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Monografias de Educacion Continua

Utilidad de la tincién de Gram y del cultivo de secreciones

respiratorias

El manejo de ias neumanias se facilitanotablemente cuando se iden-
tifica el agente causal, ya que esto permite elegir el fratamiento anti-
bidtico mas eficaz, con menos efectos secundarics y de menor costo.
Para ello, el laboratorio de microbiologia dispone de multiples técnicas
como la tincion de Gram, cultivos, deteccitn de antigenos microbia-
nos, determinacién de anticuerpos especificos, etcetera. La utilidad de
otras muestras como hemocultivos y el cultivo de liquido pleural se
menciona en otra parte de esta monografia. En este articulo revisare-
mos brevemente las técnicas tradicionales de identificacién: la tincion
de Gram y los cultivos de secreciones.

| EXPECTORACION B

La utilidad del examen de expectoracién en el diagnastico de las
neumonias es limitada, debido a gue es una muestra gue se contami-
na en su pasada por |as vias aéreas superiores. Para interpretar co-
rrectamente |os exdmenes microbloiogicos de expectoracion, es ne-
cesario conocer la flora normal de las vias aéreas superiores, que esta
constituida predominantemente por microorganismos anaerobios,
alcanzando concentraciones de 108 hasta 1012 bacterias por mi de sa-
liva. También son frecuentes Streptococcus sp. Neisseria spy Cory-
nebacierium sp. Olros organismos potencialmente patégencs pueden
encontrarse transitoriamente como colonizadores de las vias acreas
superiores. Enlre éslos destacan €l S. pneumoniae, el H. infiuenzae,
el S.aureus y los microorganismos Gram negativos.

La tincion de Gram de expectoracion es uh examen simple y rapido,

cuyos resultados pueden orientar apropiadamente el inicio de la tera-
pia. Sin embargo, hay que tener presentes sus limitaciones para pre-
decir el patogeno causal, lo que depende de varios factores, tales co-
mo calidad de la muestra, habilidad y preparacién del observadar, tipo
de microorganismo involucrado, etcétera.
Calidad de la muestra. Para ser Util, el espécimen debe ser repre-
sentativo del proceso infeccioso pulmenar. Por lo tanto, se recomien-
da un examen citolégico que verifique la buena calidad de la muestra
antes de realizar la tincién de Gram vy el cullivo. Esta calificacion se
realiza mediante observacion al fresco de |a porcién mas purulenta,
con aumento de 100 X. considerandose apropiada si presenta mas de
25 polimarfonucieares por campo, con un promedio de chservacion de
50 campos. Si no se cumplen estos requisitos, es necesario eliminar el
espécimen y solicitar uno nuevo. Para disminuir el envic al laboratoric
de muestras inadecuadas, su oblencién debe ser supervisada por pro-
fesionales adiestrados. Cuando un paciente no tiene tos productiva,
se recomienda efectuar nebulizaciones con solucién de NaCl hipertonica
y kinesiterapia respiratoria.

Es necesaric destacar el hecho de que recientes estudios han reve-
lado que muesiras de expectoracion de alta calidad pueden ser com-
parables a secreciones respiratorias obtenidas por métodos invasivos.,
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Traslado de la muestra. Los especimenes deben llegar al laborato-
rio lo antes posible. El lapso que media entre la toma de muestra y su
andlisis no deberia sobrepasar una hora, debido a que la flora presen-
te en la muestra es capaz de desarrollarse con mayor rapicez que al-
gunos de los patégenos mas importantes, como S. pneumoniae y H.
influenzae, por 1o que el examen de Gram y los cultivos pueden identi-
ficar microorganismos no relacionados con el proceso infeccioso.
Habilidad del observador. La experiencia técnica es de gran impor-
tancia, porque hay multiples detalles que sdlo pueden ser detectados
por profesicnales entrenados. Considerando las importantes decisio-
nes que estan basadas en este examen, éste no debe ser confiado a
clinicos, estudiantes o laboratoristas multiples no especializados en
microbiclogia.
Tipo de microorganismo. Hay miiltiples comunicaciones gue con-
cluyen que la observacién de mas de 10 diplococos lanceolados Gram
positivos por campo, con practicamente ausencia de otros tipos mor-
folégicos, predice el crecimiento de neumococo en el cultivo en aproxi-
madamente un 90%. Sin embargo, sélo en algunas muesiras de ex-
pectoracién es posible observar esta cantidad de micraorganismos.
En general, la sensibilidad varia entre 50% y 90%, mientras que la es-
pecificidad es aun mas variable, con un rango gue va entre 12% y
100%, debido a los falsos positivos causados por sobreinterpretacion
de las cocaceas Gram positivas que representan otros Streptococcus
de la flora normal del tracto respiratorio alto. Por otra parte, para iden-
tificar el Haemophilus infivenzae se necesita gran habilidad técnica,
ya que hay una mayor dificultad en su reconocimiento al Gram debido
a su morfologia variable: cocobacilos Gram negativos, bacilos cortos
y finos Gram negativos, que son posibles de confundir con otros mi-
croorganismos. Las enterobacterias, en especial Kiebsielia pneumo-
niae y bacilos Gram negativos na fermentadores (Pseudomonas, Aci-
netobacter), son faciles de identificar al Gram, pero su presencia es
diiicil de interpretar, ya que s6lo pueden representar colonizacién,
especialmente en pacientes hoapitalizados. De manera similar, la iden-
tificacién de Staphilococcus aureus mediante la tincién de Gram es
generalmente facil, pero su hallazgo es poco especifico. Este GHimo
germen no siempre tiene el aspecto de cocaceas Gram positivas en
racimo, ya que en las secreciones también puede adoptar la forma de
cocaceas aisladas, dificultando su reconocimiento.

