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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Las infecciones en heridas post-operatorias son un problema actual y en constante evolución en todo el mundo. Aunque desde hace siglos ha existido un gran interés por el tema de las infecciones en heridas post-operatorias, ha sido hasta hace pocas décadas que el campo ha tenido aceptación general como un problema relevante de la salud pública de gran trascendencia económica y social, además de constituir un desafío para las instituciones hospitalarias.
 A pesar del tratamiento de antibióticos,  de las medidas profilácticas habituales en los centros hospitalarios, existen múltiples razones: cirugía en pacientes de alto riesgo, pacientes con el sistema inmune bajo, malnutrición, Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida, intervenciones quirúrgicas de alta duración; uso de procedimientos de diagnóstico y tratamiento que implican un mayor riesgo de contaminación bacteriana,  una técnica quirúrgica incorrecta, desmedida confianza en la aplicación rutinaria de antibióticos y descuido en las medidas de higiene y antisepsia.
A pesar que se ha dado seguimiento para controlar este tipo de infecciones, siguen representando un grave problema en los hospitales de nuestro país, y  no se cuenta con los recursos necesarios para poder erradicarlas.  En el Hospital Nacional Rosales no ha sido la excepción,  ya que con frecuencia se reciben muestras de heridas operatorias de pacientes que son intervenidos quirúrgicamente. Debido a la incidencia de infecciones en heridas post-operatorias y la alta  cantidad de bacterias aisladas en estas,  nos planteamos lo siguiente:

· ¿Cuál es la frecuencia y porcentaje con que se presentan las infecciones en heridas post- operatorias que se realizan en el Hospital Nacional Rosales?

· ¿Cuál es la bacteria que se aísla con mayor frecuencia en heridas post-operatorias en el Hospital Nacional Rosales?
· Cuál es el perfil de sensibilidad y de resistencia del agente bacteriano que se aísla con mayor frecuencia en infecciones de heridas post-operatorias?
JUSTIFICACIÓN

A pesar que se ha querido erradicar  la infección en heridas post-operatorias, este sigue siendo un gran problema en nuestro país,  debido a que los factores que influyen en este tipo de infecciones son muchos y  difíciles de controlar.

Es de gran importancia buscar la forma de cómo erradicar o minimizar este tipo de infecciones, por lo que pretendemos con esta investigación concientizar al personal de la salud a tener buenas medidas preventivas en el momento de llevar a cabo el proceso de asepsia quirúrgica y  médica, evitando  los hacinamientos en cada uno de los servicios, y  dar recomendaciones a las pacientes de los cuidados que se deben seguir  para tener una buena recuperación. Y de esta manera, minimizar los riesgos de adquirir una infección en heridas post-operatoria. 
La investigación se considera factible porque se cuenta con el apoyo técnico y administrativo del Laboratorio Clínico del Hospital Nacional Rosales, específicamente del área de bacteriología y a la vez los resultados obtenidos pueden constituir la base para futuras investigaciones.

OBJETIVOS.

Objetivo general:
Determinar la frecuencia y porcentaje de bacterias aisladas en heridas post-operatorias atendidas en el Hospital Nacional Rosales en el periodo de Julio a Diciembre del año 2009.

Objetivos específicos:
· Identificar la bacteria que se aísla con mayor frecuencia en heridas post-operatorias en el Hospital Nacional Rosales.

·  Establecer el perfil  de sensibilidad y  resistencia del agente bacteriano que se aísla con mayor frecuencia en  infecciones de heridas post-operatorias
MARCO TEÓRICO.

La historia de las infecciones nosocomiales, es tan antigua como la del hospital; existen infecciones hospitalarias desde el momento en que se agrupan los enfermos para sus cuidados. La infecciones nosocomiales son un importante problema de Salud pública ya que produce una morbilidad y mortalidad destacadas, dando lugar a elevados costos sociales y económicos. 

La infección nosocomial o adquirida en el hospital es aquella que aparece durante la hospitalización del paciente y que no se hallaba presente, o en periodo de incubación en el momento de admisión del enfermo en el hospital, independientemente de que se manifieste o no durante su estancia en el hospital.

La OMS (Organización Mundial de la Salud) la define como cualquier enfermedad microbiana, reconocible clínicamente, que afecta a los pacientes como consecuencias de ser admitidos en el hospital o atendidos para tratamientos, y el personal sanitario como consecuencia de su trabajo.

La infección en términos epidemiológicos significa la penetración, multiplicación e invasión de un agente infeccioso en el cuerpo del hombre o de los animales. 

El término nosocomial procede del griego Nosokomeain, “Hospital”, que a su vez, se deriva de la palabra griega Nosos “varias enfermedades.” De aquí que, la evidente relación de la infección con la hospitalización es suficiente para el diagnóstico de sepsis o infección nosocomial, independiente del momento de aparición.

En las infecciones post-operatorias  interrelaciona 3 factores importantes: el agente etiológico, la transmisión y el huésped. Por parte del individuo, la evolución del proceso infeccioso está determinada por la resistencia, el estado nutricional, el estrés, la edad y el sexo. Mientras que por parte del agente influyen características como la inefectividad, la virulencia y otras.

Fuentes de infección:
De acuerdo con la OMS (Organización Mundial de la Salud), fuente de infección es la persona, cosa, objeto o sustancia de la cual un agente infeccioso pasa directamente a un huésped susceptible.

Desde el punto de vista de la fuente o reservorio de los agentes patógenos, las infecciones hospitalarias pueden ser autógenas (endógenas) cuando los microorganismos causantes de la infección son albergados el mismo pacientes en su cuerpo como parte de su flora normal o como portador sano. Un procedimiento hospitalario puede actuar como vehículo o factor desencadenante de este tipo de infecciones si no se toman las debidas precauciones para su ejecución.

Las bacterias comensales, como la Escherichia coli, que coexisten habitualmente sin peligro para el huésped son patógenos potenciales que pueden provocar sepsis cuando abandonan los puntos en que constituyen parte de la flora orgánica normal, posiblemente como resultado de algún proceso invasivo, o cuando las defensas del huésped son debilitadas por procedimientos médicos o quirúrgicos.

Gran parte de las infecciones post-operatorias son indudablemente endógenas, como por ejemplo, la infección de las vías urinarias post-cateterización causada frecuentemente por Escherichia coli intestinal y la infección pulmonar por traqueotomía causada por Klebsiella, Escherichia coli, o Pseudomonas aeruginosa.
Las infecciones exógenas se producen cuando el agente patógeno es transferido desde otro paciente o del personal o del ambiente; estas son las infecciones cruzadas que se deben evitar en un hospital.

La mayoría de los autores consideran como fuentes exógenas el mismo trabajador de la salud, visitantes, pacientes, el ambiente hospitalario, los instrumentos, medicamentos y alimentos eventualmente contaminados. 

En la piel habita flora bacteriana y se le denomina flora residente. La piel de los médicos, enfermeras, personal de laboratorio, fisioterapistas, etc., es decir, toda persona que entre en contacto con secreciones, heridas infectadas o materia fecal del pacientes, se contamina con múltiples bacterias, por lo general, poblaciones resistentes a los antibióticos. Estas bacterias constituyen la flora transitoria.

Flora residente: La piel, mucosas y aparato gastrointestinal del cuerpo humano se encuentran muchas especies de bacterias y hongos que conviven en armonía con el organismo, sin causarles daño, a menos que se produzcan heridas y laceraciones o se supriman los mecanismos de defensas del huésped. Esta es la flora normal del cuerpo.

Por lo general, la piel presenta algunos microorganismos como son los Staphylococcus, entre ellos Staphylococcus epidermidis en menor proporción el Staphylococcus aureus, Streptococcus viridians, Candida albicans y otras levaduras. La cavidad oral protege normalmente muchos géneros de microorganismos; entre los más frecuentes Streptococcus, Staphylococcus, Pneumococcus y Neisseria. Las fosas nasales albergan una reducida flora bacteriana, la mayoría de las veces constituidas, por Staphylococcus, Neisseria, y Difteriodes. El número y tipo de bacterias en la piel difiere considerablemente de acuerdo al sitio del cuerpo donde se encuentre. Además, es muy amplia la variación cuantitativa individual. Esta variación depende los pH de la piel, ácidos grasos, edad, temperatura y humedad de la piel y el ambiente.

La flora residente rara vez causa infecciones salvo cuando se procede a realizar procedimientos invasivos tales como una cirugía o cateterismo o en pacientes inmunocomprometidos. El lavado de las manos realizado en forma corriente no la elimina y para ello es indispensable recurrir el uso de antisépticos. 

Flora transitoria: incluyen varios microorganismos patógenos que a menudo causan infección intra-hospitalarias tales como: Streptococcus, Escherichia coli y Pseudomonas. 
Este tipo de flora bacteriana no se encuentra firmemente adherida a la piel y por lo tanto puede ser eliminada fácilmente mediante el lavado de mano con agua y jabón.

Manos y cabello: Probablemente la diseminación de la infección por contacto directo es el modo más importante de transmisión tanto para los gérmenes gram positivo como para los gram negativos y generalmente se admite que las manos del personal hospitalario desempeña un importante papel en la transmisión de la infección. La piel de las manos no puede esterilizarse de igual forma que los objetos inanimados y por lo tanto supone un vehículo ideal para la diseminación de la infección.

Entre los microorganismos transmitidos a los pacientes a través de las manos se encuentra el Staphylococcus aureus, especies de Klebsiella y otros bacilos gram negativos, Streptococcus y en  menor medida levadura, hongos y virus. Las enfermeras tienen un mayor riesgo de contaminación de las manos durante las labores que demandan la atención del paciente, el cuidado y manejo de catéteres, patos, riñoneras que contienen secreciones y excreciones de los pacientes con heridas contaminadas; son actividades de alto potencial de contaminación, lo mismo que los procedimientos que impliquen contacto con la boca, vagina, uretra o recto.

Incluso las tareas como el manejo de las historias clínicas o el cambio de la ropa de cama, pueden contaminar las manos del personal con Staphylococcus, en especial si el enfermo es un quemado o sufre alguna enfermedad cutánea. A un después de una minuciosa desinfección manual, se comprobó que el simple contacto con una puerta aparentemente limpia en la habitación de un enfermo, contamina las manos con Staphylococcus y Pseudomonas.
El ambiente hospitalario: el ambiente hospitalario puede transformarse en fuente infecciosa por contaminación interna o externa. La contaminación externa depende de la planta física y de la localización del hospital, las dependencias incluyen todo el interior del hospital, el piso, las paredes, el techo, el mobiliario y las ropas hospitalarias se transforman en fuente infecciosa.
Muchas son las variables que se incluyen en la tasa de infecciones hospitalarias en las instituciones individuales. Las tasas de infección en los hospitales los cuales no son para formación de profesionales de la salud suelen ser más bajas; las más altas se verifican en los hospitales escuela grandes, e intermedias para los hospitales escuela pequeños. Estas tasas diferenciales se explican probablemente por las diferencias en la mezcla de casos entre estas categorías; el mayor promedio de pacientes de riesgo se registra entre los internados en los grandes hospitales escuela. Se considera que una de las causas de este fenómeno es la falta de integración y adecuación  de las facultades de medicina relacionado con el componente integral del manejo de las infecciones hospitalaria
· Modos de transmisión de la infección hospitalaria.
Existen cuatro modos de transmisión de patógenos hospitalarios. El modo más común es la transmisión por contacto, ya sea directo entre pacientes o entre pacientes y el personal hospitalario.

