. major
y l. aethiopica se caracterizan por presentar sélo clinica cutdnea y las especies de los complejos braziliensis y guyanensis, por su tendencia a
producir metastasis en tejidos mucosos originando la leishmaniasis mucoculanea.

2 Especie fundamentalmente antroponética.
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Microbiologia clinica

Tabla 7.3
Patologia, distribucién y diagnéstico de los tripanosomas patégenos humanos

Especie Patologia/Clinica

Trypanosoma brucei
subsp. rhodesiense

Tripanosomiasis africana aguda
Chancro en el lugar de inoculacién.
Fiebre, linfoadenopatias, cefalea,
insomnio, pericarditis, encefalitis
de aparicién temprana2y coma

Trypanosoma brucei
subsp. gambiense

Enfermedad del suefio
Chancro en el lugar de inoculacién.
Tripanosomiasis africana subaguda
o cronica. Encefalitis progresiva
(somnolencia)

Trypanosoma cruzi Enfermedad de Chagas
Fase aguda. Lesion en el lugar de la
inoculaciéon (chagoma, edema
palpebral) con estadio precoz
asintomatico (99%) o con fiebre,
molestias generales, linfoadenopatias,
hepatoesplenomegalia, miocarditis y

meningoencefalitis

Fase cronica. Se manifiesta afos o
décadas después de la infeccién inicial
(33%): lesién miocardica, megacolon,
megaesofago, etcétera. En pacientes
con sida la evolucién es grave y atipica

Trypanosoma rangeli3  Tripanosomiasis americana benigna
Generalmente es asintoméatica

Distribuciéon geogréafical Diagnéstico

Este y Sudeste de Africa
tropical

1. Diagnostico directo.
Observacion microscopica:
Fase inicial y hemolinfatica:
examen en fresco o tras tin-
cion del exudado del chancro,
aspirado de adenopatias, san-
gre, buffy coat, médula 6sea
Fase tardia (SNC):
examen en fresco o tras tin-
cion del sedimiento del LCR
Inoculacioén:
La inoculacién en rata o ratén
s6lo es dtil para la subsp.
rhodesiense

Oeste y centro de Africa
tropical

2. Diagnédstico serolégico.
No existen Kkits comercializados

Se extiende desde el Rio
Grande en México hasta
el rio de Plata en Argentina.
La mayor incidencia se
observa en México,
Centroamérica, Colombia
y Ecuador

1. Diagnéstico directo (sélo
fase aguda).

Observacion microscopica:
Examen en fresco: sangre con
EDTA, buffy coat. Tincion a partir
de una extension o gota gruesa
Cultivo:

Medio de NNN.

Inoculacion al ratén.
Xenodiagndstico por infeccion
del redavido a partir de la
ingesta de sangre del paciente y
observacion de las heces a
partir de las 4 semanas

2. Diagnéstico serolégico
De eleccién en la fase crénica

México, Centroamérica y
Sudamérica

Diagnéstico diferencial con
T. cruzi

Excepto en Trypanosoma brucei subsp. gambiense, que se transmite de persona a persona a través del vector, el resto de tripanosomas alcanzan al

hombre desde su reservorio animal.

La prevalencia de la tripanosomiasis africana es de 3-5 x 103casos y la incidencia de T. brucei subsp. gambiense es de 2 x 104casos/afio. La preva-

lencia de T. cruzi es de 16-18 x 106 casos con 5 x 104 muertes/afio.

1 Para ver la distribucion detallada y actualizada de las tripanosomiasis humanas, consultar http://www.cdc.gov/travel/diseases.htm.

2 La rapida evolucién mortal de la enfermedad, en ausencia de tratamiento, hace que, aunque haya sintomas de afectacion del SNC, no se pro-
duzca el cuadro tipico de somnolencia, propio de la encefalitis subaguda causada por T. brucei subsp. gambiense.

3 La mayoria de los autores lo consideran no patégeno para el hombre. No se han encontrado formas amastigotas en el huésped vertebrado. Su

distribucion es coincidente con la de T. cruzi.

ped normal como en el inmunodeprimido, asi como que-
ratitis, que con frecuencia es confundida con la herpéti-
ca, bacteriana o micética.

Blastocystis hominis se ha clasificado entre las ame-
bas. Se halla con frecuencia en las heces humanas y se
considera su posible capacidad enteropatdgena.

Flagelados

Entre los flagelados hay especies que causan en-
teritis, como Giardia lamblia (G. intestinalis), que se
transmite mediante ingestion de quistes por via feco-
oral (Fig. 7.21). Trichomonas vaginalis es un flagelado que
causa vaginitis, y uretritis en el varon, se multiplica por
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division simple y se transmite por contacto directo sexual, da cutanea, los protozoos son trasladados por los macro-
por lo que carece de forma quistica (Fig. 14.8). fagos a érganos ricos en tejido reticulo-endotelial, como
la medula 6sea, el higado, el bazo y los ganglios linfati-
cos, produciendo un cuadro de leishmaniasis visceral
caracterizado por hepatoesplenomegalia, anemia, leu-

Leishmania y Trypanosoma son dos flagelados que cau-
san infecciones sistémicas; cuando se hallan en locali-
zacién intracelular en los macr6fagos u otras células no

forman flagelos (formas amastigotas). Las leishmanias, copenia e hipergammaglobulinemia con afectacion del
desde su reservorio natural constituido por roedores sal-  €stado general y fiebre. La especie que se encuentra en
vajes y canidos, entre otros, son transmitidas por fleb6- ~ Europa occidental es L. infantum (Fig. 7.5). En América
tomos al hombre, al que producen una infeccidn cuta- central y Sudamérica la especie causante de la leishma-
nea local, conocida en el viejo mundo como botén de niasis visceral es L. chagasi, considerada como idéntica a
oriente (Fig. 7.4). En ocasiones, desde la puerta de entra- la especie L. infantum, autdctona de la cuenca Medite-

Figura 7.5. Morfologia de las leishmanias.

Examen microscoépico mediante tincién de Giemsa. La figura de la izquierda corresponde a un aspirado de médula dsea en el que se visualizan
formas amastigotas de leishmania. Se localizan en el interior de un macr6fago y puede observarse una libre. Son pequefios corpusculos ovales
de 3-5 j,imen los que se distingue el nlcleo y el cinetoplasto (x1000).

En la figura de la derecha, se observan, varias formas promastigotas de leishmania procedentes del medio de cultivo NNN. Son flagelados de
aspecto fusiforme de 7-15 jxm de largo y en ellas se observa el nticleo y el cinetoplasto (xIOOU).

Figura 7.6. Tripanosomas en una extensién sanguinea.

La figura de la izquierda es una tincion de Giemsa de una extensidn de sangre periférica donde se observan formas tripomastigotas de T. brucei.
Son formas alargadas de 20-30 |xm de tamafio con un cinetoplasto pequefio poco visible. En la figura de la derecha se observan formas tripo-
mastigotas de T. cruzi en una tincién de Giemsa de un frotis sanguineo. Las formas parasitarias tienen de 16-20 ,um de largo con una forma de
C o Sy se caracterizan por su extremo posterior fino y su gran cinetoplasto muy visible en el extremo opuesto (xIOOO).
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Especie

Plasmodium
falciparum

Plasmodium
vivax

Plasmodium
ovale

Plasmodium
malariae

Tabla 7.4

Microbiologia clinica

Patologia, distribucion y diagnostico de los plasmodios patégenos humanos

Patologia humana

Accesos febriles2 que repiten cada
48 horas (fiebre terciana maligna)
o fiebre irregular. Cefalea, anemia
normocitica por hiperhemélisis,
hipoglicemia, vomitos y diarreas.

Son posibles las complicaciones
neurolégicas (paludismo cerebral:
convulsiones, obnubilacion, coma),
renales (fallo renal agudo) y
pulmonares. Fallo multiorganico

Abscesos febriles que repiten cada
48 horas (fiebres tercianas), anemia,
vOomitos, diarreay esplenomegalia.
Posibilidad de recidivas hasta los
cuatro afios (por persistencia
hepatica)

Accesos febriles que repiten cada 48
horas (fiebres tercianas), anemia,
vomitos, diarrea y esplenomegalia.
Posibilidad de recidivas basta los
cuatro afios (por persistencia
hepatica)

Accesos febriles que repiten cada 72
horas (fiebres cuartanas) con bajas
parasitemias con frecuencia
asintomaticas

Sindrome nefrético de etiologia

Distribucion geogréafical
Resistencia a los antipaludicos

Africa subsahariana, sudeste asiatico,
Haiti, Republica Dominicana y
Oceania

Resistencia: Cloroquina: en todas
las zonas paltdicas, excepto en
Ameérica central al oeste del canal
de Panama, México, Haiti y
Republica Dominicana y en parte
de Oriente Medio (excepto Arabia
Saudi, Irdn, Oman yYemen)

Multirresistencia: en Sudeste
asiatico (Tailandia, Camboya,
Myanmar)

América central, Oriente Medio
(Irak e Irdn) y subcontinente indio

Resistencia: Cloroquina: en Papua
Nueva Guinea, Irian Jaya
(Indonesia), casos aislados en Brasil
Guatemala, Guyana, India 'y
Myanmar

Primaquina: en sudeste asiatico,
Asia suroccidental y Pacifico,
Somalia y Guatemala

Predomina en Africa subsahariana,
aunque con baja prevalencia

Resistencia: No se han descrito
resistencias

En todas las regiones tropicales y
subtropicales aunque con baja
prevalencia

Resistencia: Cloroquina: en
Sumatra e Indonesia

Diagnéstico

1. Diagndstico directo
Observacion microscépica

Tincion de Giemsa o tinciones
similares de sangre obtenida en
el pico febril.
Frotis sanguineo: de eleccion
para hacer el diagnéstico
especifico de especie. Permite
cuantificar la parasitemia
Gota gruesa: Util en parasitemias
bajas. Imprescindible realizar
cuando el frotis sanguineo es
negativo

Deteccion de antigeno

Sangre con EDTA
Sensibilidad parecida a la de la
gota gruesa

Técnicas de amplificacion de
acidos nucleicos (PCR)

Sangre con EDTA

Es la técnica diagnéstica de
mayor sensibilidad. Permite
identificar cualquier especie
de plasmodio e infecciones
mixtas. Su uso es limitado,

se emplea fundamentalmente
en centros especializados

2. Diagnostico serolégico

No permite diferenciar especies
de plasmodios ni la infeccién
actual de la pasada3

La prevalencia del paludismo es de 250-300 x 106 casos (92% en Africa subsahariana, 6% en Asia/Oceania y 2% en Ameérica). La mortalidad se
sitla entre 7 x 105y 2,5 x 106 defunciones/afio.

1 Para ver la distribucion detallada y actualizada de los plasmodios humanos, consultar http://www.cdc.gov/travel/diseases.htm.

2 Los accesos febriles se caracterizan por un periodo frio (malestar general, cefaleas, mialgias y escalofrios intensos), periodo caliente o febril
(rubefaccion facial, piel secay fiebre hasta 41° C) y periodo de lisis (sudacion, abatimiento y somnolencia).

3 La presencia de anticuerpos es indicativa de infeccion, pero no permite diferenciar el episodio actual del pasado. La confirmacién de una infec-
cion actual s6lo es posible en personas que, con clinica compatible, han viajado por primera vez a un pais endémico de paludismo o ,en caso
de viajes multiples, si se detecta seroconversion (serologia previa al ultimo viaje negativa).

rranea. Otras especies, como L. mexicana y L. brazilien-
sis, causan leishmaniasis mucocuténea, caracterizada
por ocasionar lesiones graves de piel y mucosas. En la
tabla 7.2 se describe la patologia, distribucién y diag-
néstico de las leishmanias patégenas humanas.

Los tripanosomas africanos, desde su reservorio
humano (T. brucei subespecie gambiense) o en diversos
herbivoros (T. brucei subespecie rhodesiense), son trans-

mitidos al hombre por moscas (glossinas) produciendo
un chancro en el lugar de inoculacién, seguido de una
fase hemolinfatica (fiebre y poliadenomegalias). La infec-
cién por la subespecie gambiense tiene un curso subagu-
do con un cuadro de encefalitis (enfermedad del suefio).
La infeccidon por T. brucei subespecie rhodesiense presen-
ta un curso agudo y muy grave con afectacion de diver-
sos O0rganos, produciéndose en general la muerte antes

booksmedicos.org


http://www.cdc.gov/travel/diseases.htm
http://booksmedicos.org

Parasitologia

de que puedan aparecer signos de encefalitis subaguda
(somnolencia). El tripanosoma americano (T. cruzi), desde
su variado reservorio animal (perros, gatos, armadillos y
diferentes roedores), es transmitido al hombre por chin-
ches gigantes (reddvidos), causando la enfermedad de
Chagas, caracterizada en su fase aguda, cuando es sin-
tomética (1%), por un chancro cutaneo de inoculacion,
fiebre y miocarditis. En una tercera parte de los casos se
cronifica y puede aparecer una cardiopatia asociada a
insuficiencia cardiaca y afectacion de diversos 6rganos
(megaestéfago, megacolon, etc.). En la tabla 7.3 se des-
cribe la patologia, distribucion y diagndstico de los tri-
panosomas patégenos humanos (Fig. 7.6).

Apicomplexa

Entre los apicomplexa — que son los Unicos protozo-
os de interés en medicina, con una fase de reproduccion
sexual— se hallan Toxoplasma gondii, Cryptosporidium,
Cyclospora, Isospora y las cuatro especies de Plasmodium
patégenas para el hombre.

Toxoplasma gondii tiene como reservorio natural a los
félidos, en cuyo epitelio intestinal se multiplica; con las
heces, se eliminan ooquistes que pueden ser ingeridos
por diversos animales, como ratones, pajaros y el gana-
do de abasto, infectdndolos. Tras la infeccién se forman
guistes en diversos tejidos (musculos, sistema nervio-
so central, etc.). En esos quistes tisulares hay bradizoi-
tos que son trofozoitos en latencia. La toxoplasmosis
humana puede adquirirse por la ingesta de ooquistes
eliminados por los gatos o de carne de animales de
abasto con quistes tisulares. La enfermedad es una infec-
cién sistémica que puede ser asintomatica o dar lugar
a un cuadro de mononucleosis benigna (fiebre, polia-
denomegalia, exantema y linfomonocitosis en la san-
gre periférica). El parasito, que persiste en forma de
quistes tisulares en diversos tejidos después de la pri-
moinfeccion, puede reactivarse en los pacientes inmu-
nodeprimidos ocasionando un cuadro sistémico grave
(cerebritis difusa, tumoracién endocraneana, corioreti-
nitis, neumonia, miocarditis y otras). Cuando la pri-
moinfeccién se produce en una mujer embarazada, el
parasito puede atravesar la placenta y producir infec-
cion congénita.

La criptosporidiosis humana es una zoonosis con
un amplio reservorio animal, de distribucién universal,
producida fundamentalmente por dos especies: Cryp-
tosporidium parvum y C. hominis, que se multiplican en
el epitelio intestinal. Las formas infectivas son los
ooquistes eliminados con las heces. La transmisién se
realiza directamente por via feco-oral entre personas o
por contacto con animales contaminados, e indirecta-
mente por fémites o por ingesta de alimentos o agua
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contaminada. En adultos sanos suele cursar de forma
asintomatica o con cuadros intestinales leves v de corta
duracion. En nifios la clinica es méas evidente, cursan-
do con molestias abdominales, diarrea, anorexia, fie-
bre y pérdida de peso. La diarrea puede prolongarse
hasta un mes; en pacientes inmunodeprimidos como
en el sida es muy grave, por la gran pérdida de fluidos
(4 a 6 1/dia) y su tendencia a la cronicidad. En enfer-
mos con inmudepresién muy grave, la infeccion puede
extenderse a otros epitelios ademas del intestinal, aso-
cidndose a colangitis, pancreatitis, bronquitis y neu-
monia.

Los plasmodios causantes del paludismo son trans-
mitidos de persona a persona por mosquitos anofelinos,
gue son su hospedador definitivo, en tanto que el hom-
bre es el hospedador intermediario. Al ser inoculados al
hombre, inicialmente se multiplican en las células hepa-
ticas y después en los hematies de la sangre, desde donde
son ingeridos por los mosquitos, en los que tiene lugar
la reproduccion sexual. La fusién de los gametos da lugar
a un ooquiste en el que se forman los esporozoitos (tro-
fozoitos) que son inoculados a un nuevo huésped a tra-
vés de la picadura (Figs. 7.7 y 7.8). El paludismo se carac-
teriza por la fiebre, que aparece en forma de accesos
paltdicos regulares3 anemia y hepatoesplenomegalia.
No obstante, en personas con cierta inmunidad frente
al parasito, el patron febril periédico puede estar desdi-
bujado. Es importante distinguir entre los plasmodios
con persistencia hepatica: Plasmodium vivax y P. ovale,
que pueden causar recidivas, de P. malafiae y P falcipa-
rum, que no persisten en el higado y, por tanto, no dan
lugar a recidivas, aunque este Ultimo es responsable de
las formas mas graves de paludismo (Fig. 7.9). La mala-
ria es endémica en areas tropicales y subtropicales de
altitud inferior a 1.500 m, donde reside el 41% de la

Figura 7.7. Plasmodium en extensién sanguinea.

Tincion de Diff-Quick de una extension fina de sangre periférica. En
la figura se observa una forma en anillo con dos nucleos que corres-
ponde a un trofozoito joven de P.falciparum.

3 P.vivaxy P.ovale cada tres dias: acceso febril —dia libre— acceso febril, en P. malariae cada cuatro diasy en P.falciparum no existen periodos

regulares.
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Hematies

Figura 7.8. Ciclo bioldgico de los plasmodios.

