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RESUMEN

La meningitis bacteriana es una patologia de la cual se han reportado casos alrededor del
mundo, afecta al sistema nervioso causando inflamacion de las meninges principalmente.
Presenta una alta mortalidad incluso llegando a alcanzar cifras tales como 70% de casos
fatales. Las principales bacterias causantes de meningitis bacteriana son: Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Listeria monocytogenes y
Escherichia coli. Por lo que es de vital importancia la utilizacion de técnicas de

diagndstico rapido y sensibles tal como la tincién de Gram.

La presente investigacion tiene como objetivo analizar la sensibilidad de la tincion de
Gram en muestras de liquido cefalorraquideo en pacientes de 15 a 92 afios mediante una
busqueda bibliogréafica para el diagnéstico de meningitis bacteriana.

Se realiz6 un estudio descriptivo en el cual se analizaron 201 muestras de pacientes con
diagndstico de sospecha de meningitis bacteriana los mismos que no fueron sometidos a
terapia con antibioticos. Se calcul6 la sensibilidad de la tincion de Gram como prueba de
diagnostico mediante la comparacion de los datos obtenidos en los cultivos
microbioldgicos los cuales fueron considerados como gold estandar. La sensibilidad
obtenida fue del 94,4%. Lo que indica que la tincion de Gram es una prueba que debe ser

utilizada como primera linea para el diagndstico de la meningitis bacteriana.

PALABRAS CLAVES: Meningitis bacteriana, tincion de Gram, sensibilidad, liquido

cefalorraquideo.



ABSTRACT

Bacterial meningitis is a pathology of which cases have been reported around the world,
affecting the nervous system causing inflammation of the meninges mainly. It has a high
mortality even reaching figures such as 70% of fatal cases. The main bacteria that cause
bacterial meningitis are: Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria
meningitidis, Listeria monocytogenes and Escherichia coli. Therefore, the use of rapid

and sensitive diagnostic techniques such as Gram staining is vital.

The purpose of this research is to analyze the sensitivity of Gram staining in cerebrospinal
fluid samples in patients aged 15 to 92 years through a literature search for the diagnosis

of bacterial meningitis.

A descriptive study was carried out in which 201 samples of patients diagnosed with
suspected bacterial meningitis were analyzed and were not subjected to antibiotic therapy.
The sensitivity of Gram staining was calculated as a diagnostic test by comparing the data
obtained in microbiological cultures which were considered as gold standard. The
sensitivity obtained was 94,4%. This indicates that Gram staining is a test that should be

used as the first line for the diagnosis of bacterial meningitis.

KEY WORDS: Bacterial meningitis, Gram staining, tenderness, cerebrospinal fluid.
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INTRODUCCION

La meningitis bacteriana es un problema a nivel mundial, histéricamente los tres
patdgenos que han reportado mayor cantidad de casos son: Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae * y Haemophilus influenzae adjudicandose les cerca del 75 al
80% de casos a nivel global, los restantes han sido producidos por Escherichia coli,

Listeria monocytogenes y Neisseria meningitidis 2.

Esta enfermedad afecta al sistema nervioso y es de caracter infeccioso, muestra altas tasas
de mortalidad, llegando a alcanzar los casos fatales hasta un 70%, tal es el problema que
solo uno de cada cinco pacientes sobrevive a esta patologia incluso pudiendo arrastrar
secuelas permanentes como perdida de la audicion, desordenes neuroldgicos y pérdida de

extremidades 2.

En paises del primer mundo las tasas de mortalidad llegan hasta un 20%, por otro lugar
en paises en vias de desarrollo dichas tasas aumentan drasticamente alcanzando un 50%

de mortalidad 8.

Cada afio se reportan cerca de 8000 a 10000 casos de meningitis bacteriana en Estados

Unidos cuyo agente causal es Haemophilus influenzae 3.