La transmisión por contacto indirecto se produce cuando los objetos inanimados del ambiente se contaminan y no son adecuadamente desinfectados o esterilizados. El segundo modo más corriente de transmisión es por un vehículo común y los ejemplos de vehículos comunes involucrados en infecciones intra-hospitalarias incluyen alimentos, sangre, reactivos de diagnóstico y medicamentos, el tercero se reproduce por el aire, en tales casos los agentes infecciosos (por ejemplo aspergilosis y legionelosis) han sido transmitidos a través de grandes distancias. La transmisión por vectores de patógenos hospitalarios puede ser de mucha importancia en especial en los hospitales de países en desarrollo.

Mecanismos de transmisión de infecciones hospitalarias. Los mecanismos a través de los cuales se produce el paso del agente etiológico de la fuente infecciosa, al huésped puede dividirse en dos categorías: vías de infecciones de eliminación y vías de transmisión.

Vías de eliminación: el medio o vehículo a través del cual el agente infeccioso es liberado al exterior.

Las secreciones purulentas, las del tracto respiratorio, la orina, las heces y las escamas cutáneas, constituyen las principales vías de eliminación de microorganismos por parte de pacientes hospitalarios.

Vías de transmisión: es el medio o vehículo a través del cual el agente infeccioso alcanza al huésped.
· Las principales vías de transmisión son: 
Infección por contacto. Es la transmisión del agente infección de un paciente infectado a un individuo sano, por contacto directo o indirecto. Por contacto directo, esta implicadas las superficies infectante e infectada. Por contacto indirecto, es necesaria la interposición de un objeto inanimado (vehículo).

La transmisión por contacto directo en el hospital ocurre de modo principal a través de manos contaminadas del personal hospitalario, en especial en centros quirúrgicos y en salas de curación. 
Los uniformes y batas de las enfermeras quedan rápidamente contaminados con Staphylococcus aureus u otros gérmenes cuando se cuidan enfermos y muy pronto transportan una muestra representativa de la micro flora de la sala. Esto conduce al transporte  de estos gérmenes de uno a otro enfermo.

El contacto indirecto se realiza a través de objetos contaminados por los portadores o por los propios pacientes; genéricamente se denominan fómites (objetos inanimados contaminados capaces de transmitir infección) comprenden los ya mencionados: alimentos, bebidas, medicamentos, soluciones y cremas contaminadas, instrumentos y equipos.

Infección por el aire: la importancia del aire en la diseminación de microorganismos que colonizan o infectan es ahora bien conocida. Esta ruta es particularmente importante para bacterias que son resistentes a bajas condiciones de humedad relativa tales como Staphylococcus y virus.

Los microorganismos son incapaces de llegar al aire y diseminarse por ellos mismos. Ellos requieren un portador de un tamaño adecuado que pueda ser arrastrado por las corrientes de aire y permanece en el por un tiempo suficiente que permita el contacto con huéspedes potenciales. Ejemplos de tales portadores son: partículas de polvo, escamas de la piel y diminutas gotas de secreciones tales como el esputo.

 El Staphylococcus aureus es transportado por escamas cutáneas de un diámetro medio de aproximadamente 13 micras. Estas bacterias en las partículas portadoras son capaces de permanecer en el aire por largos períodos y descender solas lentamente. Ellas pueden incorporarse durante la inhalación, lo que la convierte en contaminación por vía nasal, o pueden depositarse en superficies horizontales del ambiente hospitalario para ser adquiridas por contacto.

Infección por ingestión (fecal-oral). Por lo general ocurren por Salmonella, Shigella, Escherichia coli, en bebidas o alimentos contaminados.

Infecciones transmitidas por vectores: artrópodos, insectos principalmente, aunque no se encuentran bien documentada. (Londoño Malagón, Hernandez Esquivel.1995).

· Tipos de infecciones en heridas quirúrgicas:
Ocupan el tercer lugar de las infecciones nosocomiales. Es importante conocer el tipo de cirugías según el grado de contaminación:

Limpias: son las heridas que cicatrizan por primera intención. El tiempo de contaminación es exógeno.

Limpia contaminada: cuando se penetra en cavidades comunicadas con el exterior. 

Contaminada: son las heridas abiertas recientes (menos de 4 horas), operaciones como alteraciones de la técnica estéril.

Sucia o infectada: cuando se trata de heridas traumáticas no recientes (más de ocho horas) con tejido desvitalizado. (Castilla, María del Carmen.2006)

· Generalidades de las bacterias.
Las células bacterianas reconocidas en la actualidad son más cercanas en su forma a las células primordiales del planeta que cualquier otra célula animal o vegetal como las bacterias son todavía de tamaño microscópico puede concluirse que sus diminutas dimensiones no constituyen por sí mismas una desventaja en la naturaliza, si no que más bien representa oportunidades únicas de supervivencia y reproducción.

Las bacterias se hayan entre las células más pequeñas y algunas de ellas tienen el tamaño mínimo posible para un organismo que se reproduce de manera independiente. Los individuos de las diversas especies bacterianas que colonizan o infectan a los seres humanos miden 0.5 a 10 micrómetros en su dimensión más grande. Las principales formas que se reconocen son: esferas, bastoncillos, bastoncillos curvos o doblados y espirales. Las bacterias esféricas u ovales se denominan cocos y los bastoncillos se llaman bacilos. Las bacterias en forma de espiral se conocen como espiroquetas.  (García Martos. 1994)
· Pared celular

Tanto las bacterias gram negativas o gram positivas poseen en común un constituyente esencia, especifico del mundo bacteriano, el peptidoglicano (PG) o mureina que confiere a  la bacteria su forma y rigidez y le permite resistir la fuerte presión osmótica intra - citoplasmática.

Bacterias Gram positivas: el peptidoglicano es la parte más externa de la bacteria. Es más denso que en las bacterias Gram negativas y envuelve a la membrana citoplasmática de la bacteria.

Bacterias Gram negativas: la pared bacteriana contiene un elemento suplementario, la membrana externa, la cual rodea al peptidoglicano que es más fino que en las Gram positivas. El espacio situado entre las dos membranas se denomina espacio periplásmico.
Estructura de la pared de las bacterias Gram positivas

La pared de las bacterias Gram positivas está constituida de:

Ácidos teicoicos: son polímeros que están entrelazados en la capa de peptidoglicano y se extiende en forma de cilios más allá de la superficie de las células gram-positivas. Estos son también importantes antígenos de superficie en aquellos organismos que los poseen.
La capa de peptidoglicano, o capa de mureina, de las bacterias gram-positivas es mucho más gruesa que la de las bacterias gram-negativas. Es responsable de mantener la forma del organismo y por lo general se conoce como la pared celular. (Ver anexo # 1).
Estructura de la pared de las bacterias Gram negativas.

Es más fina y más compleja. Del exterior hacia el interior se distingue una membrana externa, el peptidoglicano  que es mucho más fino que en las bacterias Gram positivas, el espacio periplásmico  y  la membrana citoplasmática. De hecho, se designa como espacio periplásmico al espacio situado entre la membrana externa y la membrana citoplàsmica.

La membrana externa sirve como la principal barrera de permeabilidad de la célula y ayuda a retener proteínas en el espacio periplásmico. (Algunos autores no consideran a esta membrana como parte de la pared celular.)

 Porinas: son canales llenos de agua en la membrana externa que facilitan el transporte de nutrientes y sustancias de bajo peso molecular dentro de la célula, incluyendo agentes antimicrobianos. Las bacterias varían en el número y tipo de porinas que contienen.
 Lipopolisacáridos se encuentran en la superficie de la célula y son el componente esencial de las endotoxinas. Ellos contribuyen a la capacidad de la bacteria para causar enfermedad y dan a las bacterias gram-negativas su carga negativa neta.
 Lipoproteínas adhieren la membrana externa a la capa de mureina.

 La capa de peptidoglicano de las bacterias gram-negativas es un polímero relativamente delgado que consiste de ácido N-acetil murámico y N-acetil glucosamida entrelazados. Esta se conoce con frecuencia como la capa de mureina o pared celular y es responsable de mantener la forma del organismo. Está localizado dentro del espacio periplásmico.

 El espacio periplásmico se encuentra entre la membrana externa y la membrana citoplasmática. Las proteínas periplásmicas incluyen proteínas de enlace para sustratos específicos, enzimas hidrolíticas y enzimas detoxificantes.  (Ver anexo #2) 

· Mecanismos de Patogenicidad bacteriana:
Patogenicidad: indica la habilidad de un organismo para producir cambios patogénicos o la muerte en el huésped. La virulencia es el grado de Patogenicidad de un organismo. El número de microorganismos necesarios para causar la muerte es directamente relacionado con la virulencia. La virulencia se puede medir por muchos factores como la fatalidad asociada con cierta infección bacteriana o la habilidad de la bacteria para invadir el tejido del huésped. (Giuseppe Nicoletti, Nicolosi Vito Mar. 1990)

· Características de bacterias asociadas a infecciones en heridas post operatorias:
Bacilos Gram negativos: Los que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son los aislamientos bacterianos encontrados con más frecuencia en muestras clínicas en el laboratorio de microbiología. Ampliamente dispersos en la naturaleza, estos microorganismos se encuentran en suelos, aguas, plantas y como lo indica el nombre de la familia, en el tubo digestivo de humanos y animales. Así pueden estar incriminados en cualquier tipo de enfermedades infecciosas y ser recuperados de cualquier muestra recibida en el laboratorio. (Giuseppe, Nicoletti, Nicolosi Vito Mar. 1990)
Las enterobacterias son bacilos aerobios y anaerobios facultativos, no formadores de esporas, inmóviles o flagelados perítricos oxidasa – negativos y gram negativos, que producen ácidos por fermentación de la glucosa y reduce los nitratos a nitritos.

Patogénesis y factores de virulencia:
Las endotoxinas presentes en el interior de la pared celular de las enterobacterias, así como en otros bacilos gram negativos, son responsables de la mayor parte de la morbilidad y mortalidad que producen las infecciones asociadas con estas bacterias. Las endotoxinas constan de fracciones de lípidos y polisacáridos con una pequeña cantidad de aminoácidos. Pueden producir, fiebre, granulocitocis, trombocitopenia, coagulación intravascular diseminada y activación de las vías clásica y alternativa del complemento. El shock endotóxico es el resultado de una septicemia gram negativa con endotoxemia que reacciona con los leucocitos, plaquetas, complemento y otras proteínas séricas hasta aumentar los niveles sanguíneos de enzimas proteolíticas y sustancias vasoactivas, de lo que se deriva estasis sanguínea, vasoconstricción periférica incrementada y disminución del gasto cardiaco.

Las infecciones adquiridas en el hospital suelen ser debidas a los grupos más resistentes, como los Citrobacter, Enterobacter, Serratia y especies de Proteus. (Bernard Jhon, Henry. 1998)
· Escherichia coli:

Es una bacteria perteneciente a  la familia Enterobacteriaceae son bacilos gram negativos, no esporulados, aerobios facultativos, móviles por flagelos perítricos o inmóviles, fermentadores. 