El ciclo de los plasmodios es dioxeno, en el hombre se produce la fase
de reproduccién asexual y en el mosquito la sexual. Los esporozoitos,
i troﬁ cidos en la sangre por la picadura de un mosquito del genero
Ahop éies, alcanzan el higado y penetran en las células hepaticas donde
por divisién multiple (esquizogonia exoeritrocitaria) forman numero-
sas células hijas denominadas merozoitos. Transcurridos unos 8 dias o
mas, los merozoitos pasan a la sangre y penetran en los hematies. En
los hematies los trofozoitos presentan una vacuola central y el ndcleo
situado excéntricamente, con aspecto de anillo. Los parasitos destru-
yen la hemoglobina y elaboran un pigmento hemaético oscuro. Después
de acumularse todo el pigmento en el centro eritrocitario, se produce
una esquizogonia (divisién multiple) que da lugar a varios merozoitos
jovenes y el hematie resulta destruido. Los parasitos jovenes quedan
libres y penetran en otros hematies para iniciar un nuevo ciclo de esqui-
zogonia. Cuando la enfermedad se prolonga aparecen en la sangre for
mas sexuales diferenciadas (gametos). Los gametos al ser ingeridos por
el mosquito que pica al paciente paltdico, pasan a su estémago y se
fusionan para formar el zigoto, iniciando la reproduccion sexual. El zigo-
to por divisién multiple (esporogonia) da lugar a los esporozoitos, que,
de la cavidad abdominal del mosquito migran hacia su glandula sali-
val y son inoculados al hombre mediante la picadura.

Los esporozoitos de P V|VaXy P 0va|e al penetrar en las células hepa-
ticas y multiplicarse dan lugar a los merozoitos que pasaran a los
hematies para proseguir el ciclo descrito; pero también daran lugar a
hipnozoitos que permanecen latentes en los hepatocitos, hasta que
meses 0 afios después puede iniciar una nueva esquizogoniay una reci-
diva de la enfermedad.

poblacién mundial. Se estima que entre 700.000 y 2,7
millones de personas mueren de malaria al afio, siendo
en el 75% de los casos nifios africanos. P.falciparum es
la especie predominante en el continente africano y se
considera resistente a la cloroquina en todo el Africa sub-
sahariana (Tabla 7.4).

Ciliados

Entre los ciliados sélo Balantidium coli es patégeno
para el hombre. Su reservorio es el tubo digestivo de los
cerdos, causando enteritis al hombre cuando éste ingie-
re las formas quisticas. La infeccion humana se da en
paises calidos y no es propia de los paises templados
(Tabla 7/1.).

Microbiologia clinica

Microsporidios

Los microsporidios4son protozoos parasitos intrace-
lulares obligados caracterizados por la produccion de espo-
ras como formas de resistencia. Excepcionalmente causan
infecciones oportunistas a los pacientes con sida, dando
lugar a manifestaciones muy diversas segin las especies
implicadas, aunque la diarrea es la mas frecuente.

En resumen, entre los protozoos méas importantes,
la giardia, la tricomonas, el toxoplasmay los microspo-
ridios son de distribucién universal, en tanto que otros,
como E. histolytica, los tripanosomas, los plasmodios y
balantidium, presentan una distribucidn restringida a
determinadas areas climaticas y geogréaficas (tabla 7.1).

HELMINTOS DE INTERES MEDICO

Como se ha sefialado anteriormente, los helmintos
de interés en medicina se clasifican en dos grandes gru-
pos, los gusanos planos o platelmintos (cestodos y tre-
matodos) y los gusanos redondos o nematodos. En la
tabla 7.5 se recogen sus principales caracteristicas.

Platelmintos

Las tenias adultas (cestodos) parasitan la luz del tubo
digestivo de los animales, que constituyen su huésped
definitivo. Estdn formadas por una pequefia cabeza o
escllex seguida de un nimero variable de segmentos o
anillos (proglétides) (Fig. 7.2).

Taenia solium y T. saginata, de varios metros de lon-
gitud, tienen al hombre como huésped definitivo, para-
sitando su intestino y causando molestias abdominales
vagas. En las heces se eliminan cadenas de proglétides
gravidas y huevos libres (Figs. 7.10 y 7.11). Estas para-
sitosis se adquieren por el consumo de carne de cerdo

Figura 7.9. Plasmodiumfalciparum.

Tincién de Diff-Quick de una extension fina de sangre iférica. En
la figura se observa un elevado indice de parasitemia porpﬁfalf:lparum.
Se puede observar parasitacion simple en algunos hematies, caracter
tipico de esta especie.

4 Generos: Enterocytozoon, Encephalitozoon, Microsporiium, Nosema y Pleistophora.
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Helminto

Platelmintos:
cestodos:

Tabla 7.5

Principales helmintos de interés médico

Hospedadorl

Transmision

Patologia

137

Distribucién2

Taenia saginata HombreHObévidosH Oral Subclinica, molestias Universal
intestinales
Taenia solium HombreHYcerdoH Feco-oral/oral Subclinica, Restringida
molestias intestinales
Cisticercosis (larva)
Echinococcus granulosus  PerroHDmamiferosH Feco-oral Hidatidosis3 Universal
(hombre)
Echinococcus multilocularis ZorroHJroedoresH Feco-oral Equinococosis alveolar Restringida
(hombre)
Platelmintos:
treméatodos:
Fasciola hepatica Rumiantes (hombre)HD Oral Dolor abdominal, Universal
/caracoles'l urticaria,
obstruccién biliar
Schistosoma (Tabla 7.6) HombreHYcaracolesH Cutanea Esquistosomiasis3 Restringida
Nematodos:
Trichuris trichiura Hombre Feco-oral Molestias intestinales Universal
Trichinella spiralis Hombre/cerdo Oral Diarrea, edema facial, Universal
mialgias y fiebre
Enterobius vermicularis ~ Hombre Feco-oral Prurito anal Universal
Ascaris lumbricoides Hombre Feco-oral Molestias intestinales.  Universal
Sintomas respiratorios
(S. de Loeffler)
Toxocara canis Perro (hombre) Oral Larva migrans (hepética, Universal
ocular, pulmonar)
Strongyloid.es stercoralis  Hombre Feco-oral, cutanea Molestias intestinales,  Universal
neumonitis
Necator americanus Hombre Cutéanea Molestias intestinales,  Restringida
anemia
Ancylostoma duodenale  Hombre Cuténea Molestias intestinales,  Restringida
anemia
Filarias (Tabla 7.7) HombreH)insectov Picadura Filariasis3 Restringida

1 Cuando se sefiala un tnico hospedador, el ciclo del parasito es monoxeno. Cuando se sefialan varios hospedadores separados por una barra
(/), el ciclo del paréasito es heteroxeno. En paréntesis se indica el hospedador menos frecuente para diferenciarlo del hospedador natural. A

veces uno de los hospedadores es un insecto que actia ademas como vector.

2 www.cdc.gov/travel/diaseases.htm.
3 Incluye diversos procesos patolégicos y cuadros clinicos.
HD hospedador definitivo; H: hospedador intermediario;v: vector.

(T. solium) y de bovino (T. saginata) cuando contienen
larvas enquistadas en el tejido muscular (cisticercos), ya
gue estos animales, que se infestan al ingerir los hue-
vos eliminados por el hombre, son sus huéspedes inter-
mediarios. En el caso de T. solium, si el hombre ingiere
accidentalmente huevos, actlia como huésped interme-
diario, en lugar de huésped definitivo y, al igual que en
el cerdo, se liberan las larvas en el intestino, lo atravie-
san y pasan a enquistarse en los tejidos (cisticercosis).

Echinococcus granulosus es una tenia de pequefio
tamafo (2-11 mm) que parasita el tubo digestivo del
perro (huésped definitivo). Los huevos son eliminados
por las heces y, cuando son ingeridos por huéspedes
intermediarios (herbivoros como ovejas, cabras, bovidos
y otros) y accidentalmente por el hombre, la larva (oncos-
fera) atraviesa el tubo digestivo y por via portal puede
localizarse en el higado, en el pulmo6n u otros érganos,
donde forma quistes de gran tamafio (0,5-20 cm) de
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cuyas membranas se originan las larvas. La infeccion
puede ser ;"sintomaética o dar una clinica propia de la ocu-
pacion de espacio (quiste hidatidico) (Figs. 7.12 y 7.13).
Cuando los canidos se alimentan de visceras de anima-
les con quistes con larvas viables se cierra el ciclo del para-
sito al alcanzar en su tubo digestivo la forma adulta.

Fasciola hepatica es un helminto plano de alrededor de
1 cm de longitud y forma lanceolada que se localiza en las
vias biliares del ganado ovino y bovino (Fig. 7.14). Sus
huevos se eliminan con las heces; de ellos surgen las lar-
vas, que desarrollan un ciclo vital complejo en caracoles
acuaticos para acabar formando quistes en la vegetacién
(berros), cuyo consumo por los animales o el hombre da
lugar a la liberacion de una larva. Esta atraviesa el intesti-
no, llega a la cavidad peritoneal y penetra en el higado,
alcanzando la forma adulta, que se localiza en la via biliar.
El cultivo artificial de estos vegetales para consumo huma-
no ha hecho desaparecer la fasciola de areas donde era
endémica.

A diferencia de los platelmintos sefialados hasta
ahora, que son hermafroditas, los esquistosomas son pla-
telmintos que presentan diferenciacion sexual. Los adul-
tos, de alrededor de un centimetro de tamafio, se hallan
situados en las ramas del sistema venoso portal, y desde
alli pasan a los plexos venosos mesentéricos periintes-
tinales (Schistosoma mansoni, S.japonicum y S. intercala-

Figura 7.10. Tenia adulta.

Tenia eliminada después de un tratamiento antiparasitario.Tiene un
aspecto acintado y segmentado. Los anillos o proglotides cercanos
al escolex (cabeza) son mas cortos que los anillos gravidos, que se
localizan mas distalmente y que pueden desprenderse aisladamen-
te 0 en cadenas mas o menos largas eliminandose con la defecacién.
Examinando exclusivamente las caracteristicas macroscopicas de los
proglotides no se puede diferenciar entre Taenia solium y T. sagina-
ta, tiene que observarse las caracteristicas del Utero de los anillos
gravidos.

T. solium de 2-10 m de longitud, tiene un escélex globuloso con cua-
tro ventosas y dos coronas de ganchos. Sus anillos gravidos se carac-
terizan por presentar pocas ramas uterinas laterales (< 13) bastan-
te ramificadas que dejan libre gran parte del parénquima del anillo.
T. saginata. de 4-15 m de longitud, tiene un escélex sélo con cuatro
ventosas y sus anillos gravidos se caracterizan por la presencia de
abundantes ramas uterinas laterales (> 13), de base fina que se bifur-
can y que ocupan gran parte del parénquima del anillo (Fig. 7.2).

Microbiologia clinica

Figura 7.11. Huevo de tenia.

Huevo de forma esférica con estriacion radial en su cubierta y un
embrién en su interior.

Figuras 7.12 y 7.13. Quiste hidatidico.

En la figura superior se observa un quiste hidatidico extraido quirar-
gicamente de un pulmén, y en la inferior se observa un gancho roste-
lar libre en el contenido quistico (arena hidatidica) (xIOQO).

Figura 7.14. Fasciola hepatica.

Forma adulta de F. hepatica que
tiene una longitud de 1,5-3 cm
por 1,5 cm de ancho, es plana,
con forma de hoja y con un
cono cefalico bien visible en la
figura (Fig. 7.2).
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Especie

Schistosoma
haematobium

Schistosoma

Schistosoma
japonicum

Schistosoma
mekongi

Schistosoma
intercalatum

Tabla 7.6
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Patologia, distribucion y diagnéstico de los esquistosomas patégenos humanos

Patologia /Clinica

Fase de invasion: Asintomatica,
dermatitis urticariforme

Fase de estado: Sindrome miccional,
hematuria, calcificaciones vesicales,
hidronefrosis, papilomas vesicales,
cancer vesical

Fase de invasion: Asintomatica,
dermatitis urticariforme, fiebre
y eosinofilia (sindrome de
Katayama?

Fase de estado: Cuadro disentérico,
colitis, granulomas hepaticos,
fibrosis con hipertension portal
presinusoidal, glomcrulonefritis

Parecida a S mansoni, aunque
debido al pequefio tamafio de los
huevos, la diseminacion por via
sanguinea es mas frecuente,
produciendo metéastasis cerebrales
(crisis epilépticas)

Parecida a S. mansoni

Parecida a S. mansoni

Distribucion geografical

Africa, Oriente Medio, islas del
Océano Indico (Madagascar,
Zanzibar y Pembra) e India
(en vias de extincién)

Islas del Caribe (Antigua, Republica
Dominicana, Guadalupe, Martinica,
Montserrat, Santa Lucia),

Sudamérica (Brasil,Venezuela,
Surinam), Africa del este y
subsahariana y Oriente Medio
(Irén, Irak, Arabia Saudi, Siria,
Yemen). Madagascar y valle del Nilo

Extremo Oriente

Focos en el sudeste asiatico

Focos en Africa central y del este

La prevalencia mundial de la esquistosmiasis es de 200-250 x 10" casos.
1 Para ver la distribucién detallada y actualizada de los esquistosomas humanos, consultar http://www.cdc.gov/travel/diseases.htm.
2 El sindrome de Katayama se caracteriza por fiebre, urticaria, tos irritativa, dolor abdominal, hepatoesplenomegalia y eosinofilia.

Figura 7.15. Huevos de esquistosoma.

Diagnéstico

1. Diagnéstico directo
Observacion microscépica

Identificacion microscépica de
huevos (a partir de las 6-8 semanas
postinfeccion).

Orina (S. haematobium). Se debe
recoger la primera miccién de la
mafana después de un ligero
ejercicio y orina de 24 horas que se
deja sedimentar, se centrifuga y el
sedimento se observa al microscopio.
Heces (S. mansoni, S.japonicum,

S. mekongi y S. intercalatum).

2. Diagnostico seroldgico

La sensibilidad del ELISA para

S. mansoni y S. haematobium es
elevada e inferior para S. japonicum.
La sensibilidad y especificidad del
inmunoblot es del 95% y 99%
respectivamente y superior al
ELISA para las tres especies de
esquistosomas, por lo que puede ser
utilizado como pmeba confirmatoria.
La presencia de anticuerpos es
indicativa de infeccion por
esquistosoma pero no se
correlaciona con el estado clinico
de la infeccién.

En la figura de la izquierda se observa un huevo de Schistosoma haematobium, eliminado por la orina, con el tipico espolon terminal y en la de la
derecha, se visualiza un huevo de S. mansoni eliminado por las heces, con un prominente espolén lateral. Las caracteristicas morfolégicas méas
destacadas de estos huevos son la posesion de espiculas (espolones) polares o laterales y su gran tamafio (150 jim de longitud)(Fig. 7.22) (x400).
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tum) o perivesicales (S. haematobium) para deponer los
huevos. Los huevos depositados en el interior de estas
vénulas salen de ellas y atraviesan los tejidos, a los que
lesionan, para alcanzar el tubo digestivo (S. mansoni, S.
japonicum y S. intercalatum) o la vejiga urinaria (S. hae-
matobium), siendo eliminados con las heces y la orina
respectivamente para seguir un complejo desarrollo lar-
vario en caracoles de agua dulce, que liberan una larva
infectante (cercana) que atraviesa activamente la piel del
hombre (Fig. 7.15). La enfermedad es de curso muy pro-
longado y su cuadro clinico varia segun el helminto invo-
lucrado. Aunque estas infecciones son extremadamen-
te frecuentes en los paises tropicales, han sido erradicadas
de los paises desarrollados. En la tabla 7.6 se describe la

Neumonitis

Figura 7.16. Ciclo biolégico de Ascaris.

Microbiologia clinica

patologia, distribucién y diagnoéstico de los esquistoso -
mas patégenos humanos.

Nematodos

Los &scaris (Ascaris lumbricoid.es) son parasitos mono-
xenos del hombre. Las hembras tienen un tamafo de 20
a 40 cm, y los machos de 15 a 30 cm. Cuando se ingie-
ren los huevos, las larvas salen en el intestino delgado y
pasan a los capilares, alcanzando por la circulacién veno-
say a través del corazon, el pulmén, en donde salen de
los capilares a los alvéolos para ascender por la via res-
piratoria y ser deglutidas, llegando al intestino delgado,
donde alcanzan el estadio adulto (Figs. 7.16 y 7.17).

Ingesta de

los huevos

rfe -

Decorticado Normal

Vida de
los adultos:
Infértil

12-24 meses Embrionado

Cuando se ingieren huevos embrionados de A. lumbricoides (1), pierden la cubierta en el intestino y las larvas quedan en libertad (2). Atraviesan
la pared intestinal (3), entran en la vena porta y, vehiculadas por la sangre, en el plazo de unos siete dias alcanzan el pulmén, penetran en los
alvéolos, ascienden por la traquea para ser deglutidas y localizarse de nuevo en el tubo digestivo (4) donde maduran a adultos (5). Los vermes
adultos viven fundamentalmente en el yeyuno, sin adherirse a la pared, manteniéndose en la luz intestinal gracias a su caracteristico tono muscu-
lar. Su vida media es de uno a dos afios, produciendo cada hembra gravida unos 200.000 huevos diarios. Los huevos se eliminan por las heces
(6) y las larvas se desarrollan en su interior en una a tres semanas en suelos himedos y templados. Se requieren dos meses para que se desarro-

llen las hembras gravidas y aparezcan los primeros huevos en las heces.
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Figura 7.17. Forma adulta de Ascaris.

Adulto de A. lumbricoides. Es un nematodo de gran tamafio, de colo-
racion blanco marfil con tres prominentes labios en su extremo cefa -
lico. Las hembras miden 20-40 cm de longitud. Los machos son més
cortos (15-30 cm de longitud) y se caracterizan por tener su extremo
caudal incurvado.

Los oxiuros (Enterobius vermicularis) son nematodos
parasitos monoxenos del hombre que parasitan el colon.
Las hembras tienen un tamafio de 8 a 12 mm de longi-
tud y los machos de 2 a5 mm; se les conoce como lom-
briz intestinal pequefa (Fig. 7.18). Las hembras bajan a
poner los huevos en los margenes del ano durante la
noche, causando prurito, insomnio e inquietud durante
el dia. Los huevos, abundantisimos, difunden en el
ambiente infectando facilmente a nuevos hospedadores
0 autoinfestando al mismo hospedador (Figura 7.28).

Anisakis sirnplex, es un nematodo cuyas larvas se hallan
en los peces y en los calamares. Los huéspedes definiti-
vos son mamiferos marinos. El hombre se contamina al
ingerir larvas que se encuentran en el pescado crudo o
poco cocido. Las manifestaciones clinicas se caracterizan
por sintomas gastrointestinales y/o reacciones alérgicas.