A nivel de Latinoamérica la situacién es similar, en paises como Colombia, el Sistema
Nacional de Vigilancia en Salud Publica emitio un reporte de 847 casos de meningitis
bacteriana confirmada para el afio 2016 siendo los agentes causales de mayor prevalencia
Mycobacterium tuberculosis (49,35%), Streptococcus pneumoniae (17,8%) y otros
agentes bacterianos (29,15%) “. En Costa Rica los reportes indicaron para el afio 2013,
0,45 casos de mortalidad por cada 100000 habitantes °.

El liquido cefalorraquideo (LCR) se encuentra rodeando al Sistema Nervioso Central,

este se puede obtener mediante una puncion lumbar, siendo este, el método mas eficiente
5

Mediante el analisis del LCR se puede diagnosticar la meningitis bacteriana, una técnica
considerada sensible y veloz es la tincion de Gram °, seguida de un cultivo microbioldgico
y pruebas bioquimicas como métodos de confirmacién. Esta técnica de laboratorio
posibilita identificar el 60 al 90% de los casos, lo cual se ve disminuido de sobremanera
cuando los pacientes han sido sometidos a terapias antibidticas . De igual manera su
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capacidad de identificacién de microorganismos patdgenos incluidos los agentes causales
de la meningitis bacteriana se ve disminuida con un manejo preanalitico inadecuado,
incluyendo la utilizacion inadecuada de recipientes de recoleccion, errores de

transportacion y manejo de las muestras de LCR recolectadas ’.

El objetivo de la presente investigacion fue analizar la sensibilidad de la tincién de Gram
en muestras de liquido cefalorraquideo en pacientes de 15 a 92 afios mediante una

busqueda bibliografica para diagnosticar meningitis bacteriana.



DESARROLLO
1. LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

El liquido cefalorraquideo es un liquido incoloro, transparente, no presenta olor. Su
formacion se centra principalmente en los ventriculos laterales y los plexos coroideos. En

una persona adulta, el volumen de LCR se encuentra fluctuando entre 90 y 150 ml 2.
2. MENINGITIS BACTERIANA

La meningitis bacteriana es un sindrome que afecta al sistema nervioso &, siendo un

proceso inflamatorio de las meninges ° considerada de cuadro agudo °.
2.1. SINTOMATOLOGIA

Los sintomas considerados como la triada clasica son vémitos, rigidez del cuello y
nauseas. Entre otros sintomas a tener en consideracion son: alteraciones del campo visual,
elevacion de la temperatura corporal, alteracion del estado mental, hiporexia, adinamia

entre otros °.
2.2. TRATAMIENTO

El tratamiento indicado en esta enfermedad es una terapia antibiética con cefalosporina
de tercera generacion, penicilina G y ampicilina, siendo indicados para los organismos

susceptibles identificados, ademas de la adicion de vancomicina 8.
2.3. ETIOLOGIA
2.3.1. Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae, también conocido como neumococo, considerado un diplococo Gram
positivo con tendencia a la formacion de cadenas. Afecta a todas las edades, desde muy
jévenes a muy adultos, es considerado como una de las causas dominantes de meningitis
bacteriana °. Entre un 30 y 60% de los casos se deben a este agente etioldgico. Las
personas que presentan asplenia ya sea quirurgica o funcional y personas infectadas con

VIH tienen un alto riesgo de contagio por este agente °.

La vacunacion en pacientes esplenectomizados y mayores de 65 afios, ha reducido las

tasas de meningitis bacteriana causada por S. pneumoniae .



2.3.2. Haemophilus influenzae

H. influenzae, es un cocobacilo Gram negativo no movil, considerado una de las mayores
causas de la meningitis bacteriana pediatrica, con altas tasas de mortalidad y pérdida
auditiva 1°. En zonas donde existe vacunacion contra esta bacteria las tasas de incidencia

se reducen drasticamente hasta <5% °.

Durante la nifiez, la vacunacién ante este microorganismo ayuda a la baja incidencia de

esta enfermedad 2.
2.3.3. Neisseria meningitidis

Un 10 al 35% de los casos son causados por N. meningitidis, también conocido como
meningococo, es un diplococo gramnegativo, es el principal responsable de la meningitis
bacteriana en jovenes adultos menores de 30 afios, causando incluso casos esporadicos y
epidemias °. Un signo sugestivo de meningitis bacteriana causada por este agente

etioldgico es la aparicion de petequias en alguna parte del organismo °.