En particular entre varios azúcares, la mayor parte de las cepas fermentan la lactosa, por lo que se ha denominado enterobacterias lactosas fermentadoras. Estas y otras reacciones bioquímicas son suficientes para distinguirlas  de las demás especies. Tiene cerca de 150 antígenos O diferentes y gran número de antígenos K y H que se designan mediante números. 

Su hábitat está constituido por el tracto intestinal de los animales y del hombre, representa la especie bacteriana aerobia más abundante, y, en este lugar, se ha considerado comensal, excepto para algunas cepas que pueden causar enteritis. (Castilla, María del Carmen. 2006)

Pseudomonas:

Del griego (Pseudes: falso monas: unidad) género perteneciente a la familia de las Pseudomonaceae.

Está representado por bacilos gram negativos, no esporulados, aerobios obligados (excepto aquellas especies que, pudiendo utilizar la dentrificación como medio de respiración anaerobia son aerobios facultativos), generalmente móviles por uno o más flagelos polares, no fermentadores no oxidantes (inertes). 
El hábitat de las especies de Pseudomonas está constituido generalmente por el suelo y por el agua, pero este microorganismo también ha sido aislado en ambientes variados; está presente también sobre muchas plantas verduras y frutas. Se aísla en condiciones normales en cerca del 10% de muestras de heces humanas (parece que la dieta vegetariana pueda ser la fuente de colonización del intestino por parte de este germen) y este puede representar el origen de algunas epidemias y contaminación cutánea. 
En ambientes hospitalarios, ha sido aislada de jabones de soluciones desinfectantes, de colirios, de grifos, termómetros, de reservorios de agua destilada y de numerosos instrumentos. (Castilla, María del Carmen.2006).

La especie que causa actualmente mayor morbilidad y mortalidad es Pseudomonas aeruginosa. Habitando en el ambiente hospitalario y se halla en todas partes donde hay humedad. El organismo es más resistente que la mayoría de las bacterias vegetativas a muchos desinfectantes y agentes antimicrobianos. Aunque produce una variedad de enzimas y toxinas, además de moco y endotoxinas el mecanismo por el cual la Pseudomonas aeruginosa produce la enfermedad no está claro.

El organismo produce infecciones en pacientes con quemaduras y lesiones traumáticas y operatorias, tras la manipulación del tracto urinario;  en paciente con afecciones de los sistemas hemopoyético, retículo endotelial y linfoide, y en individuos con defensas humorales o celular disminuidas. (Bernard John, Henry.1988).
Klebsiella 
 Género perteneciente a la familia Enterobacteriaceae bacilo gram negativo no esporulados, inmóviles fermentadores. En particular entre varios azúcares, ataca en diverso grado a la lactosa por lo cual son denominado Enterobacterias lactosa fermentadoras. Están ampliamente distribuidas en la naturaleza en el suelo, agua y semillas, y son también comensales en el tracto intestinal del hombre y varios animales.
Klebsiella pneumoniae: es la especie más común de todo el género con el 95% de los aislamientos. La forma clínica de infección producidas por Klebsiella pneumoniae son: infecciones respiratorias, infecciones urinarias, infecciones otorrinolaringológicas y otras. (Castilla, María del Carmen.2006)
Enterobacter.
Dado que numerosas cepas del género Enterobacter producen gran cantidad de gas, durante muchos años la especie se denomino Aerobacter aerogenes. La designación de género fue cambiada a Enterobacter por Edwards y Edwin en 1962. Las dos especies que se hayan con más frecuencia en muestras clínicas son: Enterobacter aerogenes y Enterobacter cloacae siendo esta ultima aislada con mayor frecuencia de todo el género. (Giussepe Nicoletti, Nicolosi Vito Mar. 1990)

Las infecciones causadas por especies del genero Enterobacter producen sobre todo infecciones de heridas, por cuanto este germen se comporta como patógeno oportunista, atacando en particular a pacientes inmunodeprimidos. (Castilla, María del Carmen. 2006)

Proteus.
Género perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Está representado por bacilos pleomorfos gram negativos, no esporulados, aerobios facultativos, móviles por flagelos perítricos, fermentadores. En particular, entre varios azúcares, no atacan la lactosa, por lo cual son designados Enterobacterias lactosa no fermentadores. El pleomorfismo se manifiesta conforme a sus variables de cocoides a filamentosas. Este germen crece fácilmente sobre el medio de cultivos comunes, en los cuales se manifiesta con frecuencia el fenómeno de migración. (Castilla, María del Carmen. 2006).

Este género se encuentra en suelo, agua y materiales contaminados con heces. Proteus mirabilis es la especie más frecuentemente recuperada de humanos, en particular uno de los  agente causantes de infecciones urinarias y de heridas. (Giussepe Nicoletti, Nicolosi Vito Mar. 1990)

· Cocos gram positivos.
Los estafilococos son cocos esféricos catalasa positivos y aparecen con frecuencia en grupos en los frotis teñidos. Crecen bien en cualquier medio nutritivo que contenga peptona tanto en condiciones aerobias como anaerobias  y pueden producir la hemólisis de la sangre de varias especies animales  y una pigmentación amarilla o anaranjada en agar. El crecimiento de los estafilococos se puede registrar rápidamente en las placas de agar-sangre y en varios tipos de caldo de cultivo. Un medio selectivo para el aislamiento del Staphylococcus aureus es uno que contiene de 7.5 a 10% con manitol. (Bernard John, Henry.1998)

Los cocos gram positivos son los microorganismos que con mayor frecuencia se asocian con infecciones humanas y que a menudos se recuperan de muestras clínicas en los laboratorios de microbiología.

Las bacterias gram positivas son de naturaleza ubicua y sus hábitat naturales incluyen la piel y las membranas mucosas de humanos y animales. En el hombre, las infecciones se transmiten por contacto directo con personas infectadas o por la penetración de piel y mucosas por objetos contaminados que poseen superficies afiladas o puntiagudas, como los asociados con heridas traumáticas o procedimientos quirúrgicos. (Giussepe Nicolosi Vito Mar. 1990) 

Staphylococcus aureus:
La mas patógena de las especies de Staphylococcus encontradas en el hombre es el Staphylococcus aureus, un microorganismos capaz de causar infección en cualquier sitio del organismo. Las infecciones en la piel pueden ser leves a graves e incluyen abscesos, impétigos, forúnculos, e infecciones sistémicas graves (Giussepe Nicolosi Vito Mar. 1990)
Patogénesis y factores de virulencia:

La mayoría de las cepas de Staphylococcus aureus producen toxinas alfa, beta y una serie de otras proteínas extracelulares, que incluyen leucocidina, ureasa, lipasa, gelatinasa y fosfatasa. Las toxinas alfa y beta son hemolíticas y se consideran que ejercen actividades letales y dermonecróticas. Algunos estafilococos producen enterotoxinas que causan vómito y diarreas. Se han identificado cinco de estas enterotoxinas hasta ahora a partir de cepas de Staphylococcus aureus.

El Staphylococcus aureus puede estar presente entre la flora  de la piel, ojos, vías respiratorias superiores, tubo gastrointestinal, uretra y vagina. La infección puede partir de una fuente endógena o exógena, quedar localizada, invadir, el torrente sanguíneo con, posible desarrollo de puntos metastásicos de infección. (Bernard John, Henry.1988)

Staphylococcus epidermidis:

Del griego epidermidis: piel se denomina así por ser un habitante normal de la piel de las mucosas del hombre, encontrándose, en efecto, en la nariz, sobre el cuero cabelludo, axilas, sobre los brazos y las piernas. Es una especie que cada vez alcanza más importancia en patología humana, representa habitualmente el más común de los Staphylococcus coagulasa negativa aisladas de muestras. (Castilla, María del Carmen 2006).
· Procesamiento para la toma de  muestra.

La  muestra deberá obtenerse según el sitio anatómico, siempre con material estéril y antes del tratamiento con antibiótico. En la mayoría de los casos puede usarse hisopo estéril. Cuando la cantidad de pus es muy escasa, tomar la muestra con extremo puntiagudo y delgado de un aplicador de madera estéril que ha sido quebrado por los extremos. También puede usarse la punta de un asa espatulada flameada y fría, bisturí pequeño, o una lanceta estéril.

Debe considerarse como regla general indispensable, hacer siempre un frotis para Gram (anexo # 13), sobre un porta objeto limpio. Es de vital importancia observar las bacterias en el frotis, especialmente cuando deben interpretarse cultivos con alguna microbiota normal además de algún patógeno. 
Si no hay apertura por donde salga el pus, escoger una lesión intacta y madura, de preferencia con punta blanquecina. Limpiar el área de donde se tomara la muestra para realizar frotis y cultivo, con algodón empapado en alcohol y exprimido, limpiar bien pero con cuidado de no sacar el pus, luego con lanceta estéril o bisturí pequeño, puncionar a manera de evitar que salga sangre. Presionar a los lados de la lesión, hacia el centro, para exprimir el pus hacia fuera. Tomar una pequeña gota del pus con el asa espatulada estéril, punta de aplicador de madera estéril o hisopo estéril, e inocular siempre los siguientes medios de cultivo:

1. Agar sangre de carnero al 5%. (Anexo # 15)
2. Agar chocolate (Anexo # 15)
3. Caldo de Tioglicolato 
4. Agar MacConkey. (Anexo # 16).
Luego hacer un frotis de Gram delgado, sin frotar mucho sobre el porta objetos. Los medios de cultivo deben inocularse con una asada de pus, en un extremo de la caja. El objetivo de hacerlo en el orden indicado, es evitar el acarreo de inhibidores del MacConkey hacia el agar sangre de carnero y el agar chocolate, que no son inhibidores.
· Procedimiento de la muestra.
Teñir el frotis con la coloración de Gram, las muestras obtenidas deben diseminarse asépticamente en la superficie de los medios de cultivo, para este propósito, usar dos asas en argolla (bien recta y con la argolla circular y cerrada). Mientras una asa se flamea, la otra se enfría en el soporte que la mantiene vertical. Según se indico, trabajar cerca del mechero encendido y con buena luz. Si en el frotis de una secreción purulenta (especialmente de piel) se observan abundantes cocos Gram positivos, ligeramente ovalados, con tendencia a agruparse en pares o cadenas cortas y acompañados de abundantes leucocitos polimorfonucleares, inocular el agar sangre de carnero con asadas. Incubar el agar sangre de carnero y agar chocolate a 36°C. En anaerobiosis.
· Interpretación de resultados e informe.