Strongyloides stercoralis parasita el duodeno del hom-
bre; la estrongiloidiosis se caracteriza por dolor epigas-
trico y anemia. La hembra elimina huevos que eclosio-
nan precozmente, por lo que por las heces se liberan las
larvas al medio ambiente. En el exterior, ambos sexos
alcanzan el estadio adulto y dan una nueva generacion
de larvas. Estas, en el estadio L3 pueden penetrar a tra-
vés de la piel intacta y, por via circulatoria, llegar al pul-
mon ascendiendo hasta la glotis siendo deglutidas, alcan-
zando el duodeno, donde maduran a formas adultas, en
un ciclo semejante al del &scaris.

Ancylostoma duodenale y Necator americanus son dos
especies de nematodos que se engloban dentro del tér-
mino uncinadas, cuyos ciclos vitales son esencialmen-
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Figura 7.18. Formas adultas de oxiuros.

Se observan fonnas adultas de Enterobius vermicularis (oxiuros) que son
helmintos redondos y filiformes, de color blanco marfil. EIl macho mide
hasta 5 mm de largo y la hembra hasta 13 mm. Se observan con frecuen-
ciaen laregién perianal de los sujetos parasitados y también pueden eli-
minarse con las heces.

te iguales y parecidos al de S. stercoralis. Se diferencian
de este Ultimo, porque sus huevos no eclosionan en el
intestino y se eliminan con las heces. Los huevos de las
dos especies son indiferenciables entre si.

La triquina (Trichinella spiralis) es un nematodo que
en su estadio adulto se localiza en el interior de la muco-
sa del intestino delgado de diversos animales, carnivo-
ros y omnivoros. Alli las hembras son fecundadas y ponen
las larvas, que pasan a la circulacion para alcanzar las
fibras musculares, donde se enquistan5. Cuando un ani-
mal come carne con quistes, en el intestino se liberan las
larvas que penetran al interior de la pared intestinal donde
alcanzan el estadio adulto. El ciclo de este parasito se
mantiene en la naturaleza por el canibalismo de las ratas,
que ademés pueden ser devoradas por los cerdos, o por
ciclos ferales entre pequefios carnivoros y zorros, lobos,
jabalies, tejones y osos. Cuando el hombre come carne
de un animal infectado con quistes de triquina (jabalies,
cerdo, etc.), adquiere la enfermedad, que se caracteriza
por dolor muscular difuso, edemas palpebrales y eosino-
filia muy intensa, como consecuencia de la formacion de
abundantes quistes larvarios en los musculos.

Las filarias humanas adultas se localizan en los linfa-
ticos (Wuchereria bancrofti, Brugia malayi) o en el tejido
celular subcutaneo (Loa loa, Onchocerca volvulus). Las
microfilarias de W. bancrofti y B. malayi, desde los linfati-
cos, pasan a la sangre con periodicidad nocturna, trans-
mitiéndose por mosquitos a otro huésped. El bloqueo de
los linfaticos en las formas evolucionadas causa elefantia-
sis de las extremidades. Las microfilarias de Loa loa pasan
a la sangre con periodicidad diurna, desde donde son
transmitidas por tabanidos (Chrysops). El cuadro clinico
se caracteriza por eritema y edema fugaces, pudiendo
observarse el transito de los adultos por zonas finas (par-
pados, conjuntiva, etc.). Las formas adultas de O. volvulus
se agrupan para forman nodulos subcutaneos enquista-

5 La triquina es un nematodo viviparo que no pone huevos, sino que depone directamente las larvas.
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dos. Las larvas no circulan por la sangre, sino por el teji-
do celular subcutdneo, y son transmitidas por dipteros
(simulidos). Su localizacion ocular produce ceguera. En
la tabla 7.7 se describe la patologia, distribucion y diag-
noéstico de las principales filarias patégenas humanas.

DIAGNOSTICO DE LAS PARASITOSIS

Vision de conjunto

En el diagnéstico parasitolégico el examen microsco-
pico directo posee una gran utilidad para la visualizacion
de los diversos parasitos, que ademas pueden ser iden-

Microbiologia clinica

tificados con bastante precision basandose en su morfo-
logia. Los protozoos se identifican por sus formas vege-
tativas (trofozoicas) o por sus quistes, y los helmintos por
las formas adultas, los huevos o las formas larvarias.

El cultivo como método de diagndstico en parasito-
logia clinica se realiza s6lo en casos excepcionales. Las
pruebas para la deteccién de antigeno poseen también
indicaciones muy concretas y limitadas, al igual que las
técnicas genéticas de amplificacién, que permiten detec-
tar secuencias especificas de acidos nucleicos. Las prue-
bas seroldgicas poseen gran utilidad en las parasitosis
hemohisticas, en las que es dificil obtener muestras para
examen microscopico de los 6rganos profundos afecta-

Tabla 7.7
Patologia, distribucion y diagnostico de lasfilarias patdgenas para el hombre

Especie Patologia

Filarias linfaticas

Wouchereria bancrofti Asintomatica. Eosinofilia, fiebre,
linfangitis, adenitis, orquitis,
adenomegalias, obstruccion

linfatica, hidrocele, linfedema,

elefantiasis
Brugia malayi Parecida a W. bancrofti Asia
Brugia timori Parecida a W. bancrofti

Filarias cutaneas/subcutaneas

Onchocerca volvulus Eosinofilia, dermatitis pruriginosa,
alteraciones de la piel (piel
engrosada, atréfica, cambios de
pigmentacion, etc.), nodulos
subcutaneos (oncocercomas),
linfadenopatias, manifestaciones
oculares, conjuntivitis, queratitis,
neuritis y atrofia del nervio 6ptico
(ceguera de los rios)

Loa loa Edemas migratorios no inflamatorios
(edema del Calabar) y eosinofilia
Mansonella Asintomética. Manifestaciones
streptocerca cuténeas, prurito, erupciones

papulares, cambios en la
pigmentacion, eosinofilia

Filarias de cavidades y tejidos profundos

Mansonella perstans Asintomatica. Angioedema, prurito,

fiebre, cefalea, artralgias, eosinofilia

Mansonella ozzardi Como M. perstans, ademas de
sintomas pulmonares y

hepatomegalia

Distribucién’

Africa, sudeste asiatico,
América del sury central y
costas del Pacifico

Africa tropical, focos en
Latinoamérica (Brasil,
Colombia, Ecuador,
Guatemala, Venezuela, Sur
de México) y Oriente
Medio (Yemen)

Africa central

Africa

Africa y este de Sudamérica

América

Diagndstico

1. Diagnéostico directo
Observacion microscopica

Observacion de las microfilarias.
Tincién de Giemsa o tinciones
especiales para vainas.

Sangre2

Frotis sanguineo. Gota gruesa.
Técnicas de concentracion (fonnol,
saponina, filtracion).

Piel (biopsia exangte) microfilarias
de O volvulus.

Indonesia

Observacion macroscépica de
adultos

Nodulos subcutaneos en
O. volvulus

Deteccion de antigeno

Sangre con EDTA:
comercializado s6lo para
W. bancrofti

Técnicas de amplificacién de
acidos nucleicos (PCR)

Disponible para W. bancrofti y
B. malayi

2. Diagnéstico serolégico

Especifica para O. volvulus y
filariasis linfaticas.

La serologia da un gran namero de
reacciones cruzadas y es dificil

de diferenciar entre una infeccion
actual y una pasada.

La prevalencia de las filariasis linfatica es de 90-120 x 10hcasos y la de la oncocercosis de 17 x 106casos.

1 Para ver la distribucién detallada y actualizada de las filariasis humanas, consultar http://www.cdc.gov/travel/diseases.htm.

2 Es importante realizar la extraccién de sangre de acuerdo a la periodicidad de las microfilarias en sangre. Son de periodicidad nocturna las
microfilarias de W. bancrofti, B. malayiy M. timori. Son de periodicidad diurna las microfilarias de L, loa, y aperiddicas las microfilarias del resto

de especies.
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dos —como ganglios linfaticos, higado u otros— sin uti-
lizar técnicas cruentas. Sin embargo, es facil y muy util
obtener muestras de sangre o de médula ésea para el
diagnéstico por examen microscépico del paludismo y
la leishmaniasis visceral respectivamente.

EXAMEN MICROSCOPICO

Parasitosis de las cavidades abiertas
Infecciones vaginales

La Unica parasitosis vaginal es la causada por Tricho-
monas vaginalis, que, como ya se ha indicado, se transmi-
te por contacto sexual, por lo que este protozoo no posee
forma quistica. Causa un proceso exudativo (cervicitis,
vaginitis) que se diagnostica mediante examen micros-
copico del exudado cervical o vaginal, y por cultivo en un
medio adecuado (Técnicas de cultivd). Aunque no es fre-
cuente, las tricomonas pueden causar uretritis exudativa
en el hombre. En este caso, el diagnéstico se realiza obser-
vando en fresco o cultivando el exudado uretral.

El examen debe realizarse poniendo en el portaobje-
tos una gota de solucién salina fisiolégica tibia (~ 35° C)
y efectuando en ella la suspension del exudado recogido
con el asa bacteriol6gica directamente de la vagina o cér-
vix, observando inmediatamente al microscopio la mor-
fologia y movilidad caracteristica de este protozoo. Si la
toma no se ha efectuado cerca de un microscopio, el por-
taobjetos puede trasladarse al laboratorio en una cadmara
hiameda6. Alternativamente, puede sembrarse junto al
paciente un medio de cultivo especifico (véase mas ade-
lante).

Parasitosis intestinales

Las parasitosis intestinales estan causadas por pro-
tozoos como la giardia, criptosporidium, E. histolytica, y
por helmintos como tenias, oxiuros, ascaris y estrongi-
loides entre otros.

Antes de iniciar el examen microscopico de las heces
es importante inspeccionarlas para descartar la presen-
cia de helmintos visibles macroscépicamente (tenias,
ascaris, oxiuros) (Figs. 7.10, 7.17 y 7.18).

El examen microscOpico permite observar los proto-
zoos en forma vegetativa (trofozoitos) o quistica y visua-
lizar los huevos depositados por los helmintos. En el caso
de estrongiloides, se pueden observar sus larvas, ya que
los huevos eclosionan en el intestino antes de llegar al
exterior.

Las formas vegetativas de los protozoos se lisan muy
rapidamente a medida que la masa fecal se enfria, por

143

lo que, para observarlas, deben estudiarse muestras de
heces recién emitidas. En general, las heces deberian
observarse antes de las dos horas de su emisién; en caso
contrario deben fijarse para conservar los elementos
parasi tarios (Figs. 7.19 y 7.20). Por otra parte, para la
detecciéon de algunos parasitos, especialmente en infes-
taciones ligeras, es util aplicar técnicas de concentra-
cion. Algunos helmintos, como los oxiuros, depositan
los huevos en los margenes del ano, donde deben bus-
carse mediante técnicas especiales, como la de Graham,
gue utiliza una cinta adhesiva.

Debido a que la eliminacién de las formas parasita-
rias en las heces no es continua, para descartar con segu-
ridad una parasitosis intestinal se recomienda estudiar
hasta tres muestras de heces de dias diferentes no con-
secutivos.

Fijacion
Es excepcional que una muestra de heces recién emi-

tidas se pueda estudiar antes de dos horas después de
su emisién, por lo que habitualmente se prevé su reco-

Figura 7.19. Trofozoito de Entamoeba histolytica.

Examen microscépico de heces fijadas con MIF. Se observa un trofo-
zoito de E. histolytica de un paciente con disenteria amebiana. Tiene
una forma irregular y un ndcleo (N) con cromatina periférica unifor-
memente distribuida. En el citoplasma se distinguen formas colorea-
das que corresponden a hematies fagocitados en diferentes estadios
de digestion (H) (xIOOO0).

Figura 7.20. Quiste de
Entamoeba histolytica.

Examen microscépico de
heces fijadas en MIF. Se
observa un quiste maduro,
esférico con tres nacleos
bien visibles y un cuarto
ndcleo que se encuentra
en diferente plano, por lo
que para su visualizacion
es necesario un cambio de
foco (x400).

6 Puede prepararse una cdmara humeda, poniendo el portaobjetos en el que se ha depositado el exudado con el cubreobjetos en una placa de
Petri vacia con un algodén himedo y tapada para que se mantenga la humedad hasta la observacion microscépica.
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gida en una solucion fijadora o se fijan inmediatamen-
te después de su llegada al laboratorio.

Existen muchos métodos de fijacién, cada uno con
diferentes ventajas o inconvenientes, en general rela-
cionados con la posibilidad de aplicar posteriormente
tinciones especificas, técnicas de deteccion de antige-
no y de amplificacion genética. Entre los mas utiliza-
dos esta el tradicional que utiliza formol; el que emplea
mertiolato, yodo y formol (MIF) (Fig. 12.3) y otros como
el basado en el acetato so6dico, acido acético y formol
(SAF).

La fijacion con formol o mediante el fijador de SAF
permite, ademas de la conservacion de los parasitos, efec-
tuar técnicas de concentracidn a partir de la muestra fija-
da y tinciones especificas, como la de Ziehl Neelsen
modificada, y la tricr6mica.También permite aplicar algu-
nas técnicas de deteccidn de antigeno.

Las heces fijadas con MIF pueden observarse direc-
tamente, ya que el yodo y la eosina colorean los elemen-
tos parasitarios; ademas, las muestras pueden ser some-
tidas también a posteriores procesos de concentraciéon y
a tinciones permanentes, aunque para este ultimo pro-
poésito es menos adecuado que el formol.

Algunas soluciones para la fijacion de las heces se
encuentran comercializadas?.

Examen enfresco

El examen en fresco de una pequefia cantidad de
heces diluida en solucién salina permite la visualizacion

Figura 7.21. Giardia intestinalis.

Microbiologia clinica

de las formas vegetativas y quisticas de los protozoos,
y en su caso los huevos de helminto. Sin embargo, en
una preparacién sin colorear muchas veces no se con-
sigue visualizar con precisiéon los protozoos. De una
manera muy sencilla, aunque util, puede ponerse una
gotita de lugol, que colorea los parasitos facilitando su
observacion. Como se ha sefialado el examen también
puede realizarse directamente a partir de heces fijadas
con formol o MIF, en este ultimo caso los elementos
parasitarios aparecen ligeramente coloreados (Fig. 7.21).

Técnicas de concentracion

El examen directo de las heces frescas o fijadas es
muchas veces insuficiente para la deteccién de quistes
de protozoos y particularmente de huevos de helmin-
tos, sobre todo cuando se hallan en ndmero escaso. Por
ello se recurre normalmente a métodos de concentra-
cién que permitan detectar infestaciones ligeras.

En las figuras 7.22 y 7.23 se muestran las caracteris-
ticas morfolégicas de los huevos de algunos helmintos
de interés en patologia humana.

Las técnicas de concentracion se pueden clasificar en
dos grandes grupos: métodos fisicos y fisicoquimicos
(difasicos). Los métodos fisicos se basan Gnicamente en
la diferencia de densidad entre los elementos parasita-
rios y el resto de materiales contenidos en las heces. A
grandes rasgos, estos métodos consisten en mezclar una
porcion de heces con un liquido de densidad adecuada,
de tal manera que los elementos parasitarios se separen
del resto de materiales, bien por flotacion, bien por sedi-

Examen microscépico de heces fijadas en MIE En la figura de la izquierda se observan tres formas trofozoicas de G. intestinalis. El trofozoito que
se observa en la parte superior, se ve de frente, tiene forma piriforme y se le adivina el disco ventral con los dos nucleos. Las otras dos formas se
observan de perfil y presentan aspecto aplanado de cuchara (XIOOO). En la figura de la derecha se observan tres quistes de G. intestinalis.Tienen
forma oval y la pared es hialina y destaca por su refringencia al quedar la forma parasitaria retraida en su interior, dejando un espacio entre las

dos. Los nucleos son parcialmente visibles (xXIOOO).

7 Intersep, Ltd; Scientific Device Laboratory; Durviz SL; entre otras firmas comerciales dispone de diversos reactivos para fijacién y concentra-

cion de muestras fecales.
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Figuras 7.22. Morfologia y tamafio de los huevos de helminto.

Las helmintosis intestinales se diagnostican generalmente por la deteccién de huevos en las heces. La morfologia de los huevos y su tamafio son
los aspectos fundamentales que hay que tener en cuenta para su identificacion. En esta figura se muestra el tamafio absoluto y comparativo de
los huevos de helminto de interés en medicina.

Es importante observar las caracteristicas de la cubierta externa del huevo, para determinar: si es lisa o abollonada, la presencia o no de opércu-
lo, de espolones o espinas.

La mayoria de los huevos de helminto poseen una cubierta lisa, bien marcada, refringente, excepto en los de ascaris que es mamelonada y de
tamafios relativamente grandes (60-90 x 40-50 pm) (Figs. 7.23 y 7.26).

Existen huevos operculados, con una tapadera a modo de casquete en uno de los polos por donde se libera el embrién (Fig. 7.23). En algunos
huevos el opérculo es pequefio con forma de copa (clonérquidos), en otros es mayor, pero poco visible (Fasciola hepatico, Diphyllobothfium latum).

Los huevos de Schistosoma son de gran tamafio y presentan una espina o espolén muy visible en el polo posterior (S. hematobium, S. intercala-
tum) o lateral (S. mansoni, S.japonicum) (Figs. 7.15 y 7.23). S.japonicum es el de menor tamafio, de forma oval y su espoldn lateral es muy poco
perceptible.

Los huevos de las dos especies de tenias mas importantes que parasitan al hombre en su forma adulta (T. solium y T. saginata) no se diferencian
entre si.Tienen forma esférica con una estriacién radial en la cubierta y en el interior un embrién con ganchos (Fig. 7.11). Los huevos de Ente-
robius vermicularis son muy caracteristicos, poseen una cara plana (en grano de café) y con frecuencia puede observarse el embrién (Figs. 7.23
y 7.28).

Los huevos de Trichuris trichiura tienen forma de limén con un tapén refringente en cada polo (Fig. 7.27).

Los huevos de las uncinadas (hookworms), como anquilostomay nccator, son muy parecidos y no es posible diferenciarlos. Poseen una cubierta
fina de contorno oval que encierra de 4-8 blastomeros (Fig. 7.23).

mentacion, segln la técnica. Entre los mas utilizados esta
el método de flotacion, que emplea sulfato de zinc (téc-
nica de Faust).