La vacunacion es una medida preventiva pero no garantiza que exista proteccion ante

todas las cepas excepto las de tipo A, C, Y o W-135 1,
2.3.4. Listeria monocytogenes

La incidencia de los casos por este patdgeno es del 5 al 10% °. L. monocytogenes, es un
bacilo grampositivo patégeno que causa meningitis preferentemente en neonatos, en
adultos con alcoholismo, inmunosupresion, en mujeres embarazada y ancianos 112,
Cuando existen brotes estos se asocian a la ingestion de productos derivados lacteos que
han presentado contaminacion o carnes y verduras que no han sido cocinadas, mantiene

una diseminacion por el sistema digestivo °.
2.3.5. Escherichia coli

E. coli, es un bacilo gramnegativo puede producir meningitis bacteriana en adultos con
factores de riesgo, es productor de un 0,7 a 4% de las meningitis comunitarias y se les
atribuye un 14 a 61% de las meningitis nosocomiales con mayor preponderancia en

pacientes intervenidos en operaciones neuroldgicas.
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2.4. MANEJO PREANALITICO DE MUESTRAS DE LCR
2.4.1. Extraccién de la muestra

Para la extraccion de la muestra de liquido cefalorraquideo se debe utilizar la técnica de

puncion aséptica estricta 3
2.4.2. Recoleccion de la muestra

La recoleccidn debe realizarse acorde a las pruebas que se vayan a realizar con la muestra
extraida: la primera parte de la recoleccidn se realiza en un tubo tapa roja de polipropileno
estéril, el cual se lo usa para pruebas bioquimicas. El segundo tubo es estéril, sin aditivos
de tapa blanca y se usa para el estudio microbiol6gico y un tercer tubo de tapa lila estéril
con anticoagulante EDTA, se utiliza para el recuento celular. El volumen a recoger para
el estudio bacterioldgico y de virus debe ser mayor a 2 ml, para el cultivo de hongos y

micobacterias de 2 a 10 ml y para PCR mdltiple de 0,5 ml 14,
2.4.3. Transporte y conservacion de las muestras

El envio de las del prototipo de muestras para estudios bacteriol6gicos debe realizarse en
menos de 15 minutos luego de la extraccion de la muestra, ya que pueden lizarse los
microorganismos como Streptococcus pneumoniae en una hora. Si no se puede hacer el
transporte en el tiempo establecido, se deben mantener las muestras en una estufa a 35-
37°C, mas nunca refrigerar ya que afecta a la viabilidad de Haemophilus influenzae y

Neisseria meningitidis 4,
2.5. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
2.5.1. Tincién de Gram

Es un procedimiento que se utiliza para la identificacion veloz de agentes
microbiologicos. Es conocida como una tincion diferencial ya que al usar dos colorantes
puede clasificar las bacterias en dos agrupaciones, conocidas como grampositivos con
una coloracion azul oscuro a morado y gramnegativos de color rosa o rojo’®. Una tincion
de Gram que se ha realizado con los correctos procedimientos tiene a ser positiva en un
75 —90% de los casos. La identificacion de los agentes causales se basa en morfologia y
la coloracion que presente la tincion una vez ha sido realizada. Con esta técnica se pueden

identificar cocos gram negativos como el meningococo, cocos grampositivos cuyos
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ejemplos son: el neumococo y estafilococo, bacilos grampositivos como H. influenzae y

bacilos gram positivos como la listeria, entre otros 1°.

Existe una probable correlacion entre las cantidades menores a 103 UFC/ml muestran
tinciones positivas en el 25% de los casos mientras que los valores se elevan

drasticamente cuando la carga bacteriana es mayor a 10° UFC/ml Y.