 Es importante observar el frotis los más pronto posible, ya que en base a este resultado se puede iniciar tratamiento preliminar. Observar el frotis con aceite y con el objetivo de inmersión. Es de gran importancia observar cual es la bacteria que predomina en el frotis. Informar la cantidad de bacterias observadas, la cantidad de leucocitos y de que tipo son. En el frotis, los leucocitos deben observarse Gram negativos (rojos); si aparecen Gram positivos (morados) falta de coloración.
Examinar los cultivos después de 18 a 24 horas de incubación. En el agar sangre buscar colonias pequeñas beta hemolíticas; si las hay, identificar un subcultivo en agar sangre de carnero con discos de bacitracina y trimetropin sulfametoxazol y prueba de CAMP (monofosfato de adenosin aciclico). Si hay colonias planas alfa hemolíticas (hemolisis verdosa), identificar un subcultivo en agar sangre de carnero con disco de optoquin para Streptococcus pneumoniae. 
Si se observa crecimiento de colonias grandes (más de 1 mm. de diámetro), blancas o amarillentas identificar Staphylococcus aureus. Por medio de la prueba de coagulasa, colocando en un porta objeto o caja de Petri, una gota de plasma humano citratado (del que se usa para tiempo de protombina), suspender allí una asada pequeña cultivo en agar sangre de carnero. Si se observa franca aglutinación, la prueba de coagulasa es positiva; reportar: se aisló Staphylococcus aureus, efectuar la prueba de susceptibilidad. Si la prueba de coagulasa en lámina es dudosa, pero hay coloración amarilla alrededor de las colonias debe efectuarse la prueba en tubo.

Si la prueba de coagulasa es negativa y la fermentación del manitol también es negativa (colonias rosadas en manitol – sal) puede reportarse presuntivamente Staphylococcus epidemidis o Staphylococcus  coagulasa – negativas. Hacer el reporte de esta bacteria con prudencia, ya que en la mayoría de los casos no causa infección pero se aísla con frecuencia pues es miembro importante de la microbiota de la piel. Si la coagulasa es negativa y la fermentación de manitol positiva, puede tratarse de Staphylococcus saprophyticus, hacer susceptibilidad a un disco con novobiocina, que debe presentar inhibición.

· Pruebas para diferenciar e identificar cocos gram positivo
Catalasa: 

 Es una enzima que descompone el peróxido de hidrogeno (H2O2) en oxígeno y agua. Desde el punto de vista químico, es una hemoproteina similar en estructura a la hemoglobina. Salvo los Streptococcus, la mayor parte de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas poseen actividad catalasa. La mayoría de las bacterias anaerobias que descomponen el H2O2 lo hacen mediante enzimas peroxidasas en formas semejantes a la catalasa. (Ver Anexo # 3)
 Coagulasa:
 Es una proteína de composición química desconocida, con actividad semejante a la protombina, capaz de convertir el fibrinógeno en fibrina, produciendo un coagulo visible en un sistema de prueba apropiada. Se cree que la coagulasa actúa in vivo formando una barrera de fibrina en el sitio de la infección estafilocócica. En el laboratorio, la prueba de coagulasa es la que se emplea con mayor frecuencia para diferencias Staphylococcus aureus de los otros Staphylococcus y Micrococcus. (Hentges David J. 1995) 

(Ver Anexo # 4)
Si las bacterias aisladas son bacilos Gram negativos se realizan las pruebas bioquímicas y la prueba de la oxidasa.
Prueba de la Oxidasa:

La prueba de la oxidasa permite distinguir algunos géneros de bacilos Gram negativos, como Aeromonas (positivos), Pseudomonas(positivo), Vibrio(positivo), Alcaligenas(positivo), de las Enterobacterias(negativas). Se usa también para diferenciar cocos o cocobacilos Gram negativos, como Neisseria (positiva) y Moraxella(positivo) de Acinetobacter(negativas). La mayor parte de las bacterias Gram positivas son oxidasa negativa. (Ver anexo # 5).

Método:
Colocar una tira de papel filtro en una placa de Petri impregnarla con una gota del reactivo para oxidasa.

1. Con el asa de platino o con un palillo estéril de madera, impregnar en la tira de papel un inóculo denso del cultivo a probar. Inmediatamente observar si hay cambio de color. Los resultados se interpretan así:

· Prueba positiva: la zona del papel inocula de la bacteria se torna morada en 10 segundos.

· Prueba negativa: no hay cambio de color en los primeros 10 segundos.(Rodríguez Cavallini, Evelyn. 2005)
Prueba de Indol: 

Un benzil pirrol es uno de los productos de degradación metabólica del aminoácido de triptófano. Las bacterias que poseen la enzima triptofanasa son capaces de hidrolizar y de aminar triptófano con la producción de indol, ácido pirúvico y amoniaco.

La producción de indol es una característica importante en la identificación de muchas especies de microorganismos y resulta particularmente útil para separar Escherichia coli de miembros del grupo Klebsiella – Enterobacter. (Ver Anexo # 6)
Principio: 

La prueba de indol se basa en la formación de un complejo de color rojo cuando el indol reacciona con el grupo aldehído de p dimetilaminobenzaldehido. Esta es la sustancia química activa en los reactivos de Kovac y Ehrlich. Debe usarse un medio rico en triptófano.

Procedimiento:  

Se inocula caldo de triptófano con el microorganismo en estudio y se incuba a 35°C durante 18 a 24 horas. Luego de este lapso se agregan15 gotas del reactivo. La aparición de un color rojo fucsia brillante, ve la interface del reactivo y el caldo pocos segundos después de haber agregado el reactivo es indicativo  la presencia de indol y constituye una prueba positiva.

Prueba  Rojo de metilo: 

El rojo de metilo es un indicador de pH entre 6 (amarillo) y 4.4 (rojo). El pH con el que el rojo de metilo detecta acido es considerablemente más bajo que el pH para otros indicadores usados en medios de cultivos bacteriológicos. Por ende, para producir un cambio de color, el microorganismo en estudio debe de producir grandes cantidades de ácidos a partir de hidratos de carbono.(Ver Anexo # 7)
Principio:

 La prueba con rojo de metilo es una prueba cuantitativa de la producción de ácidos que requiere que los microorganismos produzcan ácidos fuertes (lactico, acetico, fórmico) a partir de glucosa a través de la vía de fermentación de ácidos mixtos. Dado que muchas especies de Enterobacteriaceae pueden producir una cantidad de ácidos fuertes suficientes  como para que sea posible detectarlos por medio de rojo de metilo durante las fases iniciales de incubación, solo los microorganismos capaces de mantener este pH bajo después de una incubación prolongada (48 a 72 horas), superando el sistema amortiguador del pH del medio, pueden denominarse rojo de metilo positivos.

Procedimiento:

 Se inocula el caldo rojo de metilo con un cultivo puro del microorganismo en estudio. Se incuba el caldo a 35°C durante 24 horas. Al terminar este lapso se agregan 5 gotas del reactivo del rojo de metilo directamente al caldo. La aparición de color rojo estable en la superficie del medio indica suficiente producción de acido para reducir el pH a 4.4 y constituye una prueba positiva.
Prueba de Voges – proskauer:
 Voges y Proskauer, dos microbiólogos de comienzo del siglo, fueron los primero en observar la reacción de color rojo producida por los medios de cultivo apropiados luego del tratamiento con hidróxido de potasio. Más tarde se descubrió que el producto activo en el medio formado por metabolismo bacterial era acetil – metil carbinol, un producto de la vía de butileno glicol. (Ver Anexo #8)
Principio:

 El ácido pirúvico, un compuesto fundamental formado por la degradación fermentativa de la glucosa, es metabolizado aun más a través de cierto número de vías metabólicas, según los sistemas enzimáticos de las diferentes bacterias.

Procedimiento:

 Se inocula un tubo de caldo Voges-Proskauer  con un cultivo puro del microorganismo en estudio, se incuba durante 24 horas a 35°C, luego de este lapso se pasa una alicuota de 1ml de caldo un tubo de prueba limpio, se agregan 0.6ml de alfa naftol al 5%, seguidos por 0.2 ml de KOH (Hidróxido de potasio) al 40%. Es esencial que los reactivos se agreguen en este orden. El tubo se sacude suavemente  para exponer el medio a oxigeno atmosférico, luego se deja reposar. Una prueba positiva está representada por la aparición de un color rojo, lo que indica la presencia de diacetil, el producto de oxidación de acetoina. 
Prueba de Citrato: 

El citrato de sodio es una sal de acido cítrico, un compuesto orgánico simple hallado como uno de los metabolitos en el ciclo del acido tricarboxilico (ciclo de krebs). Algunas bacterias pueden obtener energía de una forma que no es la fermentación de hidratos de carbono utilizando citrato como única fuente de carbono. La evaluación de esta característica es importante en la identificación de muchas Enterobacterias. Todo medio que se emplee para detectar la utilización de citrato debe estar desprovisto de proteínas e hidratos de carbono como fuentes de carbono. (Ver Anexo # 9)
Principio:

 La utilización de citrato se detecta en un medio con citrato por la producción de productos intermedios alcalinos. El medio incluye citrato de sodio, un anión, como única fuente de carbono y fosfato de amonio como única fuente de nitrógeno. Las bacterias que pueden utilizar citrato también pueden extraer nitrógeno de la sal de amonio, con la producción de amoniaco llevando la alcalinización del medio a partir de la conversión  del NH3 (amoniaco) en hidróxido de amonio (NH4OH). El indicador es azul de bromotimol, que es amarillo con un pH menor  de 6 y azul con un pH por encima de 7.6.

Procedimiento:

 Se toma una colonia bien aislada de la superficie del medio de aislamiento primario y se inocula como una estría única  en la superficie del pico de flauta. El tubo se incuba durante 24 horas a 35°C. Una prueba positiva está representada por la aparición de un color azul oscuro, lo que indica que el microorganismo en estudio ha sido capaz de utilizar el citrato contenido en el medio, con la producción de productos alcalinos. 

Ureasa:

La ureasa es una enzima que poseen muchas especies de microorganismos que pueden hidrolizar urea siguiendo la reacción química. 

El amoniaco reacciona en solución para formar carbonato de amonio, lo que da como resultado alcalinización y aumento del pH del medio. (Ver Anexo #10)
Procedimiento: 

Se inocula el caldo con un asa de un cultivo puro del microorganismo en estudio; se siembra la superficie del pico de flauta del agar con el microorganismo de prueba. Se incuba a 37°C. Los microorganismos que hidrolizan urea pueden dar reacciones positivas rápidas, en 1 o 2 horas. Un cambio de color del medio de amarillo a rojo indica una reacción positiva.
Fermentación de hierro y azucares. (TSI):

Se inocula una pequeña porción de cultivo puro de la bacteria en estudio, el tubo que contiene caldo y el azúcar cuya fermentación se desea estudiar.

Se incuba 24 horas y obsérvese el cambio de color cuando el azúcar es fermentada. Los medios que contienen rojo de fenol como indicador cambian su color, del rojo al amarillo

La formación de gas se detecta por medio de un pequeño tubo invertido previamente colocado. La presencia de una burbuja dentro de ese tubo indica que la bacteria es productora de gas.

La formación de una pigmentación negra es indicador de acido sulfhídrico. (Koneman, 1992) (Ver anexo #11)
· Prueba de susceptibilidad (antibiograma)
La prueba de susceptibilidad sirve para determinar in vitro a qué antibióticos es susceptible o resistente una determinada cepa bacteriana aislada del paciente.

Este método permite al médico escoger el antibiótico más adecuado con base científica proporcionada por el laboratorio, y evitar dar tratamientos útiles.

Susceptible: cuando los microorganismos responsables de una infección son inhibidos por concentraciones de antibióticos obtenidas con un régimen usual de dosificación. 