En los métodos fisico-quimicos se asocia la accion
disolvente de los reactivos empleados, que forman dos
fases no miscibles, en una de las cuales se localizan pre-
ferentemente los parasitos, y en la otra los restos feca-
les. De entre ellos, el mas universal es el método de for-
mol-éter (técnica de Ritchie) (Fig. 7.24), que puede
utilizarse tanto en heces frescas como fijadas en for-
mol. Bdsicamente se trata de diluir las heces directa-
mente en formol al 10%, tamizar y agregar unos mili-

litros de éter etilico, emulsionar por agitacion vigorosa
y examinar, tras centrifugacion, el sedimento donde se
concentran los quistes de protozoos y los huevos de
helminto.

Para las heces fijadas con MIF se puede utilizar la téc-
nica de concentracion de Blagg (MIF concentracion). Es
muy parecida a la técnica de Ritchie, y su principal dife-
rencia radica en que, en lugar de éter etilico, se utiliza
éter sulfurico.

La técnica de Kato no es una técnica de concentra-
cion en sentido estricto, sino que clarifica el material fecal
facilitando la visualizacién de los huevos de los helmin-
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tos presentes en un volumen de heces mucho mayor del
gue es posible examinar en un frotis directo convencio-
nal. El método consiste en depositar una capa de heces
relativamente gruesa sobre un portaobjetos sobre la que
se hace actuar una solucién acuosa de glicerina y verde
de malaquita. La glicerina clarifica, transparentando el
material fecal, con lo que se facilita la observacién micros-
copica de los huevos de helminto, que quedan contras-
tados gracias a la accion del verde de malaquita. Presen-
ta, sin embargo, el inconveniente de no facilitar la
visualizacién de otros elementos parasitarios (quistes de
protozoos y larvas de helmintos). Esta técnica es muy
atil por ser sensible, facil de realizar y econémica en
material y tiempo (Fig. 7.25).

En las figuras 7.22, 7.23 y 7.25 a 7.28 se muestran
algunos huevos de helminto caracteristicos.

Técnica de Graham

Es raro encontrar huevos de oxiuros en las heces. Es
maés facil detectarlos mediante la técnica de Graham.
Esta técnica se basa en aplicar en los margenes del ano
una cinta adhesiva, tipo celo, por la mafiana, antes de
defecar, que posteriormente se adhiere a un portaobje-
tos y se observa al microscopio.

Tinciones

Tradicionalmente se ha utilizado la tincion de hema-
toxilina férrica (Hcidenhein) para observar detalles finos
de los parasitos (protozoos) que permitan su identifi-

s ECOFLXy ECOSTAILN de Meridian Diagnostics Inc.
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cacion precisa. Es una tincién permanente de comple-
ja realizacién, por lo que es poco utilizada. En la actua-
lidad se emplea la tincién tricrémica de Wheatley, que
es una variante del Gomori. Esta tincion puede
emplearse en heces frescas y fijadas por formalina, SAF
o MIF. El principal problema reside en que las mues-
tras fijadas por estas técnicas se adhieren con dificul-
tad al portaobjetos. Existen reactivos comercializados
por diferentes compafiias que fijan las heces sin pre-
sentar posteriores problemas de adherencia a los por-
taobjetos, pudiéndose tefiir posteriormente mediante
el método tricromico8.

Cryptosporidium parvum es un pequefio protozoo (3-
5 jim) que no se visualiza facilmente en fresco ni tras
fijacion-coloracién con MIF ni con las tinciones parasi-
tologicas habituales (Gomori, tricrémica). Para su obser-
vacion en heces frescas o fijadas, se prepara directamen-
te o tras concentracién con formol-éter una extension
de heces que se tefiira con la tincion de Ziehl-Neelsen
modificada o con la tincién fluorescente de auramina
(Fig. 7.29). Con estas tinciones también se tifien de
manera especifica otros protozoos, como Cyclospora caye-
tanensis (8-10 Lina) e Isospora belli (10-20 iim). No obs-
tante, ambos protozoos pueden visualizarse en un exa-
men en fresco sin necesidad de realizar una tincién
permanente (Fig. 7.30).

Para la deteccion de C. parvum también se ha preco-
nizado el empleo de técnicas de inmunofluorescencia
directa con anticuerpos monoclonales.

Figura 7.23. Caracteristicas distintivas de
los huevos de helminto.

A. Huevo de ascaris con cubierta mame-
lonada (m); By C. Huevos de oxiuro e
himenolepis con cubierta lisa (1). D.
Huevo de Dicrocoélium dendriticum, liso y
operculado (0); E. Huevo de Schistosoma
haematobium lisoy con su espicula carac-
teristica (e). F. Huevo de uncinaria con los
blastomeros (b).
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Figura 7.24. Concentra-
cién de muestra fecal.

En la figura se observa un
tubo con heces en el que
se ha realizado la técnica
de concentracién de Rit-
chie. Después de la cen-
trifugacion el contenido
del tubo se reparte en
cuatro capas que de arri-
ba abajo corresponden a
la capa de éter con grasas,
la capa de residuos lipofi-
licos, la capa acuosa y el
sedimento donde se loca-
lizan los elementos para-
sitarios y que es la parte a
examinar.

Los microsporidios (0,8-4 jim) se observan tras la tin-
cidn de la muestra fresca o preferentemente concentra-
da con un método tricrémico que tifie las esporas de un
color rosado.

En resumen, la identificacion morfoldgica de los pro-
tozoos intestinales se basa en la observaciéon microsco-
pica de la muestra fresca, tefiida o concentrada, para
observar las formas vegetativas y quisticas. El diagn6s-
tico de las helmintosis intestinales se basa en la obser-
vacién de los vermes macroscopicos en las heces (tenias,
oxiuros y ascaris) y en la deteccion microscépica de las
larvas y de los huevos. Para su identificacion es funda-
mental atender a su forma y tamafio.

Figura 7.25. Técnica de Kato.

En la figura se observa un frotis grueso de heces de color verdoso pre-
parado, segun la técnica de Kato, para su observacion microscopica.
Arriba se ve una placa de PeLri con laminas de papel de celofan embe-
bidas en una solucién de glicerina-verde malaquita, que son las que
se depositan durante 30-60 minutos sobre la extension gruesa de heces.
Estas laminas deben de haber permanecido en esta solucién un mini-
mo de 24 horas antes de ser utilizadas.
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Figura 7. 26. Huevo de ascaris.

Puede observarse una larva de ascaris saliendo del huevo.

Parasitosis sistémicas

Cuando los parasitos que se localizan en los 6rganos
profundos tienen una fase hematica persistente o regu-
lar, como sucede en el paludismo, en la tripanosomiasis
y en las filariasis, debe tomarse una muestra de sangre en
el momento adecuado para cada una de las infecciones y
practicar extensiones y una gota gruesa sobre un porta-
objetos, que se observara en el microscopio tras tinciones
adecuadas, como la de Giemsa, o mediante Diff-Quik®.

En las parasitosis que afectan a 6rganos o tejidos
profundos, pero carecen de una fase hematica sosteni-
da, como la toxoplasmosis, la leishmaniasis, la hidati-
dosis, la triquinelosis o la laiva migrans (toxocarosis), el
diagnostico puede efectuarse mediante biopsia segui-
da de estudio histolégico para observacion del parasi-
to, pero habitualmente se realizan técnicas serolégicas
o de amplificacion genética.

Figura 7. 27. Huevos de Trichuris trichiura.

Examen microscépico de heces concentradas con la técnica de Kato.
Se observan dos huevos de T. trichiura que se caracterizan por su forma
de limén con un tapén refringente y saliente en cada polo (x400).
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Figura 7.28. Huevos de oxiuros.

Examen microscépico de heces fijadas en MIE. En la imagen se obser-
van huevos de oxiuros. En la oxiuriasis es raro encontrar estos huevos
en las heces y es mas facil visualizarlos mediante la técnica de Gra

ham. Se caracterizan por su pared gruesa y refringente y por presen-
tar una cara plana (en grano de café), pudiéndose observar en su inte-
rior el embrién (Fig. 7.22) (x400).

Examen parasitoldgico de la sangre

Para efectuar un frotis sanguineo o una gota gruesa,
la sangre se obtiene por puncién venosa.

Figura 7.29. Cryptosporidium.

En la figura superior se observan ooquistes de Cryptosporidium en una
extension de heces fijadas con formol, previa concentracion y tefiidas
con la auramina. En la figura inferior se observan ooquistes en una
extension de heces tefiidas con la tincién de Ziehl-Neelsen modifica-
da. Los quistes se tifien de color rojo, mientras que las levaduras se
tiflen de color azulado. En el diagnoéstico de la criptosporidiasis intes-
tinal pueden utilizarse ambas tinciones. Se puede hacer un screening
de las muestras de heces mediante la tinciéon con auramina y después
se reconfirma el diagnéstico realizando la tincién de Ziehl sobre las
extensiones que hayan sido positivas.

Microbiologia clinica

Figura 7.30. Larva de Strongyloides ¢ Isospora belli.

Examen microscoépico de heces fijadas con MIF. Se puede observar dos
parasitos distintos, un nematodo y un protozoo. El nematodo es la laiva
rabditiforme de Strongyloides stercoralis (Ss) y el protozoo es un ooquis-
te inmaduro de Isospora belli (Ib) que tiene un aspecto ovoide algo piri-
forme y un tamafio medio de 25 x 15 um. En su interior se visualiza un
esporoblasto que al madurar dara lugar a los esporozoitos.

Frotis sanguineo

Una vez obtenida la sangre, la forma mas sencilla de
observarla es realizar un frotis o extensién sobre un por-
taobjetos de forma semejante a las preparaciones para
estudio hematoloégico y tefiirla mediante la tincion de
Giemsa o Diff-Quik® (Fig. 7.31). Su observacion al
microscopio permite la visualizacion de las formas para-
sitarias en los casos en que la infestacion sea elevada o
moderada (Fig. 7.32). En aquellos casos en que haya
pocos parasitos en la sangre, debe recurrirse a la gota
gruesa. Como normalmente se desconoce el grado de
infestacion, se aconseja realizar ambas técnicas, frotisy
gota gruesa, simultaneamente.

Método de la gota gruesa

Consiste en la obtencion de preparaciones de sangre
mas gruesas que las obtenidas en una extension ordina-
ria, lo que se logra depositando en un portaobjetos una
0 dos gotas de sangre que se desfibrinan para que no
coagulen, mediante rotacién continuada con el canto de
otro portaobjetos limpio. Posteriormente, se procede a
hemolizar los hematies mediante agua destilada y des-
pués se tifie la preparacion (Fig. 7.33). Ello permite exa-
minar mayor cantidad de sangre en un periodo de tiem-
po mas reducido, lo que presenta dos ventajas: 1)
facilita el hallazgo de parasitos en aquellos casos en que
su numero es muy reducido y 2) simplifica el examen de
gran numero de muestras de sangre en el curso de cam-
pafias sanitarias (paludismo, filariasis, etcétera). Sin
embargo, posee el inconveniente de una mayor dificul-
tad en la observacion de las formas parasitarias, funda-
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mentalmente en las intraeritrocitarias paludicas, cuya
identificacion a nivel de especie es algunas veces impo-
sible mediante el empleo de esta técnica. Los estromas
de los hematies hemolizados presentes en la prepara-
cién inducen muchas veces a confusion al observador
no familiarizado con la técnica (Figs. 7.34 y 7.35).

La morfologia de los plasmodios en las extensio-
nes sanguineas se muestra en la figura 7.36.

En el caso de sospecha de filariasis con ciclo fleméa-
tico, ademas del frotis y gota gruesa, es conveniente
observar con el microscopio a 100 aumentos una gota
de sangre en fresco, ya que permite localizar las fila-
rias por su movimiento o realizar técnicas especificas
de concentracion. Para concentrar, se precisa sangre
extraida con anticoagulante (EDTA), se mezcla en un
tubo 1 mi de sangre con 9 mi de formol al 2% o sapo-
nina, que hemoliza los hematies. Se centrifuga suave-
mente y se observa el sedimento para visualizar las
microfilarias (Figs. 7.37, 7.38 y 7.39).

Examen parasitologico de la orina

Las infecciones del plexo venoso vesical por las for-
mas adultas de Schistosoma haematobium no constituyen
una parasitosis urinaria; sin embargo, los huevos pues-
tos por las hembras en las vénulas del plexo vesical se
abren camino a través de los tejidos, llegan a los uréteres
0 vejiga urinaria 'y son eliminados con la orina. Por tanto,
la esquistosomiasis vesical se diagnostica observando en
el sedimento de la orina recogida durante 24 horas los
huevos de este trematodo, que poseen morfologia carac-
teristica. Los huevos de S. mansoni y S. japonicurn se eli-
minan con las heces y se investigan en ellas mediante
técnicas de concentracion (Figs. 7.19, 7.22 y 7.23).

Biopsia

La biopsia o aspirado de médula 6sea es muy emplea-
do en el diagnostico de la leishmaniasis visceral y la biop-
sia cutédnea (punch o raspado del borde de la lesion) en el

de la leishmanisosis cutanea. En ambos casos las mues-
tras deben tefiirse por el método de Giemsa o Diff-Quik®.

La biopsia exangiie — pequefia biopsia cutanea super-
ficial— se emplea para realizar el diagnéstico de la onco-
cercosis. Las microfilarias de O. volvulus se encuentran en
la dermis y, para no confundirlas con otras microfilarias
que se encuentran en la sangre, debe evitarse el sangra-
do en la toma de muestra. Para ello se aconseja tomar,
con unas pinzas, una pequefia parte de la superficie cuta-
neay cortar con bisturi o tijera el fragmento pinzado (der-
mis y epidermis). Se coloca el fragmento (de 3-4 mm) en
una placa de Petri o un vidrio de reloj que contenga una
pequefia cantidad de suero fisiolégico, se lleva el reci-
piente a 37° C y se espera de 15 a 30 minutos. En este
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tiempo, las microfilarias surgen del fragmento cutaneo
y se concentran en el suero fisiolégico, que se observa
en fresco al microscopio con pocos aumentos (xIOO,
x400). Para conseguir una buena rentabilidad, se acon-
seja realizar varias biopsias, preferentemente de la regién
deltoidea o subespinosa.

TECNICAS DE CULTIVO

En la préactica diaria, y en el contexto del diagndsti-
co clinico, el cultivo sélo se emplea para el aislamiento
de las tricomonas a partir de exudado vaginal o uretral
en el medio de Roiron o el de Diamond9. Dada la lirni-

Figura 7.31. Preparacion de una extensién sanguinea.

En las imagenes se observa la colocacion e inclinacién de los portas
asf como la direcciéon en que deben moverse para realizar una exten-
sién fina de sangre periférica. Es preferible que las extensiones sean
preparadas directamente a partir de sangre capilar o venosa ya que
todos los anticoagulantes tienen algun efecto adverso sobre la morfo-
logia de los plasmodios. La intensidad de este efecto adverso depen-
de del tiempo transcurrido desde la extraccion, asi como del estadio
del parasito y del tipo de anticoagulante empleado. Si fuese necesario
usar anticoagulante, EDTA es el méas inocuo de todos. Es aconsejable
esperar unas tres horas antes de tefir la extensién con el fin de que
esté bien seca.
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&
Figura 7.32. Plasmodium en extensién sanguinea.
Extensién fina de sangre periférica de un paciente con paludismo

por P.falciparum con un indice de parasitacién muy elevado (Diff-
Quick; xIO0).

tada viabilidad de las tricomonas tomadas con escobi-
116n, es muy atil sembrar directamente en estos medios
una muestra acabada de recoger con asa 0 con escobi-
I16n. No crea ninguna dificultad y permite la recupera-
cion de tricomonas y candidas.

El cultivo también se utiliza para el aislamiento de las
leishmanias en el Kala-azar a partir de la médula 6sea, y
en el botén de oriente a partir de la lesién cutanea, emple-
andose el medio de Novy-McNeal-Nicolle (NNN), y para
el aislamiento de toxoplasma a partir de tejidos o liquidos
organicos parasitados mediante su inoculacion a cultivos
celulares (fibroblastos humanos, linea MRC5) o al ratén.

El cultivo es un método adecuado para el diagnosti-
co de las infecciones por amebas de vida libre, a partir
de muestras del sistema nervioso central (meningitis),
muestras oculares e incluso lentes de contacto y su liqui-
do de conservacion (queratitis).

Figura 7.33. Preparacion de una gota gruesa.

Para realizar la gota gruesa, se depositan de una a dos gotas de san-
gre en un porta y usando la esquina de otro porta, se extiende la san-
gre uniformemente con un movimiento circular en un area de unos 2
cm de didametro. Esta rotacion que tiene como objeto desfibrinar la
sangre debe mantenerse durante varios minutos hasta que se forma
un acumulo de fibrina que se extrae al retirar el porta. El grosor final
de la gota apenas debe permitir jeer a su través, letra impresa. Es acon-
sejable dejarla secar 24 horas a temperatura ambiente antes de proce-
der a la hemolisis y tincion.
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Ili
Figura 7.34. Plasmodium en gota gruesa.

Tmcién de Diff-Quick de una gota gruesa de sangre periférica. Se obser-
va un gametocito de P.falciparum (xIUOO).

]

Figura 7.35. Plasmodium en gota gruesa.

Tincion de Diff-Quick de una gota gruesa de sangre periférica. Se obser-
van varios trofozoitos en anilio de P falciparum (xIOOO).

Asi como el cultivo de tricomonas es muy utilizado
en todos los laboratorios por ser muy sencillo y util, y
porque los medios se hallan comercializados en tubos
preparados para el uso, el resto de las técnicas de culti-
vo queda restringido a laboratorios con un cierto nivel
de especializacién.

OTRAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Las pruebas de deteccién de antigeno son poco uti-
lizadas en parasitologia, pero la comercializacion
de kits diagndsticos, basados en técnicas de inmuno-
fluorescencia, enzimoinmunoandalisis e inmunocro-
matografia, ha permitido su introduccién progresi-
va en los laboratorios. Asi, en los ultimos afios, han
aparecido pruebas de deteccién de antigeno en la san-
gre para el diagnéstico de infecciones por plasmodios
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Se representan las diversas fases de las cuatro especies de Plasmodium causantes de paludismo al hombre: trofozoitos jévenes (Tj) y maduros
(Tm), esquizontes (E) y gametocitos (G).