La Moraxella caiarrhalis (Branhamelia catarrhalis) aparece al Gram
come diplococos Gram negaltivos en disposicién tipica de granos de
café o aislados, extra o intracelulares, generalmente predominantes.
Por ello es de facil reconocimiento al examen de Gram y, dado su as-
pecto caracteristico, algunos autores lo han llamado "gonorrea del
pulmon®™.

Por otra parte, es importante tener presente que hay agentes
etioldgicos de neumonias como Mycoplasma prieurnioniae, Legione-
llas y Chlamydias, que no pueden ser identificados presuntivamente
por tincién de Gram.
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En resumen, el Gram de expecioracion es Util como guia terapéutica
al clinico, al establecer un diagndstico presuntivo del agente causal de
una neumonia, pero su valor es limitado y hay que estar conscientes
de eslo, ya que, en general, es reconocide que no proporciona la etio-
logia en mds all4 del 50% de los casos. No obstante, se aconseja no
prescindir de éste , dada la rapidez de sus resultados.

CULTIVOS

Los cultivos permiten identificar con mayor certeza a los agentes
Causales y también estudiar su sensibilidad a antibidticos. Esto se pue-
de lograr mediante los anlibiogramas tradicionales o mediante la iden-
tificacion de las enzimas responsables de la resistencia, tales como
las betalactamasas o la cloramfenicol acstiliransferasa.

Es fundamental tener presente que la administracién de sélo una
dosis de terapia antimicrobiana puede tornar negativos los cultivos, en
especial de los microorganismos de desarrollo exigente, tales como
Streptococeus pheumoriae y Haemophifus infiuenzae. Ademds, el uso
previo de antibidticos promueve el aislamiento de microorganismos re-
sistentes que no tienen refacion con los agentes causales de la neu-
menia, lo que puede desorientar al médico tratante. En consecuencia,
no deben efactuarse examenes microbioldgicos de expectoracion a
los pacientes que hayan recibido antibidticos recientemente.

El aislamiento de Streptococcus pneumoniae con procedimientos ru-
tinarios se observa entre un 45% y 55% de |os pacientes con hemocul-
tivos positivos a este Unico organismo. Resultados de hasta 90% de
sensibilidad han sido comunicados cuando se han optimizado los méto-
dos de recoleccién mediante supervision directa por profesicnales adies-
trados, cuando se ha realizado el examen citoldgico como prerrequisi-
to para el cultivo, cuando la siembra se ha efectuado dentro de una
hora de su recoleccién y cuando se han usado métodos especiales de
identificacién, tales como uso de lupa estereoscdpica, cultivos cuanti-
tativos, etcétera.

El aislamiento de Haemophifus es ain menos frecuente que el de
neumococo, ya que hay numerosos falsos negativos dehido a que éste
s un microorganismo exigente, que requiere medios adecuados,
atmostera de CO; y tiempo de incubacion prolongado. Por otra parte,
también hay falsos positivos dada la relativamente frecuente coloniza-
cién del tracto respiratorio superior, especialmente en fumadores con
bronquitis crénica.