Resistente: si los microorganismo que causan la infección, toleran concentraciones de antibiótico superiores a las que pueden obtenerse en la sangre por medio de un régimen usual de dosificación.

Intermedio: hoy en día se considera como prueba errática que por lo tanto debe repetirse, ya que realmente se trata de una población bacteriana resistente. (Torre, Miguel Francisco. 1999)
La evaluación continua y la revisión de los procedimientos de difusión en disco ha sido realizada por un comité del CLSI (Instituto de estándares de laboratorio clínico) La determinación de una prueba normatizada a nivel Latinoamericano para la difusión en discos no solo ha permitido controles más exactos de calidad, sino también una comparación valida de resultados entre los diferentes laboratorios que utilizan este procedimiento. El comité publica actualizaciones  cada año que incorporan nueva información y cambios sugeridos por los usuarios. Es importante mantener la vigencia del procedimiento. 

El medio base recomendado para  realizar un antibiograma por difusión es el agar Mueller Hinton por: 
· Su reproducibilidad aceptable. 

· Baja concentración de inhibidores, condición crítica para evaluar sulfonamidas, trimetropin y tetraciclina. 

· El crecimiento satisfactorio de patógenos no fastidiosos. 

Preparación del agar Mueller Hinton 
· Agar base deshidratado. 

· Post autoclavado enfríe en baño a 45-50° C. 

· Vierta a placa en superficie horizontal 4 mm de profundidad. 

· Volumen: 60-70 ml para placas de 150 mm y 25-30 ml para placas de 100 mm. 

· Enfríe a T° ambiente, almacene en refrigeración (4-8 ºC). 

· Duración: 7 y hasta 14 días (en manga de polietileno). 

· Realice control de esterilidad y calidad. 

Efectos del pH sobre el agar Mueller Hinton: (el rango de pH va de 7,2 a 7,4) 
· A pH ácido: 
- Pierden potencia los aminoglucósidos y macrólidos. 
- Aumenta la actividad de penicilinas. 

· A pH alcalino: los efectos son opuestos. 

· Controle el pH post gelificación. 

Efectos de la timidina o timina sobre el agar Mueller Hinton: 
· Medios con exceso de timidina dan falsa resistencia a sulfonamidas y trimetropin. 

· Evalúe cada lote nuevo de agar Mueller Hinton con Enterococcus faecalis ATCC 29212, o ATCC 33186 y, con cotrimoxazol (SXT). 

· Un halo de inhibición para SXT > 20 mm es satisfactorio. 

· Un halo de inhibición < 20 mm o crecimiento intra-halo es insatisfactorio. 

Influencia de la variación de cationes divalentes sobre el agar Mueller Hinton: 
· La variación de Ca++ y Mg++ afecta los halos de inhibición para aminoglucósidos y tetraciclinas en Pseudomonas aeruginosa. 

· El contenido excesivo de cationes produce halos de falsa resistencia. 

· El contenido bajo de cationes produce falsa susceptibilidad. 

· El ión Zn++ afecta la determinación de susceptibilidad a carbapenem. 
Influencia de la profundidad del agar Mueller Hinton: 
· La profundidad recomendada de la capa de agar es de 3 a 5 mm. 

· Una profundidad < 3 mm genera lecturas falsamente susceptibles. 

· Una profundidad > 5 mm genera lecturas falsamente resistentes. 

Estándar de turbidez (Mc Farland) 
· Un Mc Farland 0,5 corresponde a un desarrollo de 1,5 x 108 UFC/ml 
-verifique la densidad correcta del etalón en forma mensual. (absorbancia a 625 nm = 0,08 a 0,10) 
-la turbidez del etalón debe ser uniforme post agitación con vórtex. 
-Almacene en la oscuridad. (Erna Cona, 2002).
Procedimiento
Se toca la superficie de cuatro o cinco colonias de apariencia similar, bien aisladas de un cultivo de una placa de agar, con un asa de alambre o un hisopo de dacron se transfiere el crecimiento a un tubo que contenga solución salina hasta obtener una turbidez visualmente comparable con la del estándar, las bacterias deben haber crecido en un medio nutriente, no selectivo, como agar sangre.

Se sumerge un hisopo de algodón, no toxico, estéril, en la suspensión del inoculo y se lo rota varias veces, ejerciendo una presión firme sobre las paredes internas del tubo para quitar el exceso de liquido.

Se inocula la superficie seca de una placa de Mueller Hinton, a temperatura ambiente, pasando el hisopo tres veces por toda la superficie del agar, rotando la placa aproximadamente 60º para asegurar una distribución pareja del inoculo. Se coloca la tapa de la placa. Se esperan de 3 a 5 minutos, pero no más de 15, para que la superficie del agar se seque, antes de colocar los discos de antibióticos.

Interpretación
Medida de los diámetros de la zona: aunque las zonas de inhibición del crecimiento pueden aparecer a 4 horas de la inoculación con algunas de las bacterias de crecimiento más rápido y ser visibles poco después, el tiempo estándar, al cabo del cual se miden los diámetros de zona, es de 16 a 18 horas. Se mide cuidadosamente la zona de inhibición completa alrededor del disco, mediante calibres de deslizantes, reglas o plantillas, con aproximación al milímetro; el diámetro del disco está incluido en esta medición. (Torres, Miguel Francisco. 1999)

Almacenaje de discos con antibióticos.

Para que el procedimiento proporcione datos con verdadera correlación clínica, en primer lugar de tomarse la siguiente precaución para el almacenaje de los discos de papel impregnados con los diferentes antibióticos, que se obtienen comercialmente. Almacenar los discos de acuerdo con las siguientes instrucciones para que no pierdan su potencia:

1. Congelar (idealmente a -20°C) los discos de penicilina, ampicilina carbenicilina y cefalosporina. Descongelar periódicamente sólo los discos que serán usados durante la semana. Descongelarlos por lo menos dos horas antes de usarse.

2. Los discos del resto de antibióticos pueden almacenarse refrigerados sin congelación. De preferencia con una pastilla desecante.

3. Si se usan los cartuchos de discos montados en dispensador, introducir dos pastillas desecante de las que vienen con los discos y cerrar después de usar.(Torres, Miguel Francisco. 1999)
Agentes Antimicrobianos más utilizados par bacterias Gram negativas:
Amikacina: 

Inhibe la síntesis de proteínas por unión directa con la subunidad 30S de ribosoma. Por lo general es bactericida.
Ampicilina: 

Bactericida, inhibe la síntesis de la pared celular durante la multiplicación activa. Las bacterias resisten a la penicilina, produciendo penicilinas, enzimas que convierten  penicilinasas en ácido peniciloico.

Ampicilina sulbactam:

 Inhibe la síntesis de la pared bacteriana durante la multiplicación activa. La sulbactam inactiva a las betalactamasa bacteriana, la enzima que destruye  a la ampicilina y hace resistente a la bacteria.

Ceftazidima: 

Inhibe la síntesis de la pared celular, promueve la inestabilidad osmótica. Por lo general bactericida.

Cefalotin: 

Inhibe la síntesis de la pared celular, promoviendo la inestabilidad osmótica. Es derivada de la cefalosporina C, inhibe la síntesis de la pared celular bacteriana evento que causa lisis y muerte.
Trimetropin sulfametoxazol: 

El sulfametoxazol inhibe la síntesis del ácido dehidrofóbilico. El trimetropin inhibe la reductasa bacteriana del dehidrofolato e impide la reducción del ácido dehidrofólico hasta ácido tetrahidrofólico. Las intervenciones secuenciales de trimetropin sulfametoxazol sobre la síntesis microbiana del folato, inhibe la síntesis de timidita y causa lisis bacteriana.

Ciprofloxacina: 

Antibiótico quinolítico  de amplio espectro. Se desconoce su mecanismo de acción exacto, pero pueden producirse efectos bactericidas por la propiedad del fármaco de inhibir la DNa girasa bacteriana e impedir su replicación en las bacterias sensibles.
Gentamicina: 

Inhibe la síntesis de proteínas por unión directa con la subunidad 30S del ribosoma. Por lo general es bactericida. (Deborah C. Meiris. 1989)

Agentes antimicrobianos utilizados para bacterias Gram positivas.

 Vancomicina:

Su efecto bactericida se ejerce inhibiendo la síntesis de la pared celular bacteriana, ya que posee una gran afinidad a los precursores de esta estructura. Su modo de acción se basa en alterar la acción de la transpeptidasa por impedimento estérico.

Penicilina:

Son antibióticos del grupo de los betalactámicos empleados profusamente en el tratamiento de infecciones provocadas por bacterias sensibles. No se conoce por completo el mecanismo de acción de las penicilina. De este modo, la penicilina actúa debilitando la pared bacteriana y favoreciendo la lisis osmótica de la bacteria durante el proceso de multiplicación. 

Eritromicina: Son activos, sobre todo, frente a microorganismos Gram positivos', inhibiendo la síntesis de proteínas y tienen utilidad en muchas infecciones (amigdalitis, infecciones bucales, neumonías).
Oxacilina:
Bactericida porque inhibe la síntesis de la pared celular durante la multiplicación activa. La oxacilina resiste a las penicilinasas (enzimas q convierten a la penicilina en ácido peniciloico).
 Clindamicina: 

Inhibe la síntesis bacteriana de proteínas uniéndose a la subunidad 50´S del ribosoma.

Trimetropin sulfametoxazol: 

El sulfametoxazol inhibe la síntesis del ácido dehidrofóbilico. El trimetropin inhibe la reductasa bacteriana del dehidrofolato e impide la reducción del ácido dehidrofólico hasta ácido tetrahidrofólico. Las intervenciones secuenciales de trimetropin sulfametoxazol sobre la síntesis microbiana del folato, inhibe la síntesis de timidita y causa lisis bacteriana. (Deborah C. Meiris. 1989)

Detección de resistencia de los antibióticos con el sistema VITEK.
La resistencia antimicrobiana es un problema grave, de alcance mundial, y que va en aumento. En un informe del grupo de trabajo sobre resistencia antimicrobiana de la sociedad Estadounidense de Microbiología, se señaló que los centros para el control y la prevención de enfermedades.

La resistencia entre los microorganismo gram positivos, incluso Staphylococcus aureus con resistencia intermedia a glucopeptidos, Enterococos resistentes a la vancomicina y Streptococcus pneumoniae resistente a la penicilina, indica que hay una tendencia alarmante hacia esa dirección. Esto es similar entre los agentes infecciosos gramnegativos, especialmente sepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, que contienen B-lactamasas de espectro amplio. Estas enzimas crean resistencia a todas las cefalosporina, penicilinas, combinaciones de inhibidores de B-lactamasa y monobactams. La selección de agentes patógenos resistentes entre pacientes internados por infecciones graves por lo general se ha asociado con el uso amplio de fármacos  antimicrobianos. (Benguini y Gonzales. 2000).
La capacidad de detectar la manera exacta y fiable la resistencia de bacterias patógenas es un elemento indispensable del arsenal de tácticas necesario para revertir la tendencia de la resistencia a los antibióticos.
Sistema VITEK. 
El sistema VITEK es un sistema integral para la identificación bacteriana, pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos y escrutinio rutinario. 