A. P.faldparum. Los trofozoitos jovenes aparecen como anillos pequefios en los que se observa una mancha de cromatina (ntcleo), aunque con
mucha mas frecuencia que en las otras especies pueden verse dos y hasta tres anillos por hematie. Los gametocitos presentan una forma semi-
lunar caracteristica con los extremos romos. En los hematies de la sangre periférica sélo se observan los trofozoitos y los gametocitos. Parasitan
hematies jovenes y viejos que no se deforman ni hipertrofian y que con frecuencia contienen escasos granulos pigmentarios gruesos (granulos
de Maurer).

B. P vivax. Los trofozoitos jovenes forman anillos de pequefio tamafio, dificiles de distinguir entro las otras especies; los maduros son tipica-
mente ameboides, muy irregulares, que conservan la vacuola y contienen el pigmento hemozoinico en forma de pequefios granulos pardo-ama-
rillentos (granulaciones de Schiffner). Los esquizontes maduros estdn formados por una masa moruloide irregular constituida por numerosos
merozoitos (12-24) con el pigmento hemozoinico agrupado en una zona periférica. Los gametocitos redondeados u ovalados casi ocupan todo
el hematie y contiene un nudcleo de gran tamafio. Suele parasitar hematies jovenes que se hipertrofian y deforman durante el desarrollo del para-
sito y cuyo citoplasma presenta las granulaciones de Schiffner.

C. P.ovale. Los trofozoitos jovenes forman anillos pequefios y los maduros anillos compactos de forma oval y con granulos de pigmento hemo-
zoinico oscuros dificiles de distinguir de los de P. vivax. Los esquizontes maduros poseen 8-12 merozoitos agrupados en roseta o en una masa
méas o menos regular y con el pigmento central o subcentral. Los gametos son ovales o subovales. Con mas frecuencia parasita hematies jove-
nes que adquieren una forma oval con bordes deflecados y con abundantes granulaciones de Schiffner.

D. P.malariae. Los trofozoitos jovenes son anillos grandes y robustos con un gran granulo cromatinico y los maduros con citoplasma compac-
to, tienen con frecuencia el aspecto de bandas transversales en el hematie parasitado. Los esquizontes maduros son pequefios y poseen un esca-
so numero de merozoitos (8-9) que se disponen en roseta con granulos de hemozoina pardo-oscuros centrales. Los hematies parasitados man-
tienen su tamafio y aspecto.
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y filarias; en la orina para el diagnoéstico de la leishma-
niasis y en las heces para el de criptosporidium, giar-
dia y amebas.

En el caso del paludismo, la inmunocromatografia es
una técnica sensible y especifica. Esta prueba no exime
de practicar extensiones y gota gruesa para identificar
con precision la especie.

En la amebiasis la deteccion de antigeno por
técnica de ELISA tiene una utilidad evidente, ya
que, ademas de la deteccién del parasito, permite dife-
renciar entre dos especies morfolégicamente indistin-

Figura 7.37. Microfilarias.
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guibles, E. histolytica, ameba patégena humana de
E. dispar, ameba comensal del tubo digestivo.

Las técnicas de biologia molecular que permiten
detectar y amplificar secuencias especificas de acidos
nucleicos aplicadas al diagnéstico de las enfermedades
parasitarias estan aln en fase experimental.Tan solo exis-
ten Kkits comercializados para el diagnostico de la toxo-
plasmosis y el paludismo.

La sencillez y eficacia de las técnicas convenciona-
les de examen directo en el diagndstico parasitologi-
co, asfi como su bajo coste, hacen que, a excepciéon de

La figura de la izquierda corresponde a una tincién de Hematoxilina de Mayer de una gota gruesa de sangre periférica donde se observa una
microfilaria que por sus caracteristicas morfologicas corresponde a una Loa loa. Presenta una vaina envolvente muy bien visible en los extremos
y los nuicleos somaticos llegan hasta su extremo caudal. La figura de la derecha es una tincion de Giemsa de una gota gruesa de sangre perifé-
rica donde se observa Mansonella perstans, una microfilaria sin vaina envolvente, no patégena para el hombre pero que se diagnéstica con mucha

frecuencia y muchas veces asociada a otra microfilaria (x400).

Figura 7.38. Extraccién subconjuntival de Loa loa.

La filaria adulta Loa loa (3-4 cm) fue extraida de un paciente que presentaba una migracién subconjuntival por este nematodo. La filaria en movi-
miento o quieta, produce sensacidn de cuerpo extrafio con hiperemia, fotofobia y lagrimeo.
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las infecciones comentadas, tanto las pruebas de detec-
cién de antigeno como las de amplificacion estén
menos introducidas que en otras areas de la micro-
biologia.

Técnicas seroldgicas

La serologia es la base del diagnéstico de las para-
sitosis sistémicas sin fase hematica persistente, como
la toxoplasmosis, la leishmaniasis y la tripanosomiasis
americana entre las protozoosis y la hidatidosis, la cis-
ticercosis, la triquinosis y la larva migrans entre las hel-
mintosis. Sin embargo, también se aplica al diagnosti-
co de algunas hemoparasitosis, como el paludismo y la
esquistosomiasis, y al de parasitosis de cavidades abier-
tas, que pueden causar invasion tisular local, como la
amebiasis, en la que la serologia es muy util.

Figura 7.39. Identificacion de las microfilarias.
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Los fundamentos y las técnicas utilizadas para el
diagnostico serolégico de estos parasitos se describen
en el capitulo 8.

ARTROPODOS DE INTERES MEDICO

Los artrépodos poseen interés en medicina por pro-
ducir exoparasitosis, como las picaduras de los insec-
tos, que desencadenan una reaccion alérgica, produ-
ciendo lesiones locales importantes con repercusion
sistémica, las miasis producidas por larvas de mosca o
la sarna causada por sarcoptes. Sin embargo, los artré-
podos poseen interés, sobre todo, por ser hospedado-
res y vectores de microorganismos causantes de infec-
ciones al hombre. Pueden ser vectores pasivos 0

Para la identificacion de las microfilarias es importante tener en cuenta la presencia o ausencia de vaina envolvente y el aspecto y disposicién de
las ultimas células o nicleos somaticos en su extremo ceféalico y caudal. Las microfilarias con vaina son: A. Wuchereria bancrofti, B. Brugia rnala-
yiy C. Loa loa. Las microfilarias sin vaina son: D. Onchocerca volvulus, E. Mansonella perstans, F. Mansonella streptocerca y G. Mansonella ozardi.

W. bancrofti tiene los tltimos ndcleos somaticos en una fila simple que no alcanza el extremo caudal. B. malayi tiene los tres Gltimos nucleos sepa-
rados y ei altimo, muy pequefio, aislado en el extremo caudal. Ambas microfilarias son de periodicidad nocturna. L. loa tiene los nucleos que lle-
gan hasta el extremo caudal y es de periodicidad diurna. O. volvulus no tiene ciclo parasitémico, sino que circula por la dermis y se distingue por
su extremo caudal algo incurvado, en el que los Gltimos nucleos no llegan a su extremo. M. perstans, M. ozardi y M. streptocerca tienen un interés

maés reducido por no ser patégenas para el hombre.
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mecénicos, cuando el artrépodo es un transportador
simple en el que el agente infeccioso no evoluciona ni
se multiplica, o un vector activo, cuando el artrépodo
es un hospedador en el que desarrolla una etapa
imprescindible del ciclo vital del parasito.

Los artréopodos de interés médico son los insectos y
los aracnidos. Los insectos, que incluyen a los mosqui-
tos, moscas, piojos, pulgas y chinches, tienen el cuerpo
dividido en tres regiones: cabeza, térax y abdomen,
poseen antenas, tres pares de patas en el estado adulto
y dos pares de alas en la mayoria de los 6rdenes
(Fig. 7.40). En los aracnidos, entre los que se incluyen
los acaros (garrapatas, acaros de la sarna y otros) se dis-
tingue una regién anterior o gnatosoma donde se hallan
las piezas bucales, y el idiosoma, que constituye el ver-
dadero cuerpo de forma globulosa y con cuatro pares
de patas en las formas adultas (Fig. 7.41). Las garrapa-
tas en su forma adulta son visibles macroscopicamente
y se clasifican en dos grandes grupos, los ixodidos o
garrapatas duras que tienen un escudo dorsal y los arga-
sidos o garrapatas blandas carentes de escudo. Los otros
acaros de importancia médica como el agente causal de
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Figura 7.40. Esquema de un insecto.

Eos insectos son artrépodos antenados con el cuerpo dividido en tres
regiones: cabeza en la que se hallan las antenas, ojos y piezas bucales,
térax, con tres segmentos toracicos y tres pares de patas, y abdomen,
primitivamente con 11 segmentos que se hallan reducidos en la mayo-
ria de las especies.
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Figura 7.41. Esquema de un &caro.

Los acaros son artrépodos quelicerados, en los que se distingue Gni-
camente dos regiones, un gnatosoma, o region donde se hallan las pie-
zas bucales y el idiosoma o verdadero cuerpo, habitualmente globu-
loso y con cuatro pares de patas en las formas adultas.

la sarna (Sarcoptes scabiei) o los acaros del polvo son
microscopicos.

MEDIOS DE CULTIVO. DESCRIPCION

Medio modificado de Diamond
(para el cultivo de tricomonas)

Este medio se halla comercializado, preparado para
su empleo. Se formula con 20 g de triptona y 10 g de
extracto de levadura, 5 g de maltosa, 1 g de cisteinay
0,2 g de acido ascérbico en un volumen de un litro de
agua destilada. Se esteriliza a '115° C durante 20 minu-
tos y se ajusta el pH a 7,4. Posteriormente, se afiade
100 mi de suero de caballo. Para evitar el sobrecrecimi-
neto de la flora comensal, se adiciona: estreptomicina
0,04 g, penicilina G 1.000.000 U y anfotericina B 0,003 g
por litro.

Medio de Novy-McNeal-Nicolle (NNN)
(para el cultivo de leishmanias)

Para su realizacién se prepara un litro de soluciéon
salina fisiolégica y se disuelven 10 gramos de agar-agar.
Tras repartir en tubos, se esteriliza por el calor. Cuando
se alcance la temperatura adecuada (~ 50° C), se afladi-
rd sangre de conejo al 15%. A continuacion se solidifica
de forma inclinada. Al enfriar se produce una pequefa
cantidad de liquido de condensacidon, por lo que en
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realidad constituye un medio bifasico. Los promasti-
gotes crecen en el liquido de condensacién.

Afadir a la superficie del medio, antes de su inocu-
lacion, unas gotas de suero bovino fetal y de 0,5 a 1 mi
de una solucion de antibi6ticos que contiene 20.000
Ul/ml de penicilinay 20 mg/ml de estreptomicina.

155

Existe un medio comercial liquido (Schneider's Dro-
sophila Médium. SDM. Gibco). En el momento de la
siembra, para cada muestra ha de prepararse un tubo
con 2,5 mi del medio SDM y 0;7 mi del suero bovino
fetal. El medio debe conservarse en nevera, y el suero
fraccionado, en el congelador.
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CAPITULO

o) Pruebas inmunologicas

LA RESPUESTA INMUNITARIA

La respuesta inmunitaria constituye un mecanismo
de defensa antiinfecciosa de los vertebrados que se
desencadena frente a las proteinas o polisacaridos micro-
bianos, que son reconocidos como extrafos (antigenos).
Tiene dos ramas efectoras: 1. la humoral, que da lugar a
la produccién de anticuerpos y 2. la celular, que consis-
te en la activacion de diversas células con funciones
defensivas, como los macréfagos y las células citocidas
(véase el capitulo 21).

Cuando se inyecta experimentalmente a un animal
vertebrado una proteina o un polisacarido, los linfocitos
B reconocen a través de sus receptores de superficie ese
antigeno y maduran a células plasmaticas, las cuales pro-
ducen y liberan los anticuerpos que se unen especifica-
mente al antigeno que ha inducido su produccién y sé6lo
a él. En efecto, los anticuerpos reconocen especificamen-
te una pequefia zona de la macromolécula antigénica
llamada epitopo o determinante antigénico (Fig. 8.1).

Tanto en los animales como en el hombre, la mayo-
ria de los anticuerpos producidos por las células plas-
maticas, fundamentalmente en el bazo y en los ganglios
linfaticos, pasan a la sangre constituyendo la fraccion y
de las globulinas del plasma o inmunoglobulinas (1g).

Las inmunoglobulinas estdn formadas por dos cade-
nas pesadas y dos ligeras, que conforman una estructu-
ra de tres ramas, semejante a una; las dos ramas que
se unen al antiguo (Fab) son iguales entre siy la tercera
(Fe) es diferente. Esta Ultima posee diversas propieda-
des bioldgicas, como activar el complemento o unirse a
las células fagocitarias (Fig. 8.1).

Los anticuerpos o inmunoglobulinas en funcién de
las diferencias del fragmento Fe pueden dividirse en cinco
clases: IgM, IgA, 1gG, IgE e IgD, siendo las mas impor-
tantes la IgM, IgA e IgG (Fig. 8.1). Las dos primeras se
producen en la fase inicial del estimulo antigénico, pero
al persistir éste, las inmunoglobulinas que se van pro-
duciendo cambian de la clase M a la G.

El antigeno y su anticuerpo son dos estructuras com-
plementarias y especulares, como una llave y su cerra-
dura; es decir, si se dispone de un antigeno determina-

do, se puede detectar la presencia de sus anticuerpos en
el suero, y, si se dispone de un anticuerpo, se puede
detectar su antigeno en una muestra clinica. Estas dos
afirmaciones constituyen la base de las pruebas inmu-
noldgicas para la deteccién de los antigenos microbia-
nos y de los anticuerpos. Estas Gltimas también se deno-
minan pruebas seroldgicas, puesto que se realizan con
muestras de suero.

Las reacciones inmunolégicas pueden realizarse en
tubos de ensayo convencionales, de vidrio o plastico, de
12 X 100 mm o en pequefios pocilios (micropocillos) de
8 mm de didmetro por 12 mm de profundidad de placas
de pléastico, coloquialmente denominadas placas de
«microtiter».

Es muy importante sefialar la enorme cantidad de
técnicas inmunoldégicas con sus numerosisimas varian-
tes que se han descrito para realizar las pruebas de detec-
cion de antigeno y las pruebas serolégicas. Algunas
variantes técnicas surgen para mejorar las anteriores y
otras para eludir métodos o reactivos patentados. Resul-
ta imposible describir, aun brevemente, todas ellas, por
lo que s6lo se hara referencia a algunas de las mas uti-
lizadas.

DETECCION DE ANTIGENOS
MICROBIANOS

La detecciéon del microorganismo causante de una
infeccion puede hacerse por examen microscépico y
por cultivo, pero también detectando antigenos espe-
cificos del microorganismo mediante pruebas inmuno-
l6gicas.

Algunas técnicas para la deteccion de antigeno se
han mostrado muy utiles para el diagnéstico, bien como
técnicas rapidas, que después son confirmadas por otras,
o incluso como técnicas de referencia por su elevada
eficacia. Muchas de estas técnicas son indiscutiblemen-
te mas rapidas, sencillas, econémicas e incluso mas sen-
sibles que el cultivo de algunos microorganismos, como
las clamidias o los virus y algunas estan automatiza-
das. Este tipo de técnicas, junto con las de amplifica-
cion de acidos nucleicos constituyen los métodos que
vertebran en la actualidad los laboratorios de virologia.
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Figura 8.1. Produccion y caracteristicas de los anticuerpos.

A. Los linfocitos B (LB) poseen anclados a su membrana receptores, idénticos a inmunoglobulinas, que reconocen a los antigenos. Cada linfo-
cito tiene receptores (R) para un antigeno diferente. Cuando un linfocito B a través de sus receptores se une a su antigeno especifico (Ag.) lo
internaliza, lo procesa y lo presenta en su superficie en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (CMH). El antigeno
presentado es reconocido por receptores especificos de los linfocitosT CD4 que liberan un conjunto de linfocinas (IL4, IL5) que hacen madurar
al linfocito B a célula plasmatica (CP), la cual produce gran cantidad de anticuerpos (Ac) dirigidos contra el antigeno original.

13 Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) se asemejan a una. Estdn formados por dos cadenas pesadas idénticas entre si (H) y dos ligeras tam-
bién idénticas (L). Ln los extremos de las dos ramas superiores se halla una regién denominada Fab que es la que reconoce y reacciona con el anti-
geno; la tercera rama forma una region que se denomina Fe. El fragmento Fe puede separarse del resto de la molécula cuando se trata con papaina.
C. En la zona Fe existen diferencias que permiten dividir las inmunoglobulinas en varias clases: IgM, IgA, 1gG, Ig E, Ig D. Las IgM estan forma-

das por cinco monémeros, las IgApor dos (d) o uno (m), segin se halle en las mucosas o en el suero y las IgG, IgE, e IgD por uno. Las IgM e IgA
poseen una estructura adicional, el polipéptido ], que participa en su polimerizacion y las IgA secretadas una pieza secretora, S.

Una caracteristica de las pruebas de deteccion de anti-
geno es que, salvo excepciones, se investiga un unico
microorganismo en cada prueba; como son caras y algu-
nas laboriosas, debe establecerse una cuidadosa evalua-
cion clinica del paciente para solicitar la prueba dirigida
a la deteccion del microorganismo que con mayor pro-
babilidad estd produciendo la infeccién en ese paciente.
No es posible, por razones técnicas y econémicas, reali-
zar una bateria indiscriminada de pruebas sin una selec-
cién y jerarquizacién de las mismas.

Este tipo de técnicas tienen en comun que todas requie-
ren un anticuerpo (antisuero) para detectar un antigeno
especifico del microorganismo buscado, pero la reaccion
se efectlia seglin procedimientos muy diferentes de aglu-

tinacién, inmunofluorescencia, enzimoinmunoanalisis o
inmunocromatografia, algunos de los cuales son facilmen-
te automatizables, y otros, por el contrario, son manuales.

Obtencion de antisueros

La mayoria de los antisueros para la deteccién de
antigenos se hallan comercializados, generalmente for-
mando parte de un kit listo para el empleo.