La recuperacién de Staphylococcus aureus: a partir de expectora-
cién es técnicamente facil. Su interpretacion, sin embargo, s comple-
ja, ya que son frecuentes los falsos positivos en los portadores faringeos.
De manera similar, los bacilos Gram negativos, tanto enterobacterias
como ne fermentadceres {Pseudomonas, Acinetobacter), son faciles de
aislar, pero éstos pueden representar colonizacién, por lo que su ha-
llazge tiene baja especificidad.

La Moraxelia calarrhalis (Branhameiia catarrhalis) debe ser identifi-
cada con pruebas bioquimicas que incluyen la determinacion de deso-
xiribonucleasa para diferenciarlo de las Neisseria sp. Su identifica-
cion bioquimica es esencial, perque aun en muchos laboratorios se le
incluye entre los saprofitos que constituyen la flora normal del tracto
respiratorio supetior.

LSECHECIONES OBTENIDAS POR METODOS INVASIVOS

En los cagos en que es imprescindible identificar a los agentes cau-
sales de una neumonia y han faliado los procedimientos habituales, se
uiilizan métodos invasives que intentan sortear la contaminacion de
las vias agéreas superiores. Entre estos métodos destacan la puncién
aspiraliva transtraqueal (PAT), la puncién pulmonar percuténea (PPP),
el catéter telescopico protegido (CTP) y el lavado broncoalveolar (LBA),
cuya descripcién e indicaciones son discutidas en otro articula de este
numero.

Las muestras obtenidas por estos meétodos deben ser procesadas
con recuentos cuantitativos o semicuantitativos, ya que ellos sélo lo-
gran disminuir la contaminacién orofaringea (LBA, CTP) o pueden con-
taminarse en su pasada a través de la piel (PAT, PPP). Por ofra parte,
en pacientes con enfermedades pulmonares crénicas y en los intuba-
dos, existe colonizacién de las vias aéreas inferiores por gérmenes
potencialmente patégenos, los que también deben ser diferenciados
de los agentes causales de una infeccién mediante recuentos micro-
bianos. 7

La PAT es especialmente Gtil para el diagnéstico de neumaonias por
anaerobios. Su sensibilidad en estos casos es cercana a 100% si el
paciente no ha usado antibiéticos y su especificidad es también dkta,
si se excluye la conlaminacion mediante recuentos microbianos. Su
ulilidad en el diagnéstico de V. carinii es inferior a la del LBA.

La sensibilidad comunicada en la literatura para la PPP eg muy va-
riable, con cifras que oscilan entre 56% y 82% en adultos y 36% a 82%
en ninos. Los cultivos falsos negativos se deben, probablemente, a
fallas para puncionar efectivamente las lesiones o por uso previo de
antibiéticos.

Las muestras obtenidas mediante CTP tienen una elevada sensibili-
dad (96%) y especificidad (34%), aunque también se requiere de gran
habilidad técnica para obtener la muestra de la zona comprometida,
yaque si ella se saca de otro lugar, |a sensibilidad disminuye acentua-
damente. ElI LBA, en cambio, es menos dependiente del sitio de ob-
tencidn de |a muestra, probablemente debido a que representa una
zona mayor del pulmon. Su sensibilidad es cercana al 100%, ¢on una
especificidad de aproximadamente 85% para gérmenes corrientes. Es
el mélodo de eleccion en el diagndstico de N. carinii. Por otra parte,
Thorpe y colaboradores sugleren que los resultados negativos en pa-
cientes que estan recibiendo antibitticos implican que éste es ade-
cuado, lo que permitirfa tomar decisiones clinicas aun si el paciente ha
recibido antimicrobianos.

Las biopsias pulmonares, por otra parte, permiten la observacion
directa del patbgeno invasivo y proporcionan tejido tanlo para estudio
microbiclégico como citolagicn, lo que da oportunidad de diagnosticar
enfermedades no infecciosas.

Por ultimo, es importante saber que hay un considerable nimero de
microorganismos que no son detectados por estudios microbiolégicos
rutinarios, o que demuestra la necesidad de mejorar las pruebas de
rutina, usar pruebas de alternativa, tales como deteccion directa de
productos bacteriancs, antigenos, productos metabdlicos, etcatera, me-
clante técnicas de estudio inmunoenzimatico, inmuncfluorescencia di-
recla, l&tex, hibridacion de DNA, etcétera. ¥
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