El sistema de trabajo está compuesto de una tarjeta la cual tiene el tamaño de un naipe con un peso aproximado de 24 gramos. Esta tarjeta está compuesta por 30 o 45 pocillos los cuales contienen los substratos para la identificación microbiana a los antimicrobianos para las pruebas de susceptibilidad.

Fundamento:

La capacidad del sistema VITEK para analizar las cepas bacterianas obtenidas de los especímenes clínicos depende de los substratos e inhibidores especiales que contiene cada tipo de tarjeta, los cuales son utilizados para promover o inhibir el crecimiento bacteriano. 

La presentación por unidad de las tarjetas VITEK ofrece una gran versatilidad, ya que el usuario decide que tipo va a utilizar y/o las combinaciones que requiere sin estar dependiendo de una combinación fija en especial.

Cada tarjeta es inoculada con una suspensión bacteriana a probar, estandarizado a la turbidez con el nefelómetro de MacFarland y de acuerdo al tipo de tarjeta de identificación que se halla elegido. De esta misma suspensión se toma un volumen determinado para realizar una dilución en otro tubo y realizar la inoculación de la o las tarjetas elegidas para las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos.

Las tarjetas son procesadas en el módulo de llenado y sellado, posteriormente son conectadas en el modulo lector, a partir de ese momento ya cada hora lee, interpreta y registra (sistema sinetico) cada uno de los pocillos de la tarjeta pasando la información al procesador para su interpretación en la base de datos. En el momento en que llega una conclusión (2 a 18 horas) el registro pasa automáticamente al archivo del paciente o en el caso de alguna diferencia se retiene en la pantalla de proceso de tarjeta para su verificación y validación.

Tarjeta de identificación:
La interpretación de los substratos (bioquímicos) de las tarjetas de identificación se realiza por medio del procesador, el cual permite una identificación automática de los microorganismos en su base de dato. No requieren de la adición de reactivos reveladores y ocasionalmente requiere de una prueba en forma externa.( Anexo # 18). 

Tarjeta de susceptibilidad:
El lector lee, interpreta y registra la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano, expresado por el grado de turbidez detectado cada hora y en cada uno de los pocillos que conforman una tarjeta tomando como  base un pocillo control (propio de cada tarjeta) y así determina la concentración mínima inhibitoria para cada uno de los antimicrobianos que contiene la tarjeta para la cepa bacteriana probada.

Las identificaciones se logran de un 80 a 90 % al igual que la susceptibilidad a los antimicrobianos. Para la identificación de bacilos gram negativos son de 3 a 6 horas y para los coco de 4 a 8 horas.

Composición.

Los componentes de VITEK son:

· Modulo preparador: que consta de una cámara al vacio para el llenado automático de las tarjetas y de un sellador que permite cerrarlas en forma hermética. (Anexo #19).

· Modulo incubador / lector: efectúa simultáneamente la incubación y lectura de cada tarjeta cada hora y en forma automática. (Anexo # 20).

· Computadora (procesador): controla todas las operaciones que se realizan, memoriza los valores de la lectura,  los procesa e interpreta los resultados. (Anexo # 21).

· Terminal: permite dialogar con el sistema, personalizar los resultados y editar en cualquier momento resultados preliminares. (Anexo # 21).

· Impresoras: edita automáticamente los resultados a medida que estos se encuentran disponibles.

Las tarjetas de identificación y escrutinio más utilizadas son:

GNI (Gram Negativos)                  ANI (Anaerobios)

GPI (Gram Positivos)                   EPS (Entero patógenos)

YBC (Levaduras)                 

Las que se utilizan para la susceptibilidad antimicrobiana son:

GNS (Gram Negativos)                GPS (Gram Positivos)

Cada caja contiene 20 tarjetas que se deben almacenar entre 2 – 8°C. y es importante que no se congele.

Procedimiento técnico:
· Marcar tarjeta.

· Preparar inoculo.

· Resuspender colonia.

· Ajusta al estándar de MacFarland adecuado.

· Colocar las tarjetas con su respectivo inoculo el modulo de llenado.

· Sellar las tarjetas y colocarlas en el modulo incubador/lector.

· Esperar resultados.

Manejo del colorímetro. (Anexo # 17)
El colorímetro de bioMérieux VITEK es un fotómetro sencillo con un filtro de 450 nm. El cual se utiliza como una herramienta para alcanzar la densidad bacteriana apropiada para la inoculación de las tarjetas VITEK. Las zonas de tramitancia del inoculo están marcadas en la escala métrica por medio de las bandas de colores, estas bandas fueron creadas para que el inoculo obtenga un excelente desarrollo de las tarjetas las  bandas del colorímetro deberán ser usadas para estandarizar los rangos de los microorganismos. Los rangos establecen la cantidad de microorganismos contenidos en la suspensión de acuerdo a la escala de MacFarland.

	Zona (color)
	Tramitancia %
	Tipo de tarjeta VITEK
	Standard de MacFarland
	Densidad celular aproximada

	Rojo
	80 - 88
	GPI - GPS
	0.5
	1.5

	Azul 
	67 - 77
	GPI - GPS
	1
	3

	Verde
	46 - 66
	YBC
	2
	6

	Amarilla
	27 - 37
	ANI - NHI
	3
	9


Resultados:
El VITEK realiza de un 80 – 90% de la identificación y sensibilidades a los antimicrobianos; tarda aproximadamente 3 a 6 horas con los bacilos Gram negativos y de 4 a 8 horas con los cocos Gram positivos.

Bioseguridad.
· Es el sistema que provee del más alto rango de bioseguridad y reducción de deshechos.

· Reduce en más del 80% la manipulación material.

· Tarjetas totalmente selladas previniendo cualquier contaminación.

· Reducción de desecho hasta un 80% con respecto a otros sistemas semiautomatizados y automatizados.

Beneficios.

· Resultados rápidos y reproducibles.

· Metodología estandarizada.

· Menor tiempo de respuesta que impacta en el paciente hospitalizado y en los costos que este genera.

· Ahorro en mano de obra y material.

· Resultados exactos y oportunos ya que disminuye hasta el 80% del proceso manual técnico.

· Preparación estandarizada del inoculo: manual.

· Inoculación de las tarjetas: automática (hasta 10 tarjetas en 2 minutos).

· Lectura: automática (cada hora).

· Interpretación: automática 

· Transcripción automática.

· Automatización total.

· Diferentes pruebas simultáneas.

· Aumenta la calidad y eficiencia.
· CONTROL DE CALIDAD

El control de calidad en microbiología es múltiple y complicado, debido a que se trabaja con organismos vivos, de respuesta imprevista y a la persistencia de metodologías clásicas  laboriosas de difícil situación.

La automatización en el laboratorio de microbiología no se ha desarrollado al mismo ritmo que en los de bioquímica o hematología, sobre todo por la complejidad de los métodos microbiológicos y, en cierta medida, por la excepticidad de los microbiólogos ante las técnicas automatizadas, en disonancia muchas veces con las convencionales. Por esta causa, el control de calidad abarca parámetros muy diversos.

El control de calidad en el laboratorio de microbiología debe comenzar por una correcta toma de muestras y adecuado transporte de las mismas. Para ello, se tendrán en cuenta los distintos factores que influyen en la calidad de las muestras: antibioticoterapia previa, estadio de la enfermedad, dando por descontado que la muestra haya sido obtenida de la forma establecida en cada caso y por la persona adecuada.

La manipulación de la muestra debe ser efectuada de manera rigurosamente aséptica, utilizando en todo momento material en condiciones estériles.

Las áreas específicas en las que debe actuar el control de calidad las exponemos a continuación:

Control de calidad de las muestras.
La correcta recogida de las muestras y su calidad son factores decisivos para que los resultados de un análisis microbiológico puedan tener credibilidad. Por ello, es responsabilidad del laboratorio suministrar los criterios adecuados para la recolección de las muestras y su transporte, supervisar el cumplimiento de la normativa, a través del personal encargado de esta función y controlar la calidad de las que recibe. El control tiene principalmente los siguientes aspectos:
1. Tiempo transcurrido desde la recolección

2. Envase idóneo para cada muestra

3. Cantidad de muestra

4. Preservación y conservación de la misma

5. Estado en que se encuentra la muestra

6. Posible contaminación de la muestra con material próximo al lugar de recolección

El control de calidad se efectúa sobre la muestra en el momento de su recepción, si se detectan defectos evidentes, o posteriormente, en el procesamiento, con la ayuda de técnicas microscópicas que valoran el grado de contaminación. Muchas veces, las muestras inapropiadas se descartan después de efectuar el análisis, al obtener resultados de dudosa valoración. (Pedro García Martos, María Teresa Fernández. 1993).
Control de material y equipos.
Temperatura de estufas, refrigeradores y congeladores: Se realiza mediante termometría de los mismos, colocando en la parte más uniforme un termómetro de máximas y mínimas introducido en un baño de glicerina (o agua en su defecto). Las temperaturas se registran en una gráfica diariamente para controlar su homogeneidad. En los baños de maría se coloca un termómetro, introducido permanente en la cubeta, que nos permite comprobar si la temperatura del agua es la marcada en el termostato regulable que poseen, graduable de 30 a 60°C.
Campanas de incubación para CO2 y anaerobiosis: Las campanas de incubación para CO2 se controlan mediante un cultivo en agar chocolate de un microorganismo CO2 dependiente (por ejemplo Neisseria gonorrhoeae). Otra placa se incuba paralelamente sin CO2, como control negativo.

Las campanas de incubación para anaerobiosis se controlan mediante tiras de papel con azul de metileno decolorado con sulfito, las cuales, en su estado reducido, adquieren color blanco; mientras que en presencia de oxígeno se tornan de color azul.

Autoclave y estufa de esterilización: Tanto las autoclaves como las estufas llevan en su exterior un registrador de la temperatura que se alcanza en el interior. No obstante,  muchas veces la cifra registrada puede ser inexacta.
Control de medios de cultivos generales.

Este control es, simplemente, visual y detecta fallos en la preparación o conservación del medio: disolución incompleta de los constituyentes, caramelización de los azúcares sobre esterilización adición de la sangre a temperaturas elevadas, tiempo de vertido prematuro o prolongado, falta de refrigeración, caducidad, e incluso contaminación.