Los antisueros obtenidos de animales inmunizados
con un antigeno son policlonales, ya que se trata de una
mezcla de anticuerpos de clases diferentes (IgM, IgG,
etcétera) al estar producidos por diferentes células plas-
maticas del animall

1 Células que producen anticuerpos dirigidos al mismo determinante antigénico, pero cada una de diferente clase (1gG, IgM, IgA etcétera).
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Los anticuerpos también pueden producirse in vitro
mediante hibridomas. Las células plasmaticas normales
gue producen los anticuerpos no se pueden cultivar in
vi-tro. Sin embargo, si una célula plasmatica normal, que
produce un anticuerpo de una determinada clase (por
ejemplo, IgM) dirigido contra un determinado antigeno,
se fusiona con una célula plasmatica tumoral no produc-
tora de anticuerpos, la célula recombinante posee las carac-
teristicas de la célula tumoral, por lo que se puede culti-
var indefinidamente in vitro y, ademads, produce el
anticuerpo de la célula plasmatica normal, por lo que puede
obtenerse gran cantidad de anticuerpos en el medio de
cultivo. Las células resultantes de la fusion constituyen los
hibridomas, porque son hibridos de las dos células origi-
nales. Los anticuerpos que producen se denominan rnono-
clonales porque pertenecen a la misma clase de Igy estan
dirigidos contra el mismo determinante antigénico.

Los anticuerpos asi producidos, l6gicamente, siem-
pre son iguales y poseen una gran especificidad. En oca-
siones comportan alguna limitaciéon, como puede ser una
baja afinidad por el antigeno o la dificultad para estable-
cer puentes entre antigenos particulados, por lo que no
suelen utilizarse en reacciones de aglutinacién o preci-
pitacion.

Todos los anticuerpos pueden fijarse a través de su
fragmento Fe a la base de un pocilio de plastico o a la
superficie de una membrana o de particulas inertes, como
latex, gelatina, oro coloidal y otras.

Marcado de las inmunoglobulinas

Al fragmento Fe de una inmunoglobulina pueden
unirse quimicamente diversas sustancias, como enzimas,
moléculas fluorescentes, luminicas o radioactivas, lo que
permite marcar los anticuerpos (Fig. 8.2).

Las enzimas unidas a los anticuerpos, al actuar sobre
un sustrato, lo transforman en un producto de diferen-
te color; entre las mas utilizadas, se encuentran la (3-
galactosidasa, la fosfatasa alcalina y la peroxidasa de raba-
no, aunque existen otras. El sustrato mas utilizado para
la (3-galactosidasa es el o-nitrofenil-galactopiranésido,
gue vira de incoloro a amarillo; para la fosfatasa es el p-
nitrofenil fosfato, que pasa a color amarillo, y para la
peroxidasa es el agua oxigenada, siendo el oxigeno pro-
ducido por accién de la enzima el que actua oxidando
un segundo sustrato, que cambia de color, como la
o-fenilendiamina (color amarillo), el &cido 5-aminosa-
licilico (color marrén) o la 3, 3", 5,5'tetrametilbencidina
(azul, que vira a amarillo al parar la reaccién)2.

Otra alternativa consiste en unir a los anticuerpos
sustancias fluorescentes o luminicas. Tanto los marcado-
res fluorescentes como los luminicos emiten luz, que
puede ser observada y cuantificada por un fluorimetro o
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A. Al inocular un conejo, u otro animal de experimentacién, con un
antigeno (Ag), produce anticuerpos (Ac) que pueden purificarse y con-
centrarse a partir del suero.

B. Estos anticuerpos pueden fijarse por su regién Fe al fondo de un
pocilio de plastico, a la superficie de una tira de nitrocelulosa o recu-
brir con ellos particulas esféricas de latex de unas mieras de tamafio.

C. La region Fe puede marcarse con enzimas (E), sustancias fluores-
centes (F) o quimioluminiscentes (L). Las enzimas al actuar sobre un
sustrato quimico incoloro lo transforman en coloreado; las sustancias
fluorescentes bajo la energia aportada por una radiacién producen luz
y las quimioluminiscentes por una reaccién quimica, generalmente
una oxidacion, también producen luz. Estas |g marcadas sirven para
detectar tanto a los antigenos como a otros anticuerpos.

luminémetro. La diferencia estriba en que las sustancias
fluorescentes producen luz cuando son excitadas por una
radiacién incidente (ultravioleta o luz del espectro visi-
ble), en tanto que las segundas emiten luz por accion de
una reaccién quimica, generalmente una oxidacién (qui-
mioluminiscencia).

Entre las sustancias fluorescentes con las que se mar-
can los anticuerpos estan el isotiocianato de fluoresceina,
la rodamina, la umbeliferona y los lantanidos. Es intere-
sante sefialar que en algunas sustancias fluorescentes, al
ser esterificadas, queda inhibida su fluorescencia; asi suce-
de, por ejemplo, con el fosfato de umbeliferona; en este
caso, un anticuerpo marcado con una enzima como la fos-
fatasa hidroliza el éster y restaura la fluorescencia. Puede
verse, por tanto, que una sustancia fluorescente puede
utilizarse como marcador directo de un anticuerpo o ser
sustrato de una enzima que marca el anticuerpo.

Son sustancias luminicas el luminol, el isoluminol,
los ésteres de acridina o el adamantil dioxietano y sus

2 Las enzimas actian continuamente sobre sus sustratos, de manera que, cuanto mas tiempo transcurre hay méas sustrato hidrolizado y méas
color. Para poder cuantificar y comparar las reacciones, la actividad de la enzima se para a un tiempo predeterminado, mediante sosa u otro
reactivo. El reactivo para parar la reaccion, al modificar el pLI puede cambiar el color del catabolito formado.
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derivados. Las tres primeras se utilizan para marcar direc-
tamente los anticuerpos; cuando se afiade agua oxigena-
da con una peroxidasa, el 0 2 naciente oxida estas
sustancias y emiten luz. Otras, como el adamantil 1,2-
dioxietano aril fosfato y derivados, hacen de sustrato a
una enzima como la fosfatasa alcalina, que descompone
el dioxietano para formar moléculas luminicas. Cabe sefia-
lar que el luminol y sus derivados pueden ser sustratos
luminicos del 0 2del agua oxigenada, hidrolizada por
enzimas como la peroxidasa de rabano, con la que se han
marcado los anticuerpos. Estos marcadores luminicos son
hasta 10 veces mas sensibles que los colorimétricos.

Recientemente, se ha introducido una técnica deno-
minada inmuno-PCR consistente en marcar el anticuer-
po mediante un fragmento de DNA que después podra
ser amplificado aportando una extraordinaria sensibili-
dad. El DNA puede unirse al Fe a través de un enlace
quimico, o bien el anticuerpo puede biotinilarse, afia-
diéndose posteriormente avidina y por ultimo el DNA
biotinilado, por lo que a cada anticuerpo se unen tres
fragmentos de DNA. Los marcadores radiactivos han
sido superados en sensibilidad por los que se acaban de
sefialar, que se han impuesto debido al menor riesgo en
su utilizacion.

Técnicas de deteccion de antigeno

Esquematicamente, puede decirse que si en una
muestra clinica, como el liquido cefalorraquideo, una
secrecion respiratoria u orina, esta presente un determi-
nado microbio, al afiadir los anticuerpos marcados espe-
cificos contra él se fijaran al microbio y se producira el
efecto o la sefial correspondiente, como aglutinacion,
cambio de color de un sustrato, fluorescencia o luz,
dependiendo del marcador utilizado; si, por el contra-
rio, el microbio buscado no esta presente en la muestra,
los anticuerpos no podran unirse a él y no se producira
la sefial. A continuacion se describen las técnicas mas
utilizadas para la deteccién de antigenos microbianos.

Aglutinacion indirecta o pasiva

Cuando a una suspension celular homogénea de bac-
terias, hematies, etc., (antigenos particulados) se afladen
anticuerpos especificos, al tener éstos dos o mas lugares
reactivos (Fab), hacen de puente entre las particulas
uniéndolas entre siy aglutinandolas (formando grumos)3.
Sin embargo, cuando los antigenos no forman parte de
células sino que son proteinas o polisacaridos libres (anti-
genos solubles), los anticuerpos reaccionan con ellos,
pero no puede visualizarse la aglutinacion porque los
grumos formados son muy diminutos.

Microbiologia clinica

Para superar esa dificultad, se recurre a las técnicas
de aglutinacion facilitada, consistentes en utilizar anti-
cuerpos adheridos por su Fe a particulas grandes de latex
(poliestireno de '1-5 um) u otras particulas inertes, que
facilitan la observaciéon de la aglutinacién al formarse
grumos de gran tamafo, como los formados con anti-
genos celulares (particulados). Estas pruebas de agluti-
nacion en las que los anticuerpos se hallan unidos a gran-
des particulas se denominan de aglutinacion indirecta o
facilitada. Permiten la deteccion de antigenos solubles
pero también pueden emplearse para la deteccién de
antigenos particulados (bacterias, hongos y virus).

Con estas técnicas, en una muestra clinica puede detec-
tarse un antigeno mediante una prueba sencilla de aglu-
tinacion en portaobjetos. Por ejemplo, en el liquido cefa-
lorraquideo puede detectarse un meningococo del grupo
C utilizando anticuerpos antimeningococo C unidos a
particulas de latex, observandose la reaccion tanto si el
polisacarido C se halla formando parte de la cdpsula de
un meningococo intacto como si el meningococo esta Usa-
do y el polisacarido se halla como una macromolécula
libred. En efecto, al mezclar en un portaobjetos una gota
de LCR con una gota de particulas de latex cuya superfi-
cie esta recubierta de anticuerpos antimeningococo, el
antigeno, (polisacarido C) hara de puente aglutinando las
particulas y formando grumos visibles macroscépicamen-
te. Cuando el antigeno no esta presente, la suspension de
latex permanece con su aspecto habitual, lechoso y homo-
géneo. Estas pruebas de aglutinacion pueden realizarse
en tan s6lo unos minutos (Fig. 8.3).

Otro de los soportes utilizados para la aglutinacion
facilitada son células de Staphylococcus aureus, en cuya
superficie se encuentra la proteina A, que fija avidamen-
te las 1gG por su Fe, actuando el estafilococo inactivado
como una particula inerte de latex, ya que tiene un tama-
flo semejante. El tiempo de caducidad de este reactivo
es menor que el de latex, y las reacciones inespecificas
son mas frecuentes (reacciones con inmunocomplejos
de la muestra).

Las técnicas de aglutinacion facilitada suelen ser
menos sensibles que las de enzimoinmunoanalisis, por
lo que, salvo excepciones, no son adecuadas para la
deteccién de antigenos viricos, que acostumbran a estar
en menor cantidad que los bacterianos.

Jnmuno/luorescencia

Las pruebas de inmunofluorescencia (IF) permiten
la observacion, mediante un microscopio de fluorescen-
cia, de los microorganismos al haberse fijado a ellos anti-
cuerpos especificos marcados con fluoresceina u otra
sustancia fluorescente.

3 Las IgG tienen dos ramas reactivas (Fab), pero las IgM son pentadmeros con 10 ramas reactivas (Figura 8.1).

4 En ocasiones en esas muestras clinicas los microorganismos pueden hallarse fragmentados o Usados por accién de los antibidticos u otras cau-
sas, por lo que no pueden cultivarse, aunque persisten los antigenos como fragmentos o macromoléculas microbianas. Algunos antigenos
microbianos son eliminados con la orina desde focos de infeccion alejados, como el pulmén o el sistema nervioso central.
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Figura 8.3. Deteccion de antigeno. Prueba de latex.

En el comercio pueden obtenerse suspensiones de particulas de latex recubiertas de anticuerpos dirigidos contra diferentes antigenos microbia-
nos (Lx:s; latex sensibilizado). Estas suspensiones tienen un aspecto lechoso homogéneo. Cuando se enfrenta una suspension de latex con anti-
cuerpos a una muestra clinica, como el liquido cefalorraquideo (LCR), un extracto de heces u otra, si en la muestra no esta el microorganismo
buscado, no se produce la aglutinacién y por tanto la suspension del latex permanece homogénea. Por el contrario, si en la muestra esta el micro-
organismo contra el que van dirigidos los anticuerpos, se producirad una aglutinacion de las particulas de latex visible macrosc6picamente. La
aglutinacion se produce porque cada microorganismo posee muchas copias del antigeno en su superficie y los anticuerpos poseen como mini-
mo dos puntos de unién (Fab), por lo que se establece un reticulo que da lugar a la formacién de grumos.

En la figura puede observarse el aspecto de la aglutinacidn efectuada sobre una placa o portaobjetos de una muestra negativa (N) y de una mues-
tra positiva (P).

Esta técnica también se utiliza para pruebas serolégicas, enfrentando particulas de latex recubiertas por un antigeno al suero del paciente. Si en

el suero hay anticuerpos se produce aglutinacion.

Si se efectlia en un portaobjetos una extensiéon de un
esputo, de un lavado nasofaringeo u otra muestra respi-
ratoria, podré detectarse una bacteria como la legionela
utilizando anticuerpos anti-legionela marcados con fluo-
resceina. Si la legionela esta en el esputo, los anticuer-
pos fluorescentes se fijan a ella recubriéndola, y, al obser-
var la preparaciéon con un microscopio de fluorescencia,
la bacteria se ve brillante (fluorescente) contra un fondo
oscuro (Fig. 8.4).

Aungue por su tamafio los virus no pueden obser-
varse directamente por microscopia convencional, cuan-
do se estdn multiplicando en una célula, se sintetiza una
gran cantidad de proteinas viricas que se localizan en el
citoplasma o el nacleo. Mediante anticuerpos especifi-
cos para esas proteinas viricas marcados con fluorescei-
na, se detectan las células infectadas, y, por tanto, se
«visualiza» indirectamente el virus con el microscopio
de fluorescencia. De este modo, puede detectarse el virus
de la gripe, el viras respiratorio sincitial o los virus parain-
fluenza en las células de un lavado nasofaringeo o un
frotis faringeo o el virus del herpes simple o de la vari-
cela en una extension de una lesién cutanea (Fig. 8.4).

La técnica que acaba de ser descrita es la de la inmu-
nofluorescencia directa (IFD). Existe un procedimiento
alternativo para no tener que marcar cada uno de los dis-

tintos anticuerpos, consistente en detectar los diferen-
tes antigenos con su anticuerpo especifico no marcado
(1gG) y a continuacién revelarlo mediante un anticuer-
po anti-lgG marcado. Asi, con un solo anticuerpo
marcado, se pueden revelar los diferentes anticuerpos
especificos no marcados. Este método se denomina
inmunofluorescencia indirecta (IFl) (Fig. 8.4).

Enzimoinmunoanalisis

Las pruebas inmunoenziméticas se basan en la exis-
tencia de sustancias quimicas (sustratos) que por accién
de una enzima son transformadas en un producto colo-
reado que emite luz o fluorescencia; la intensidad del
color y de la radiacion luminica o fluorescente puede
cuantificarse mediante un instrumento de medida.

De entre las muchas aplicaciones, una de las mas
generalizadas es la que permite detectar el antigeno de
superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) en la san-
gre mediante anticuerpos marcados con una enzima en
una prueba de enzimoinmunoanalisis (EIA)S.

La prueba discurre segun el siguiente proceso: ima-
ginese un pequefio pocilio de plastico en cuya base se
han fijado anticuerpos (Ac) dirigidos contra el antigeno
gue se desea detectar. Cuando en la muestra que se intro-
duce en el pocilio se halla el antigeno del microbio bus-

5 Las pruebas de enzimoinmunoanalisis se conocen como ELA: Enzyme Immuno Assay. Una variante, en la que uno de los reactivos se ha fijado
a una superficie, se denomina Enzyme Linked Lmmunosorbent Assay, ELISA.
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Figura 8.4. Inmunofluorescencia (IF).

A. Si se practica en un portaobjetos una extension de una muestra respiratoria, como un esputo, lavado broncoalveolar, etc. (1) y la extension se
bafia con una suspensién de anticuerpos marcados con una sustancia fluorescente (Ac*), dirigidos contra un determinado microorganismo, en
este ejemplo frente a Legionella pneumophila; cuando la bacteria se halla presente en la muestra, los anticuerpos se fijaran a ella y las bacterias
podran observarse con el microscopio de fluorescencia como elementos brillantes (2). Si el microorganismo no esta presente los anticuerpos son
arrastrados por el lavado no detectandose fluorescencia. Obsérvese el aspecto real de una prueba de IF positiva para legionela (3).

B. Los virus por su tamafio no pueden observarse directamente por microscopia convencional; pero, durante su replicacién en las células se for-
man acumulos de las proteinas que constituiran sus estructuras (capsémeros, etc.) (1) que pueden detectarse mediante anticuerpos marcados
con sustancias fluorescentes (2). Obsérvese el aspecto real de células infectadas por del virus de la gripe A mediante inmunofluorescencia (3).

C. Para detectar los diferentes microorganismos debe disponerse de anticuerpos contra cada microorganismo y marcar cada uno de ellos. Para
obtenerlos, debe inocularse cada microorganismo a un animal de experimentacion, extraerlos, purificarlos y posteriormente, marcar cada anti-
cuerpo, Act, Ac2.. .etc. con un marcador fluorescente, luminico o enzimatico (1). Esta estrategia resulta muy laboriosa y cara, por lo que se pre-
paran anticuerpos sin marcar contra los diferentes microorganismos y se revelan mediante una Unica anti IgG humana marcada AAcM que se
unira a cualquier 1IgG humana, por lo que servird de marcador universal (2). Cuando el marcador es una molécula fluorescente, en el primer caso
se habla de inmunofluorescencia directa (IFD) y en el segundo indirecta (1FI).

cado (Ag), los anticuerpos de la placa lo fijan (Ac-Ag).
A continuacidén se afiade un anticuerpo dirigido contra
el antigeno, igual al fijado en la placa, pero marcado con
una enzima (AcE que se fija al antigeno (Ac-Ag-AcB.
Posteriormente, se aflade el sustrato incoloro, que es
transformado por la enzima, apareciendo un color cuya
intensidad es medida mediante un colorimetro (Ac-Ag-
Acl-» sustrato incoloro = producto coloreado). Cuando
en la muestra no existe el antigeno buscado, el Aciino
es retenido en el pocilio y es eliminado mediante lava-
do, por lo que al afadir el sustrato no es hidrolizado vy,
como consecuencia, no se produce color (Fig. 8.5).

Algunas pruebas de EIA para la deteccién de antige-
no se hallan disponibles en el comercio en formatos muy

préacticos. Los anticuerpos se hallan fijados a una peque-
fia membrana de nitrocelulosa y siguiendo un proceso
semejante al anterior, la prueba puede completarse en
10 a 20 minutos tras una manipulacion muy sencilla
(Fig. 8.5). Existen reactivos comercializados con estas téc-
nicas para la deteccion de diversos microorganismos, en
particular virus (Fig. 6.18).