Un control más específico se realiza sobre los medios comerciales o preparados, eligiendo al azar un número de unidades del medio que sea representativo, usualmente un tubo o placa por cada veinte de un lote. Los parámetros a comparar son:

Esterilidad del medio: El control se lleva a cabo mediante la incubación es estufa a 35-37°C durante 18-24 horas, para los medios comunes, 48 horas para los que contienen sangre, o en las condiciones de temperatura y tiempo que se vayan a emplear posteriormente sobre el medio. No debe aparecer crecimiento bacteriano después de la incubación.
Eficacia del medio: Se comprueba el crecimiento de microorganismos según las indicaciones de uso del medio: en caso de que el medio posea carácter selectivo, debe inocularse también con un microorganismo para el cual sea hostil. Para esta determinación se utiliza cepas de colección o, en su defecto, de total fiabilidad. Las más comunes son las de la colección  americana de cultivos tipo (ATCC): Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Control de Medios de Cultivos para pruebas Bioquímicas:

El control de los medios de cultivo usados para pruebas bioquímicas (Indol, sulfato de hidrogeno, ureasa, oxidación o fermentación de azúcares, fenilalaninadesaminasa, ureasa, etc.) se realiza ensayando microorganismos cuya actuación bioquímica sobre el medio sea conocida. Siempre se debe de realizar en paralelo un control de positividad y otro de negatividad.
Este tipo de control puede resultar laborioso teniendo en cuenta la cantidad de medios diferentes que pueden someterse a control. Lo usual es probar cepas de colección para comprobar el funcionamiento de las pruebas rutinarias que cada laboratorio utiliza.
Control de Discos para Antibiograma:

Los discos para antibiograma deben conservarse congelados, al menos los de betalactámicos, para que no pierdan actividad. Una vez en uso, se pueden conservar en el refrigerador, en frascos cerrados con desecadores. Nunca deben abrirse mientras no se encuentren atemperados y no deben utilizarse una vez cumplida la fecha de caducidad. Hay que rechazar los discos suministrados por el otro laboratorio que comercializa el antibiótico y los de dos casas comerciales. Si el antibiótico se ensaya en polvo para pruebas de dilución, es necesario que sea el preparado especialmente para este fin.

El antibiograma se realiza en agar de Mueller-Hinton, por la técnica de Kirby Bauer, ajustando bien el inóculo. (Pedro García Martos, María Teresa Fernández.1993)
DISEÑO METODOLOGICO.

· Tipo de estudio:

· Documental:

La información se obtuvo de los archivos del área de bacteriología del Hospital Nacional Rosales  en el periodo de Julio a diciembre del año 2009.

· Retrospectivo:

La observación se realizó en hechos pasados.

· Transversal:

La investigación se realizó en el periodo de Julio a Diciembre del año 2009.

· Universo y muestra:

Se tomaron 193 muestras de secreciones de heridas post-operatorias, procedentes de todos los servicios del Hospital Nacional Rosales que ingresaron al área de bacteriología, durante el periodo de Julio a Diciembre del año 2009.

· Procesamiento para la recolección de datos:

Se solicitó permiso a la dirección del Hospital Nacional Rosales, mediante la redacción de cartas dirigidas a la jefatura del laboratorio clínico. Realizando una  revisión de los tabuladores  del área de bacteriología, de muestras obtenidas de heridas post-operatorias que ingresaron en el periodo de Julio a Diciembre del año 2009. Se tomaran aquellos cultivos positivos a microorganismos aislados de heridas post-operatorias.

· Técnica de recolección de datos:

El procedimiento a seguir fue la revisión de tabuladores donde se registran los datos obtenidos del sistema VITEK, que es el equipo utilizado para el reconocimiento de bacterias a partir de cultivos.
· Plan de tabulación y análisis de datos.

 La información fue tabulada y procesada para luego ser representados en cuadros de frecuencia y gráficos de barra.

RESULTADOS.

CUADRO # 1.
Frecuencia y porcentaje con que se presentan las infecciones en heridas post operatorias que se realizan en el Hospital Nacional Rosales en el periodo de Julio a Diciembre del 2009.

	Cultivos
	Frecuencia
	Porcentaje

	Negativos
	160
	82.90%

	Positivos
	33
	17.10%

	Total
	193
	100%


Fuente: Laboratorio Clínico, Hospital Nacional Rosales
GRÁFICO # 1
Frecuencia y porcentaje con que se presentan las infecciones en heridas post operatorias que se realizan en el Hospital Nacional Rosales en el periodo de Julio a Diciembre del 2009.
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                    Fuente: Laboratorio Clínico, Hospital Nacional Rosales
CUADRO # 2.

Bacterias aisladas con mayor frecuencia en heridas post-operatorias en pacientes atendidos en el Hospital Nacional Rosales en el periodo de Julio a Diciembre del 2009.

	Nombre de bacterias aisladas
	Frecuencia    absoluta
	Frecuencia porcentual

	Staphylococcus aureus
	9
	27.27%

	Escherichia coli
	6
	18.18%

	Acinetobacter calcoaceticus - baumanni complex
	5
	15.15%

	Pseudomonas aeruginosa
	4
	12.12%

	Proteus mirabilis
	2
	6.06%

	Enterobacter aerogenes
	2
	6.06%

	Enterobacter cloacae
	1
	3.03%

	Klebsiella pneumoniae
	1
	3.03%

	Enterococcus faecalis
	1
	3.03%

	Pseudomonas fluorescens
	1
	3.03%

	Proteus vulgaris
	1
	3.03%

	Total
	33
	100%


Fuente: Laboratorio Clínico, Hospital Nacional Rosales.

GRÁFICO # 2

Bacterias aisladas con mayor frecuencia en heridas post-operatorias en pacientes atendidos en el Hospital Nacional Rosales en el periodo de Julio a Diciembre del 2009.

[image: image3.png]™ Frecuencia
absoluta

10
9
8
7
6
5
4
3
2
1
]




         Fuente: Laboratorio Clínico, Hospital Nacional Rosales.

CUADRO # 3

Perfil de sensibilidad y  resistencia de Staphylococcus aureus agente bacteriano que se aísla con mayor frecuencia en  infecciones de heridas post operatorias en el Hospital Nacional Rosales en el periodo de Julio a Diciembre del 2009
	Código
	Antibiótico
	%R
	%I
	%S

	B_LACT
	Beta-lactamicos
	96.6
	0
	3.4

	PEN
	Penicilina G
	96.6
	0
	3.4

	AMP
	Ampicilina
	96.6
	0
	3.4

	OXA
	Oxacilina
	69.3
	0
	30.7

	AMC
	Amoxicilina/Ácido clavulánico
	69.3
	0
	30.7

	CZO
	Cefazolina
	70.5
	0
	29.5

	GEN
	Gentamicina
	43.2
	5.7
	51.1

	CIP
	Ciprofloxacina
	52.3
	6.8
	40.9

	SXT
	Trimetoprima/Sulfametoxazol
	40.9
	0
	59.1

	CLI
	Clindamicina
	64.8
	0
	35.2

	ERY
	Eritromicina
	60.2
	10.3
	29.5

	VAN
	Vancomicina
	0
	0
	100

	TCY
	Tetraciclina
	31.8
	4.6
	63.6


Fuente: Laboratorio Clínico, Hospital Nacional Rosales.

R: Resistente

I: Intermedio

S: Sensible

GRÁFICO # 3.

Perfil de sensibilidad y  resistencia de Staphylococcus aureus agente bacteriano que se aísla con mayor frecuencia en  infecciones de heridas post - operatorias en el Hospital Nacional Rosales en el periodo de Julio a Diciembre del 2009.
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Fuente: Laboratorio Clínico, Hospital Nacional Rosales.

R: Resistente.

I: Intermedio.

S: Sensible.
ANÁLISIS DE RESULTADOS.

Se denomina infecciones post–operatorias a todas aquellas que se originan por gérmenes bacterianos como consecuencia de un acto quirúrgico, presentándose la patología infecciosa en el periodo posterior a una intervención quirúrgica. En la patogenia de la infección de herida post–operatoria se encuentra involucrados el agente infeccioso, el huésped susceptible y el medio ambiente, los  cuales interactúan con la calidad del cuidado brindado y el tipo y característica de los procedimientos que se realizan en el paciente.

A pesar de los conocimientos sobre la técnica quirúrgica, la patogénesis de la infección del sitio operatorio y el uso de antibióticos profilácticos, la infección de herida post – operatoria constituye una causa importante de la morbilidad, aumento de la estancia hospitalaria  y de los costos de atención de los pacientes sometidos a procedimientos quirúrgicos.

En los resultados obtenidos acerca de la investigación de las bacterias más frecuentemente aisladas en heridas post–operatorias, así como su perfil de sensibilidad y resistencia en el laboratorio clínico del Hospital Nacional Rosales en el periodo comprendido de Julio a Diciembre del año 2009, encontramos que: Durante el periodo comprendido de el estudio, se recibieron 193 muestras de secreción de heridas post – operatorias en el área de bacteriología del laboratorio clínico del Hospital Nacional Rosales, de las cuales 33 muestras resultaron positivas y 160 negativas (ver cuadro #1). Donde la bacteria que más frecuentemente se  aisló fue Staphylococcus aureus con un 27.27%  de aislamiento.(ver cuadro #2).

La sensibilidad y resistencia de Staphylococcus aureus a los diferentes antimicrobianos se encontró en mayor porcentaje de sensibilidad del antibiótico vancomicina con un 100%, tetraciclina con un 63.6%, trimetropin/Sulfametoxazol con un 59.1%; así como también la resistencia se da más en los beta – lactamicos, penicilina G, ampicilina y todas con un 96.6% (ver cuadro #3).

CONCLUSIONES
Según los resultados y análisis de los datos obtenidos de nuestra investigación se concluye lo siguiente: 

1. La bacteria que se aisló con mayor frecuencia de secreciones en heridas post – operatorias fue Staphylococcus aureus con un 27.27%.

2. El Staphylococcus aureus  presenta resistencia a dos antibióticos siendo los principales, penicilina G y ampicilina, así como también la sensibilidad se da más en la vancomicina, tetraciclina y trimetropin/Sulfametoxazol.

3. El 96.6% de la población de Staphylococcus aureus nosocomiales del Hospital Nacional Rosales son Betalactamasa positiva.

4. El tratamiento empírico inadecuado por parte del personal médico antes del resultado de cultivo bacteriológico, ayuda en gran medida a la resistencia bacteriana a los diversos antibióticos, puesto que en dosis no adecuadas hacen resistencia a estas bacterias. 

RECOMENDACIONES.

1. Al comité de infecciones nosocomiales:

· Que implementen el desarrollo de programas educativos para médicos, enfermeras y personal técnico, sobre el manejo de pacientes con heridas post – operatorias, a fin de modificar conocimientos, actitudes y prácticas guiadas a minimizar la prevalencia de dichas infecciones.

· Evaluar constantemente los procedimientos de asepsia del personal de salud en el cuidado de los pacientes intervenidos quirúrgicamente.

2. Al personal encargado de la toma de muestra de heridas post – operatorias, que verifique la desinfección y esterilización del material a utilizar, en dicho procedimiento para evitar la contaminación de la muestra.

3. Al personal médico, que no administre antibióticos a los pacientes, sin antes haber obtenido el resultado del antibiograma, para no provocar una resistencia de la bacteria a estos.

4. Concientizar al personal de enfermería sobre los cuidados de los pacientes hospitalizados con heridas post–operatorias y para ello es necesario poner en práctica todas las medidas asépticas como: lavado de manos, uso de jabones antisépticos para la diseminación de infecciones nosocomiales a fin de evitar que a los pacientes se les complique su recuperación
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ANEXO

ANEXO # 1.

ESTRUCTURA DE PARED DE BACTERIAS GRAM POSITIVAS.

[image: image5.emf]
ANEXO # 2.

ESTRUCTURA DE PARED DE BACTERIAS GRAM NEGATIVAS.
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ANEXO # 3

PRUEBA DE CATALASA
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Técnica:

· Con un aplicador de madera se recoge el centro de una colonia pura de 18-24 horas y colocar sobre un portaobjetos limpio de vidrio.