Pruebas de inmunocromatografia

Recientemente se han introducido técnicas sencillas
de inmunocromatografia para la deteccién de antigenos.
La prueba se realiza en una pequefia tira de nitrocelu-
losa con tres zonas clave: una, abajo, en la que hay anti-
cuerpos de conejo (Ac, IgG) contra el antigeno buscado,
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Figura 8.5. Deteccion de antigeno por técnica de enzimoinmunoanalisis (EIA).

La prueba de ELA para la deteccidn de antigenos microbianos, sigue un protocolo parecido, tanto cuando se realiza en micropocillos tipo «micro-
titer» (A) como cuando se realiza en la superficie de una membrana de nitrocelulosa (B).

A. Técnica en micropocillos. Se fija al fondo del pocilio de plastico el anticuerpo dirigido contra el antigeno que desea detectarse (1). Se afiade
la muestra clinica a estudiar: la muestra positiva, P contiene el microorganismo buscado y la negativa, N no lo contiene. El microorganismo es
captado por el anticuerpo (2). Se lava para eliminar todos los elementos no fijados (3). Se afiade un anticuerpo contra dicho antigeno marcado
con una enzima (A). En la muestra P el anticuerpo marcado es retenido por el antigeno y en la N es eliminado por el lavado (4). Al afiadir el sus-
trato incoloro, en P es transformado en un sustrato coloreado por accién de la enzima, en tanto que en N permanece incoloro (5). El color puede
ser leido por un luminémetro y su intensidad es proporcional a la cantidad de antigeno (6).

B. Técnica sobre nitrocelulosa,cuando los anticuerpos se fijan sobre una membrana de nitrocelulosa en forma de una gota (en ingles dot), el antigeno
es captado por ellos y revelado con un anticuerpo marcado y un sustrato cromogénico, por un proceso idéntico al sefialado arriba para los pocilios.

marcados con una particula de oro coloidal (Ac*); en ese
lugar se deposita el producto liquido (LCR, orina, etc.). En
la mitad de la tira hay una banda de anticuerpos de cone-
jo (Ac) fijados a la nitrocelulosa dirigidos contra el mismo
antigeno, y, méas arriba, otra banda con anticuerpos diri-
gidos contra las IgG de conejo. Al afladir la muestra en la
parte inferior, la reaccion tiene lugar segun el siguiente
proceso: si el antigeno buscado esta en la muestra, reac-
cionaré con los anticuerpos marcados, y los complejos Ag-
Ac*, formados en un contexto fluido, migran hacia arriba
por capilaridad y son captados en la segunda zona, en la
que se hallan fijados a la nitrocelulosa anticuerpos contra
el antigeno (Ac-Ag-Ac*); alli, al quedar captados y muy
concentrados los complejos iniciales, se observa la banda
de los anticuerpos marcados con el oro coloidal. En la ter-
cera zona (superior) hay anticuerpos fijados a la nitroce-
lulosa, dirigidos contra los anticuerpos de conejo; esta

banda es un control para confirmar la correcta migracion
de los anticuerpos y debe ser siempre positiva, ya que capta
la migracién de los anticuerpos marcados (Ac*)/ que, por
su gran exceso, siempre estan presentes hayan o no reac-
cionado previamente con su antigeno (Fig. 8.6).

Aplicaciones clinicas

En el comercio hay disponible un gran nimero de
reactivos para la detecciéon de antigeno de numerosos
microorganismos, existiendo la posibilidad de escoger
diversas técnicas para la deteccion de un mismo micro-
organismo (aglutinacion, IFD, IFI, EIA, inmunocroma-
tografia, etcétera).

Para realizar estas pruebas, en algunas ocasiones con-
viene hervir las muestras, en otras concentrarlas por fil-
tracion, pero en algunos casos estos procedimientos pue-
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Figura 8.6. Prueba de inmunocromatografia para deteccion de antigeno.

La prueba se realiza en una tira de nitrocelulosa a la que se fijan diferentes anticuerpos.

A. En la parte inferior de la tira (1) se hallan en forma libre anticuerpos de conejo dirigidos contra el antigeno buscado, a los que se ha fijado un
marcador como el oro coloidal (AcN. En la zona Re se han fijado a la tira anticuerpos de conejo (sin marcar) contra el mismo antigeno (AcK.
Mas arriba, en la zona Ct se fijan a la tira anticuerpos de cabra dirigidos contra los de conejo (Acr). Para desarrollar la prueba se sumerge la tira
en la muestra clinica, en la que se desea detectar la presencia de antigeno, como se observa en el ejemplo, o, alternativamente, se deposita con
una pipeta unas gotas de la muestra en la parte inferior (I) de la lira.

B. En caso de positividad, el anticuerpo marcado que ha reaccionado con el antigeno migra por capilaridad hasta que llega a lazona de reaccion (Re),
en la que los anticuerpos fijados en esa zona, AcK reaccionan con el antigeno y retienen al complejo migrante. Este queda muy concentrado, pudién-
dose observar por accién del oro coloidal una banda coloreada. Siempre existe un exceso de anticuerpos marcados AcMqgue sobrepasa la zona Re para
alcanzan la zona de control (Ct), en la que los anticuerpos fijados (Acg reaccionan y retienen a los anticuerpos migrantes, observandose una banda de
control de migracion, tanto si habia antigeno especifico como si no, por lo tanto, siempre debe aparecer la banda de control como indice de una migra-
cién correcta.

C. Se muestra la dinamica de una prueba negativa; no hay banda en Re (reaccion), pero si en Ct (control).
Abajo se muestra una deteccion de rotavirus positiva (izquierda) y negativa (derecha). Se han sumergido las tiras en una solucién de heces en un tampon.

den estar contraindicados; por ello, cuando se utiliza un
reactivo comercializado, deben seguirse las indicaciones
del fabricante de una manera muy estricta y no olvidar
introducir los controles necesarios. Estos dos aspectos
son de extraordinaria importancia.

Los antigenos microbianos se buscan en la muestra
clinica obtenida del foco de infeccion, como es el LCR

en la meningitis o el esputo en la neumonia, pero, en
ocasiones, los antigenos microbianos pasan a la sangre
desde el foco de infeccion y se buscan en ella, como en
el caso de las hepatitis y el sida. En otros casos, desde la
sangre se eliminan con la orina, en la que se investiga su
presencia, como en las neumonias causadas por neumo-
coco o la legionela. En la tabla 8.1 se sefialan algunos de
los reactivos y pruebas que estan comercializados para
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Microorganismo/Antigeno

Streptococcus pyogenes

Neumococo

Haemophilus influenzae
Ag capsular

Meningococo
Ag capsular

Chlamydia
Ag comln

Helicobacter pylori

Clostridium difficile
Toxina A

Toxina A/B

E coli verotoxigénica
Campylobacter

Legioneia

Criptococo
Capsula
Glucuronoxil manano

Aspergillus
Galactomanano

Candida
Mananos

Pneumocystisji roveci

V. de la gripe A

V. de la gripe B

Tabla 8.1
Pruebas de deteccion de antigeno

BACTERIAS
Técnica: Compaifiia

IC: Abbott, BD Biosciences, Binax Inc.

IC: Binax Inc.
Latex: bioMérieux

Latex: bioMérieux
Latex: bioMérieux, BD Biosciences

EIA: bioMérieux, Boule Diag.
IC: biokit SA, BLK

IC: Meridian Diagnostics
EIA: Connex, Meridian Diagnostics

EIA: BD Biosciences, bioMérieux, Meridian Diagnostics, Remel,
Trinity Biotech

EIA membrana: Biosite Diagnostics Inc, Meridian Diagnostics,
Oxoid Inc.

IC: Meridian Diagnostics

EIA: TcchLab Inc.; Meridian Diagnostics; IVD Research Inc.,
Wampole Laboratories
IC: Meridian Diagnostics.

EIA: IVD Research Inc.
EIA: IVD Research Inc., AlexonTrend

IC: Binax Inc.
EIA: Binax Inc., Biotest Diagnostic Corporation, Trinity Biotech,
IVD Research Inc., Wampole Laboratories

HONGOS

Latex: Bio-Rad laboratories Inc., Fumoze, Meridian Diagnostics
EIA: Meridian Diagnostics

EIA: Bio-Rad Laboratories Inc.

EIA: Bio-Rad Laboratories Inc.

IF; Meridian Diagnostics

VIRUS

IFI: Bio -Rad Laboratories Inc., Chemicon International inc
EIA:BD Biosciences
IC: Binax Inc.

IFI: Chemicon International Inc.
ELABD Biosciences
IC: Binax Inc.
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Muestra

Exudado faringeo

Orina, LCR

LCR

LCR

Exudado uretral
Exudado endocervical

Heces

Heces

Heces
Heces

Orina

LCR, suero

Suero

Suero

Lavado broncoalveolar
Esputo inducido

Moco nasofaringeo
Exudado faringeo
LBA

Moco nasofaringeo
Exudado faringeo
LBA
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Microorganismo/Antigeno

V. respiratorio sincitial

V. parainfluenza 1,2y 3

Adenovirus

V. de lavaricela-zoster

V. del herpes simple

Citomegalovirus
pp65

V. del sarampién
V. de la parotiditis
Hepatitis B

HBsAg y HBcAg
Hepatitis C

HCV coreAg
HIV p24
Rotavirus

Ag grupo (VP6)

Adenovirus (enteritis)
Ag grupo/ADV 40,41

Astrovirus

Giardia

Cryptosporidium parvum

Entamoeba histolytica

Giardia/Cryptosporidium

Giardia/Cryptosporidiuin
/£. histolytica

Tabla 8.1
Pruebas de deteccion de antigeno (continuacion)

VIRUS (continuacion)
Técnica: Compafiia

IFD: bioMérieux

1FI: Chemicon International Inc.
EIA: Abbott, BD Biosciences

IC: Binax Inc.

IFI: Chemicon International Inc.

IFI: Chemicon,. International Inc.
IC: Binax Inc.

IFD: Chemicon International Inc.

IFD: Chemicon International Inc.
IFI: Biotech, Diagnostics Products Corp., Trinity Biotech

IFl: Chemicon International Tnc.
IFl: Chemicon International Inc.
IFl: Chemicon International Inc.

EIA: Abbott, BioRad Laboratories Inc., DiaSorin, Roche, Ortho
-Clinical Diagnostics
IC: Binax Inc., biokit SA

EIA: Ortho-Clinical Diagnostics

EIA: bioMérieux; BioRad Laboratories Inc; Innogenetics.

Latex: biokit SA, bioMérieux, Meridian Diagnostics.
EIA: Meridian Diagnostics, BioMérieux, IVD Research Inc.
IC: Meridian Diagnostics, biokit SA

Latex: biokit SA. (Ag de grupo)
EIA: Meridian Diagnostics. IVD Research Inc. (ADV 40,41)
IC: Meridian Diagnostics. biokit SA (ADV 40,41)

EIA: DAKO Corporation
PROTOZOOS

IF: Cellabs

EIA: Alexon Trend, Cellabs, TechLab Inc.,Wampole Laboratories,
IVD Research Inc.

IC: Alexon-Trend, Meridian Diagnostics.

IF: Cellabs

EIA: Alexon-Trend, TechLab Inc. IVD Research Inc, Wampole
Laboratories,

IC: Meridian Diagnostics, Remel.

EIA: Alexon Trend, Cellabs, TechLab Inc., Wampole Laboratories,
IVD Research Inc.

EIA: Alexon Trend, TXT) Research Inc.
IC: BD Biosciences, Meridian Diagnostics
IF: Cellabs; Meridian Diagnostics. IVD Research Inc.

IC: Biosite Diagnostics Inc.

booksmedicos.org

Microbiologia clinica

Muestra

Moco nasofaringeo/LBA

Moco nasofaringeo/LBA

Moco nasofaringeo/LBA

Muestra vesicular/Ulcera

Muestra vesicular/Glcera

Sangre con heparina de Li
Moco nasofaringeo
Moco nasofaringeo

Suero

Suero

Suero

Heces

Heces

Heces

Heces

Heces

Heces

Heces

Fleces
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. /Tab la 8.1 . .
Pruebas de deteccion de antigeno (continuacion)

pPrROTOZOOS (CONtinuacion)

Microorganismo/Antigeno

Plasmodium falciparum

Técnica: Compafiia

HRP-2
Plasmodium spp
LDH y aldolasa ELA: Cellabs
IC: Binax Inc., Flow Inc.
Leishmania Latex: Innogenetics
Wuchereia bancrofti IC: Binax Inc.
EIA: Cellabs

Muestra

IC: Amrad-ICT, BD Biosciences, Binax Inc., Omega Diagnostics Ltd. Sangre con EDTA

Orina

Sangre con EDTA

LBA: Lavado broncoalveolar. IF: Inmunofluorescencia. IFl: Inmunofluorescencia indirecta. IFD: Inmunofluorescencia directa. EIA: Enzimoinmu-

noandlisis. IC: Inmunocromatografia.

la deteccién de antigenos. No hay que olvidar que la rapi-
dez de los cambios en este campo facilmente deja obso-
leta cualquier lista.

Infecciones respiratorias

La legionela puede detectarse por inmunofluores-
cencia (IF) en una muestra respiratoria, pero para el diag-
néstico de las neumonias causadas por legionela y neu-
mococo es preferible utilizar las técnicas de deteccion de
antigeno en orina por inmunocromatografia o EIA. Estas
pruebas requieren una cierta experiencia para su lectu-
ra e interpretaciéon. La inmunocromatografia también
esta disponible para la deteccién de virus respiratorios
(gripe A, B y virus respiratorio sincitial). Las pruebas de
inmunofluorescencia en muestras respiratorias son muy
empleadas para el diagnoéstico de las infecciones causa-
das por los virus respiratorios convencionales —gripe,
respiratorio sincitial, parainfluenza y adenovirus. Existe
un antisuero polivalente que permite el estudio simul-
taneo de estos virus en una prueba Unica, aunque en
caso de positividad hay que repetirla con antisucros indi-
vidualizados. Es de esperar la rapida introduccion de
reactivos para la deteccion de coronavirus.

Existen pruebas, como la inmunocromatografia y las
de EIA sobre membrana de nitrocelulosa para la detec-
cién de virus respiratorio sincitial y virus de la gripe, que
suelen utilizarse para el cribado de estas infecciones; pero
no permiten evaluar la calidad de la muestra, a diferen-
cia de lo que sucede con la IF, que permite constatar la
existencia de un numero suficiente de células del epite-
lio ciliado evidenciando que es apta para estudio.

Infecciones gastrointestinales

La infeccion por Helicobacter pylori se ha diagnosti-
cado por diferentes métodos, como la tincion de Gram,

el cultivo o la prueba del aliento§ pero también existen
pruebas de EIA para la deteccion de antigeno en heces,
que tienen una buena sensibilidad y especificidad.

La deteccion de las toxinas A 'y B de Clostridiun diffi-
cile en las heces también se puede efectuar por diversas
técnicas, entre ellas las de EIA, que estan automatiza-
das. Son preferibles las pruebas capaces de detectar
ambas toxinas.

La deteccion de los virus causantes de enteritis,
como rotavirus, adenovirus 40 y 41, calicivirus y astro-
virus, puede efectuarse en las heces mediante diferen-
tes métodos (aglutinacion indirecta, EIA e inmunocro-
matografia).

También existen pruebas para la deteccion de giardia
y criptosporidios en heces, pero no superan en rapidez y
sensibilidad, ni mucho menos en el coste, a las pruebas
convencionales de examen microscépico. Sin embargo,
es util diferenciar entre Entamoéba histolytica y otras ame-
bas no patégenas, como E. dispar, a través de la deteccién
de antigeno especifico mediante pruebas de EIA.

Infecciones de transmision sexual

La deteccion de antigeno se utiliza fundamentalmen-
te para el diagno6stico de las infecciones por Chlamydia
trachomatis mediante pruebas de EIA, inmunocromato-
grafia o inmunofluorescencia. También se ha utilizado
para la deteccion del treponema de la sifilis en el chan-
cro mediante técnica de IF.

Meningitis
Las meningitis causadas por meningococo de los gru-

pos Ay C, neumococo, Haemophilus influenzae y cripto-
coco pueden diagnosticarse mediante la deteccion de los

@ Permite detectar en el aliento C 02isotépico a partir de urea marcada con C13y CU, que es ingerida e hidrolizada por la ureasa del microorga-

nismo.
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antigenos especificos respectivos. Para todos ellos exis-
ten en el comercio reactivos de aglutinacion facilitada
cuya sensibilidad no es muy superior al examen directo,
pero que permiten confirmar la identificacién presunti-
va del microorganismo efectuada a través del Gram, lo
que, dada la gravedad de estas infecciones, es verdade-
ramente atil.

Infecciones mucocutaneas

En las lesiones cutaneas y mucosas -vesiculares o
ulceradas- la deteccion de antigeno por IF permite diag-
nosticar y diferenciar entre las causadas por el virus del
herpes simple y el de la varicela.

Hepatitis y sida

Las pruebas de deteccion de antigeno en las hepati-
tis van dirigidas a la deteccion del antigeno de superfi-
cie (HBs Ag) y el antigeno e (FiBe Ag) del virus de la
hepatitis B. Actualmente se estd evaluando la utilidad de
la deteccion del antigeno del core de la hepatitis C. En
el sida se detecta el antigeno p24 del virus de la inmu-
nodeficiencia humana (véanse los capitulos 20 y 22).

Infecciones sistémicas

En varias infecciones generalizadas, la deteccion de
antigeno puede ser un método de diagnostico Gtil; asi
sucede en la parotiditis y el sarampion con el uso de
muestras nasofaringeas estudiadas por técnica de inmu-
nofluorescencia y en las infecciones por citomegalovirus
en muestras de la capa leucocitaria de la sangre, utili-
zando también técnicas de IF.

Para el diagnéstico de las infecciones generalizadas
0 pulmonares por candida y aspergilos también se han
utilizado técnicas de deteccidn de antigeno, que poseen
una sensibilidad aceptable pero una menor especifici-
dad; algunas, como la deteccion de galactomanano de
aspergilos, poseen un aceptable valor predictivo negati-
vo cuando se utilizan de modo seriado en una poblacion
seleccionada.