· Agregar con gotero o pipeta Pasteur una gota de H2O2 al 30% sobre el microorganismo sin mezclarlo con el cultivo. 

· Observar la formación inmediata de burbujas (resultado positivo).

· Desechar el portaobjetos en un recipiente con desinfectante.

· Si se invierte el orden del método (extender la colonia sobre el agua oxigenada) pueden producirse falsos positivos.
ANEXO # 4
PRUEBA DE COAGULASA.

[image: image8.jpg]COAGULASE
TEST

POSITIVE NEGATIVE




Técnica.

1. Prepare una suspensión gruesa y bien homogénea de cada microorganismo en una solución salina estéril.

2. Ponga una gota de la suspensión y una gota de plasma humano o de conejo sobre un portaobjetos, mezclar suavemente con el asa y después por rotación. 

3. Observe si hay aglutinación microscópica lo que indica una prueba positiva

Observe si hay aglutinación microscópica lo que indica una prueba positiva

Interpretación: 

· Una prueba positiva, usualmente ocurre entre 5-20 segundos.

· La prueba negativa si la aglutinación no ocurre dentro de 3-4 minutos.

ANEXO # 5

PRUEBA DE OXIDASA
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ANEXO # 6
PRUEBA DE INDOL.
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ANEXO # 7
PRUEBA ROJO DE METILO
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ANEXO # 8
PRUEBA DE VOGES PROSKAUER.
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ANEXO # 9
PRUEBA DE CITRATO.
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ANEXO # 10
PRUEBA DE UREA.
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ANEXO # 11
PRUEBA DE FERMENTACION DE AZUCARES (TSI).
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ANEXO # 12
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ANEXO # 13
HOJA DE RECOLECCIÓN DE DATOS:

 Paciente:​ _____________________________________________________-

Registro: ______________________________________________________

Servicio: ______________________________________________________

RESULTADOS:
Siembra inicial

Crecimiento a las 24 horas

Agar sangre :   _______________________

Agar MacConkey: __________________________

Caldo Tiogliolato:   __________________________

Resiembra a las 48 horas

VITEK:

Nombre del Microorganismo aislado:__________________________________

Antibiograma:

Resistente a:___________________​___

Intermedio a:_____________________

Sensible a: _______________________

ANEXO # 14
COLORACIÓN DE GRAM
. Es una tinción diferencial, clasificando a las bacterias en Gram positivo  y  Gram  negativos, de acuerdo a las propiedades de su pared celular:
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Los pasos ha seguir para realizar la tinción son los siguientes:

1º Fijamos la muestra mediante calor.

2º Violeta cristal (Tiñe todas las baterías  Gram positivas  y  Gram negativas) 1minuto.

3º Fijamos con lugol, 1minuto.

4º Decoloremos con una mezcla alcohol-cetona (los Gram negativos  se decoloren).

5º Safranina (colorante de contraste, tiñe a los Gram negativos), 1minuto.

Los tiempos para aplicar cada colorante son orientativos. En la tinción se observarán de color azul-violeta las Gram positivos  y de color rosa las Gram  negativos.
ANEXO # 15
COMPONENTES DE AGAR SANGRE Y CHOCOLATE.

Medio para propósitos generales, para el aislamiento y cultivo de numerosos microorganismos.
Con la adición de sangre, el medio es útil tanto para el aislamiento y cultivo de microorganismos aerobios y anaerobios nutricionalmente exigentes a partir de una gran variedad de muestras, como para la observación de reacciones de hemólisis.
También, este medio de cultivo, puede utilizarse como medio base para preparar el medio agar chocolate.

Fundamento
La infusión de músculo de corazón y la peptona, otorgan al medio un alto valor nutritivo, que permite el crecimiento de una gran variedad de microorganismos, aún de aquellos nutricionalmente exigentes. El cloruro de sodio mantiene el balance osmótico.
El agregado de sangre al medio de cultivo, en concentración final de 5-10 %, aporta nutrientes para el crecimiento bacteriano, y permite detectar hemólisis. 

	Fórmula (en gramos por litro)

	Infusión de músculo de corazón
	375.0

	Peptona
	10.0

	Cloruro de sodio
	5.0

	Agar
	15.0

	pH final: 7.3 ± 0.2


Instrucciones
Suspender 40 gramos del polvo en un litro de agua destilada. Dejar reposar 5 minutos y mezclar perfectamente hasta obtener una suspensión homogénea. Calentar con agitación frecuente y hervir 1 minuto. Esterilizar 20 minutos a 121°C. Enfriar a 45-50°C agregar sangre desfibrinada al 5%. Homogeneizar y distribuir en placas.

Preparación de la placa de Agar Sangre: añadir en forma aséptica un 5% de sangre estéril desfibrinada a temperatura ambiente, el agar debe estar a 45°C. 

Preparación de Agar Chocolate: después de añadir la sangre y agitando frecuentemente se mantiene el medio de cultivo a 80°C por 10 minutos hasta que adquiera un color pardo achocolatado. 
ANEXO # 16.
AGAR MAC-CONKEY.

Este medio se utiliza para el aislamiento de bacilos Gram negativos de fácil desarrollo, aerobios y anaerobios facultativos. Permite diferenciar bacterias que utilizan o no, lactosa en muestras clínicas, de agua y alimentos. Todas las especies de la familia Enterobacteriaceae desarrollan en el mismo. 

Fundamento 
En el medio de cultivo, las peptonas, aportan los nutrientes necesarios para el desarrollo bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono fermentable, y la mezcla de sales biliares y el cristal violeta son los agentes selectivos que inhiben el desarrollo de gran parte de la flora Gram positiva. 
Por fermentación de la lactosa, disminuye el pH alrededor de la colonia. Esto produce un viraje del color del indicador de pH (rojo neutro), la absorción en las colonias, y la precipitación de las sales biliares. 
Los microorganismos no fermentadores de lactosa producen colonias incoloras. 

	Fórmula (en gramos por litro)
	instrucciones

	  Peptona
	17.0
	Suspender 50 gramos del polvo por litro de agua destilada. Reposar 5 minutos y mezclar hasta uniformar. Calentar suavemente y hervir 1 a 2 minutos hasta disolver. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

	  Pluripeptona
	3.0
	

	  Lactosa
	10.0
	

	  Mezcla de sales biliares
	1.5
	

	  Cloruro de sodio
	5.0
	

	  Agar
	13.5
	

	  Rojo neutro
	0.03
	

	  Cristal violeta
	0.001
	

	pH final: 7.1 ± 0.2


ANEXO # 17
 VITEX: COLORÍMETRO DE BIOMÉRIUX (NEFELÓMERTRO)
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ANEXO # 18 
TARJETA VITEX
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ANEXO # 19

VITEX: MÓDULO PREPARADOR
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ANEXO # 20

VITEX: MÓDULO INCUBADOR/LECTOR. [image: image21.jpg]



ANEXO # 21

COMPUTADORA (PROCESADOR), TERMINAL.
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GLOSARIO
Antibacteriano: Sustancia que destruye las bacterias o inhibe su crecimiento o reproducción.

· Antibiótico: Sustancia antimicrobiana obtenida por un cultivo de microorganismo o producida semisintéticamente, que se utiliza en el tratamiento de las infecciones.

· Antimicrobiano: Es una sustancia química que destruye o inhibe el crecimiento de microorganismos.

· Agar: Producto coloidal  hidrófilo de secado que se obtiene de ciertas especies de algas rojas. Como no se afecta por las enzimas bacterianas se utiliza mucho como ingrediente básico en la fabricación de medios sólidos de cultivo para bacteriología.

· Agar Sangre: Medio de cultivo constituido por sangre y agar nutritivo que se utiliza en bacteriología para cultivar determinados microorganismos como Staphylococcus epidermides y Clostridium perfringens.

· Aerobio: Microorganismo que vive y crece en presencia de oxígeno libre. Los aerobios se dividen en aerobios facultativos y aerobios obligados.

· Anaerobio: Microorganismo que crece y vive en ausencia completa o casi completa de oxígeno. Se hallan ampliamente difundidos en la naturaleza y en el cuerpo humano.

· Antibiograma: Es la prueba microbiológica que se realiza para determinar la sensibilidad de una colonia bacteriana a un antibiótico o grupo de antibióticos.
· Ácidos teicoicos: Son polímeros de glicerol o ribitol unidos mediante enlaces fosfodiéster. Estos ácidos se encuentran en la pared celular de las bacterias Gram-positivas, tales como Staphylococcus sp, Streptococcus,Bacillus, Clostridium, Corynebacterium y Listeria, extendiéndose sobre la superficie de la capa de peptidoglicano. Los ácidos teicoicos son polímeros de un polialcohol (glicerol o ribitol).

· Bacteria: Cualquier microorganismo unicelular de la clase Esquizomicetos. El género presenta variedades morfológicas, y sus componentes pueden ser esféricos (cocos), alargados (bacilos), espirales (espiroquetas) o en forma de coma (vibrios).

· Cultivo: Método para obtener el crecimiento de colonias de microorganismo, identificar un microorganismo patógeno o seleccionar el tipo de antibióticos adecuados para combatir la infección producida por un microorganismo.

· Desinfectante: Proceso por el cual se destruyen los microorganismos patógenos o se hacen inertes.

· Enterobacterias: Familia de bacterias aerobias y anaerobias que incluyen microorganismos entéricos normales y patológicos.

· Estafilococos: Género de bacterias inmóviles, esféricas y Grampositivas. Pueden encontrarse en la piel y garganta, causando alguna de ellas infecciones graves y purulentas.

· Fómites: Material inerte, como la ropa de cama, que puede transporta organismos patógenos.

· Germen: Unidad de materia viva capaz de transformarse en un organismo autosuficiente, especialmente los patógenos.

· Infección: Invasión del organismo por microorganismos patógenos que se reproducen y multiplican, causando un estado morboso por lesión celular local, secreción de una toxina o al provocar una reacción antígeno-anticuerpo en el huésped.

· Lipoproteínas: Son complejos macromoleculares compuestos por proteínas y lípidos que transportan masivamente las grasas por todo el organismo.

· Medicamentos: Es un fármaco, principio activo o conjunto de ellos, integrado en una forma farmacéutica y destinado para su utilización en las personas , dotado de propiedades para prevenir, diagnosticar, tratar, aliviar o curar enfermedades, síntomas o estados patológicos.

· Microbiología: Rama de la biología que estudia los microorganismos, incluyendo las algas, bacterias, virus, protozoos, hongos y rickettsias.

· Microorganismo: También llamado microbio u organismo microscópico, es un ser vivo que sólo puede visualizarse con el microscopio.

· NLCC: Comité nacional de Laboratorio Clínico estandarizado.

· Peptidoglicano: Es un copolímero formado por una secuencia alternante de N-acetil-glucosamina y el ácido N-acetilmurámico unido mediante enlaces β-1,4. La cadena es recta y no ramificada. Constituye la estructura básica de la pared celular de las bacterias.

· Septicemia: Infección sistémica caracterizada por la aparición de patógenos en sangre circulante procedentes de una infección localizada en cualquier parte del organismo.
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