Asi mismo, estas técnicas se han utilizado para el
diagndstico de la leishmaniasis generalizada (Kala-azar)
en muestras de médula ésea por IF y del paludismo (Plas-
modium falciparum) en muestras de sangre por EIA; sin
embargo, su sensibilidad no supera la conseguida con la
observacién microscépica. Recientemente, se ha intro-
ducido una prueba de inmunocromatografia para la
deteccion simultanea de P.falciparum y P. vivax que posee
buena sensibilidad y especifidad.

En ocasiones un hemocultivo positivo para neumo-
coco puede mostrar en la tincién de Gram unas estruc-
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turas no identificables, pero, si se piensa en esa posibi-
lidad, mediante una prueba de deteccién de antigeno,
en particular de latex, puede obtenerse en pocos minu-
tos un resultado positivo.

DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Las pruebas serolégicas constituyen un método de
diagndstico indirecto al detectar en el suero del pacien-
te los anticuerpos formados frente al microorganismo
causante de la infeccion.

Para detectar los anticuerpos, se enfrenta in vitro una
muestra de suero del paciente al microorganismo que se
sospecha que esta causando la infeccion para ver si se pro-
duce una reaccién antigeno-anticuerpo que constate la
presencia de anticuerpos frente al microorganismo. La
reaccién antigeno-anticuerpo puede evidenciarse por dis-
tintas técnicas semejantes a las descritas para la deteccion
de antigeno. Un aspecto importante es que la mayoria de
estas pruebas permiten cuantificar, de un modo més o
menos preciso, los anticuerpos existentes en el suero.

Las pruebas serolégicas tienen una complejidad intrin-
seca variable. El tiempo requerido para su realizacion tam-
bién es variable, pero la mayoria estan automatizadas.
Ello no obsta para que la eleccién de las pruebas y de las
técnicas més adecuadas para el diagnéstico en cada caso,
asi como la interpretacion de los resultados, deba depen-
der directamente de un especialista experimentado.

Las pruebas seroldgicas, como ocurria en el caso de
la deteccion de antigeno, requieren disponer de una
hipo6tesis diagndstica relativamente precisa, ya que el
suero del paciente, por razones técnicas y econémicas,
no puede enfrentarse arbitrariamente a los numerosos
microbios que pueden causar infecciéon al hombre, sino
a uno o unos pocos de entre los que, con mayor proba-
bilidad, puedan estar causando la infeccion que se trata
de diagnosticar. Asi mismo, la interpretacion de los resul-
tados no debe desvincularse de los datos clinicos y epi-
demiolégicos del enfermo, como en cualquier otro @&mbi-
to del diagnéstico microbiolégico.

Dindmica de la produccion de anticuerpos

A los pocos dias de producirse una infeccion empie-
zan a formarse anticuerpos frente a los antigenos del
microorganismo infectante. Primero se forman anticuer-
pos de la clase M (IgM). En los estadios iniciales de la
infeccién, junto a las IgM también existen titulos plas-
maticos detectables de IgA y aparecen las primeras inmu-
noglobulinas de la clase G (IgG), que son de baja afini-
dad para el antigeno, a diferencia de las que apareceran
posteriormente, que seran de elevada afinidad?.

7 Aunque las IgA diméricas se eliminan con las secreciones y se concentran en las mucosas, existe siempre un nivel plasmatico de IgA mono-

mérica.
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Entre tres y cinco semanas después de iniciada la
infeccidn se produce el maximo nivel de anticuerpos (IgM
+ IgA + 1gG). Al cabo de varios meses, entre tres y seis,
los niveles de IgM e IgA disminuyen y después desapa-
recen, pero se mantiene un nivel detectable de IgG que
persiste durante afios o incluso toda la vida.

De lo que se acaba de indicar, se deduce que la exis-
tencia de anticuerpos frente a un microorganismo no
significa necesariamente que el paciente esté padecien-
do en ese momento una infeccion causada por ese micro-
organismo, ya que los anticuerpos detectados frente a él
pueden ser IgG residuales de una infeccion ocurrida hace
afios; en este caso, el titulo (cantidad) de anticuerpos
suele ser bajo.

Por el contrario, alrededor de las tres semanas des-
pués de iniciada la infeccion junto a la presencia de IgM
e IgA suele haber titulos muy altos de IgG, que indican
con elevada probabilidad la existencia de una infeccion
actual. En ocasiones, después de pasada una enferme-
dad, pueden persistir durante bastante tiempo titulos
relativamente altos de IgG; por ello, para diagnosticar
una infeccion actual o reciente, tiene mas valor la detec-
cién de un titulo alto de IgM que de IgG, ya que las IgM
suelen desaparecer entre los tres y seis meses después
de iniciada la infeccion, aunque hay excepciones.

Pero, sin duda, el resultado mas inequivoco se obtie-
ne cuando se extrae una muestra de suero muy precoz-
mente, al inicio de la enfermedad, y otra muestra tres
semanas después, constatdndose en esta segunda mues-
tra un incremento al menos cuatro veces mayor en el
titulo de anticuerpos totales con respecto a la primera
muestra. En algunos casos (por ejemplo, legionela), sélo
se produce un titulo elevado de IgG entre cinco y seis
semanas después de iniciada la infeccion. El gran valor
de la demostracién de un incremento del titulo de anti-
cuerpos para el diagnostico de la enfermedad se debe a
que, en ocasiones, y dependiendo del microorganismo
(por ejemplo, toxoplasma), las IgM también pueden per-
sistir relativamente elevadas hasta un afio o mas des-
pués de la infeccion, en tanto que el incremento (mas de
cuatro veces) del titulo de anticuerpos totales siempre
se asocia a infeccidn en curso, excepto en situaciones
verdaderamente excepcionales.

Como se acaba de indicar, el resultado de la compa-
racion de los titulos de dos sueros es el mas especifico,
pero este resultado es tardio, ya que el segundo suero
debe extraerse tres a cinco semanas después del prime-
ro. La puesta a punto de técnicas que permitan conocer,
no sélo la cantidad de anticuerpos, sino también su clase,
aun teniendo en cuenta las limitaciones sefialadas mas
arriba, permite diagnosticar la enfermedad activa median-
te un solo suero obtenido en la fase precoz de la enfer-
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Figura 8.7. Dindmica de la formacién de anticuerpos.

Representacién esquematica de la produccion de anticuerpos. K: can-
tidad de anticuerpos. T: tiempo. I: momento de la infeccion. Se mues-
tran las IgM, 1gG e IgA.

Entre tres y cinco semanas después de iniciada la infeccion se produ-
ce el maximo nivel de anticuerpos. Los niveles de IgM e IgA disminu-
yen para desaparecer, pero se mantiene un nivel detectable de IgG que
persiste durante afios o incluso toda la vida. En algn caso las IgM
pueden persistir hasta un afio o mas.

Aunque la deteccion de IgM o de un titulo de 1gG alto, es significati-
vo de infeccién reciente, la demostracion méas inequivoca de infeccion
actual es el incremento al cuadruplo del titulo de IgG de una muestra
de suero tomada entre las tres y cinco semanas de iniciada la infeccién
(c), en comparacién con otra tomada lo mas precozmente posible (p).

medad, cuando se detectan en él anticuerpos de la clase
M, A y/o de la clase G de baja afinidad. En la figura 8.7
se representan estos datos.

Clases de antigenos

Los antigenos naturales estan constituidos por los
microorganismos integros o extractos antigénicos, mas
o menos purificados, obtenidos de ellos; los antigenos
recombinantes se obtienen por ingenieria genética, intro-
duciendo el gen que codifica la proteina antigénica en
un microorganismo (bacteria o levadura) que lo expre-
sa, y los péptidos sintéticos se obtienen por sintesis qui-
mica. En la actualidad, la mayoria de los antigenos uti-
lizados en serologia se hallan comercializados. Estos
antigenos se presentan en muy diversos formatos segiin
la técnica que se utilice y el grado de automatizacién de
la misma. El modo de conservacion y la caducidad de
estos reactivos vienen indicados por el fabricante.

Muestras de suero

Los anticuerpos se determinan en una muestra de
suero del paciente. Para ello, en adultos deben extraer-
se entre 5y 10 mi de sangre, dejar que coagule a tempe-
ratura ambiente, lo que suele suceder en 20 minutos8 y
separar el suero centrifugando 10 minutos a 1.000-1.200
g. Existen en el mercado tubos como el modelo BD Vacu-
tainer® SST9 (Becton Dickinson) o S-Monovette® (Sars-
tedt, Inc.) que incorporan productos como polvo de sili-

8 El frio retarda la coagulacion y puede perjudicar la muestra para alguna determinacion.

9 SST: Serum separation tube.
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ce o vidrio que acelera la coagulacién y una gelatina iner-
te que facilita la retraccion del coagulo.

Una vez separado el suero, puede mantenerse en la
nevera (4-6° C) durante una semana, pero es preferible
guardarlo congelado a-20° C, lo que permite conservar-
lo durante afios si se evita su descongelaciéon y congela-
cion repetidas. Si se ha fraccionado, puede utilizarse una
alicuota sin descongelar las demas.

En las infecciones del sistema nervioso central (SNC)
puede ser Gtil tomar una muestra de liquido cefalorra-
quideo (LCR) para estudio seroldgico, siendo imprescin-
dible comparar el resultado con el obtenido en una mues-
tra de suero tomada simultaneamente. La presencia de
anticuerpos frente a un determinado microorganismo
en el LCR, particularmente si su titulo es superior al del
suero, significa la existencia de una infeccion del SNC,
ya que los anticuerpos del plasma no pasan la barrera
hematoenceféalica.

En la embarazada, los anticuerpos maternos de la
clase G pasan la barrera placentaria y se hallan en la san-
gre del recién nacido cumpliendo una funcién protecto-
ra; pero los anticuerpos de la clase M no atraviesan la
placenta, por lo que la existencia de IgM frente a un
microorganismo en el suero fetal o de un recién nacido
indica su produccion por el feto, y por tanto que ha pade-
cido una infeccidn por esc microorganismo.

En campafas sanitarias, para estudios de seropreva-
lencia u otros, puede tomarse una muestra de saliva para
efectuar con ella pruebas seroldgicas. De entre los diver-
sos sistemas de torundas para la recogida de saliva
comercializados, OraSure (OraSure Technologies) es el
Unico aprobado por la Food and Drug Administration, en
EE UU. En cualquier caso, se requiere adaptar el desa-
rrollo de la prueba y la interpretacién de los resultados
a ese tipo de muestra.

Automatizacion

En la actualidad, muchas pruebas serologicas estan
altamente automatizadas, de tal modo que, partiendo
del tubo primario en el que se ha extraido la sangre del
paciente, puede llegarse a un resultado validado e impre-
so en pocas horas y sin participacion manual, Gnicamen-
te supervisando el proceso, siendo imprescindible la
incorporacion de los controles y/o los calibradores nece-
sarios para constatar la validez de cada prueba.

En todo sistema automatizado es importante saber
si se trata de un modelo cerrado en el que s6lo pueden
utilizarse reactivos concretos, en general de una marca
determinada, o de un sistema abierto susceptible de pro-
cesar reactivos de muy diferentes compafiias.

Pruebas serolégicas

Las pruebas serolégicas maés utilizadas son las de
aglutinacion, inmunofluorescencia (IF) y enzimo inmu-
noanélisis (EIA).

Microbiologia clinica

Algunas pruebas detectan con mas facilidad una clase
de anticuerpos que otras, como sucede con la aglutina-
cién, que detecta preferentemente las IgM, o la fijacion
de complemento las IgG; sin embargo, como todas las
pruebas seroldgicas detectan con mayor o menor sensi-
bilidad todas las clases de Igs, se considera que los resul-
tados de cualquiera de estas pruebas hacen referencia a
anticuerpos totales. Como se expone mas adelante, exis-
ten procedimientos técnicos que permiten detectar de
modo especifico las diferentes clases de inmunoglobu-
linas presentes en el suero.

Pruebas para la deteccidon de anticuerpos totales
Pruebas de aglutinacion directa

En estas pruebas se utilizan antigenos particulados; es
decir, el antigeno forma parte de la superficie de microor-
ganismos de gran tamafo (bacterias y protozoos). El anti-
geno se prepara como una suspensién del microorganis-
mo, la cual tiene un aspecto lechoso y homogéneo. Al
enfrentarla al suero del paciente, si en él hay anticuerpos
frente a los antigenos las particulas microbianas aglutinan.
Cuando la prueba se realiza en un tubo de ensayo, se pro-
duce un patrén de aglutinacién caracteristico (con el sobre-
nadante trasparente) y al resuspender el sedimento se for-
man abundantes grumos. Cuando la reaccion se ha
practicado en micropocillos (placas tipo «microtiter»), el
patrén de aglutinacion es diferente: un sedimento amplio
y granulado significa reaccion positiva (aglutinacién) y un
botén puntiforme central, reaccion negativa. Estas prue-
bas pueden requerir hasta 18 horas de incubacion.

Para cuantificar los anticuerpos del suero, las reac-
ciones de aglutinacién se practican en una serie de tubos
o micropocillos, en cada uno de los cuales se pone la
misma cantidad de suspension antigénica, pero en el pri-
mero se afiade suero puro, en el segundo, el suero dilui-
do a la mitad en solucion salina (1/2), en el tercero, dilui-
do a la cuarta parte (1/4), y asi sucesivamente hasta
diluciones elevadas, de 1/5.000 o mas, para determinar
la mayor dilucién (menor cantidad de suero) en la que
aln se evidencia aglutinacién. El titulo de anticuerpos
es la dilucion mas alta del suero en la que se detecta la
aglutinacion. Algunas pruebas de aglutinacién, como las
utilizadas para el diagnostico de la brucelosis o la toxo-
plamosis, son muy sensibles y especificas (Fig. 8.8).

La aglutinacion también puede realizarse directa-
mente sobre un portaobjetos, enfrentando la suspension
bacteriana al suero del enfermo; para facilitar la lectura,
las bacterias pueden colorearse como en el rosa de Ben-
gala, método empleado para el diagndéstico serolégico
de la brucelosis. Esta técnica en concreto resulta senci-
lla, rapida (minutos), sensible y especifica.

Algunos anticuerpos de la clase 1gG son poco agluti-
nantes porque tienen un pequefio tamafio y las particu-
las (antigenos) que se unen a cada uno de los brazos reac-
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Figura 8.8. Serologia. Aglutinacion directa.

Al enfrentar en un tubo una suspensién microbiana al suero de un
paciente, si en el suero hay anticuerpos contra los antigenos de los
microorganismos, estos quedan unidos entre si por los anticuerpos for-
mando grumos que aglutinan en el fondo del tubo. F.sta reaccion puede
realizarse en tubos de ensayo convencionales y en micropocillos.

Para conocer la cantidad de anticuerpos existentes en el suero se enfren-
ta la suspensién antigénica a diversas diluciones del suero en solucion
salina (suero puro, diluido al 1/10, al 1/100,1/1000, etcétera).

A. Aglutinacion en tubo: el primer tubo de control, sin suero, es nega-
tivo (CN); en él la suspension es homogénea. Los tres tubos siguientes
son positivos y se observa la aglutinacion (sedimentacién) de las bacte-
rias. Los dos siguientes son negativos El Gltimo tubo es el positivo al
1/100 que se ha agitado para visualizar la suspension de los grumos.

B. Aglutinacién en micropocillo. En cada pocilio se ha puesto un suero
diferente; por tanto, cada suero se estudia a una Unica dilucién. Obsér-
vese el patron de aglutinacion positivo y negativo.

Neg: negativo. +: positivo.

tivos (Fab) quedan muy préximas entre si. Si estas par-
ticulas poseen una carga eléctrica elevada, se repelen enér-
gicamente debido a su proximidad, impidiendo la aglu-
tinacion; lo que no sucede con la IgM por su mayor
tamafo. Las IgG también pueden ser no aglutinantes
cuando tienen las ramas Fab cerradas, y no pueden hacer
de puente entre las particulas antigénicas. Como en los
dos casos anteriores, los anticuerpos se unen al antige-
no, pero no forman puentes; una Ig de cabra anti-IgG
humana permite establecer el puente y producir la aglu-
tinacion. Esta técnica es la prueba de Coombs.

Pruebas de aglutinacion pasiva o indirecta

Los antigenos solubles, que son macromoléculas
libres, por su pequefio tamafio no pueden aglutinar
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directamente, pero pueden fijarse a la superficie de par-
ticulas como latex, gelatina, liposomas, hematies, poli-
péptidos o particulas de silice o carb6n de un tamafio
entre 1y 7 jim que actian como soportes inertes, lo que
permite evidenciarla aglutinacion macroscopicamente.
Estas reacciones se pueden realizar tanto sobre un por-
taobjetos como en pocilios de placas de «microtiter». En
el primer caso, suelen ser técnicas cualitativas, como por
ejemplo, la técnica de latex empleada para detectar anti-
cuerpos, frente a la rubéola o el RPR (rapid plasma rea-
gin), prueba no treponémica empleada para el cribado
de la sifilis, que emplea particulas de carbén como sopor-
te de un antigeno cardiolipidico. Al igual que en la aglu-
tinacion directa, las pruebas cuantitativas suelen reali-
zarse en pocilios, como en el caso de la hemaglutinacion
pasiva (hematies con antigeno treponémico) para el diag-
nostico de la sifilis, o la aglutinacién indirecta empleada
para detectar anticuerpos frente al micoplasma, que uti-
liza como soporte particulas de gelatina coloreadas.

Pruebas defijacion del complemento

La reaccidn entre un antigeno y un anticuerpo, espe-
cialmente de la clase G, comporta fijacion del comple-
mento, lo que permitié en 1901 el disefio de una prue-
ba serolégica muy ingeniosa y atil segin el protocolo
que se sefiala a continuacion.

En un tubo o pocilio se pone el suero del paciente y
el antigeno microbiano frente al que se investiga la pre-
sencia de anticuerpos (primer sistema). Se afiade una
cantidad precisa de complemento. Si en el suero del
paciente existen anticuerpos, estos reaccionan con el
antigeno y fijan todo el complemento. Si no hay anti-
cuerpos contra el antigeno microbiano, el complemen-
to no queda fijado, sino que permanece libre.

Para revelar la reaccion, se afiaden hematies de car-
nero unidos a anticuerpos antihematie de carnero, deno-
minados hemolisina (segundo sistema). En ausencia de
complemento, los hematies no son lisados por la hemo-
lisina; si el suero del paciente tenia anticuerpos y por
tanto la reaccién del primer sistema ha sido positiva, el
complemento es totalmente fijado y consumido y no hay
hemolisis en el segundo sis