El volumen adecuado de LCR que se debe extraer para la realizacion de pruebas como la

tincion de Gram es > 2 ml 6.
2.5.1.1. Sensibilidad de la tincién de Gram

Para el célculo de la sensibilidad en una prueba diagndstica como la tincion de Gram se
debe contar con un estandar de oro como lo son, las pruebas microbioldgicas, de este
modo ambas pruebas son comparadas y permiten obtener la validez del calculo de la
sensibilidad, el mismo que se realiza utilizando una tabla de contingencia 2x2 8, tal como

se instruye en el cuadro 1.

o Estdndar de oro

-'_E' Positivo Negativo Total

c

® Positiva {a) {b) {at+b)

E Negativa fc) {d) {ctd)
al

¢'..='I Total {a+c) {b+d) {a+b+ctd)

Cuadro 1 Tabla de contingencia 2x2 para calcular la sensibilidad de la tincion de Gram
Fuente: Alvarez-Martinez, et al. 18

2.5.2. Diagnostico de laboratorio para bacterias causantes de meningitis

bacteriana

Los cultivos microbiolédgicos son considerados la prueba gold standard, para emitir un
diagnostico de meningitis bacteriana, ya que se presentan positivos en un 80 a 90% de los
casos analizados, tiene una sensibilidad considerada moderada pero maneja una alta

especificidad °.

De acuerdo al diagnostico de sospecha del médico tratante se procede en el laboratorio a

la identificacion del microorganismo causal. Para pruebas microbioldgicas de
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identificacion se necesitan recolectar un volumen mayor a 2 ml de LCR ®. Los

principales medios de cultivo utilizados son:

e Agar sangre: Medio de cultivo usado para el aislamiento de diferentes tipos de
microorganismos, si se utiliza un suplemento de sangre de oveja es capaz de
permitir el desarrollo de microorganismos exigentes en su nutricion, tales como

S. neumoniae 1°,

e Agar chocolate: Medio de cultivo que permite el desarrollo de organismos con

exigencias nutricionales tales como Haemophilus, Neisseria y Streptococcus .

e Agar tripticasa soja: Es un medio de cultivo nutritivo, es usado para el cultivo de
microorganismos sin muchas exigencias de crecimiento, permite el crecimiento

de Listeria monocytogenes 2.

e Agar MacConkey: Medio de cultivo usado para la identificacion de bacterias con
forma de bacilo Gram Negativo, las especies que son pertenecientes a la familia

Enterobacteriaceae se desarrollan en él %2,

Diferentes pruebas bioquimicas son utilizadas para la confirmacion y diferenciacion

posterior al cultivo microbiolégico, tales como:

e Prueba de la sensibilidad a la optoquina: Es una prueba utilizada para la
diferenciacion de S. pneumoniae de otras especies pertenecientes al grupo de
estreptococos alfa hemoliticos 3.

e Prueba de solubilidad en bilis: Es una prueba usada para la diferenciacion de S.
neumoniae, que se da por la capacidad de las sales de bilis de lisar a este

microorganismo 4,

e Prueba de la catalasa: Es una prueba utilizada para ensayar la presencia de la
enzima catalasa, se usa especialmente para la diferenciacion de ciertos géneros
bacterianos como: Streptococcus, Micrococcus, Staphylococcus, Bacillus,

Listeria, entre otros 2.

e Determinacion del requerimiento de factores X y V: Esta prueba se realiza con
tiras o discos de papel los cuales contienen factores X y V, estas se colocan sobre
un medio de cultivo como el agar tripticasa soya. La prueba se basa en la
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dependencia de los microorganismos por los factores mencionados con lo que se
observa en el medio un patron de crecimiento a las inmediaciones de las tiras de
papel %,

Prueba de la oxidasa: Es una prueba rapida que sirve para la deteccion de una
enzima llamada citocromo-c-oxidasa, lo cual permite la identificacion de bacterias

de los géneros: Aeromonas, Neisseria, Vibrio, Moraxella, entre otros 24,

Prueba de utilizacion de azucares: Se utiliza para la identificacion de Neisseria
meningitidis, en la cual se afiaden carbohidratos como dextrosa, maltosa, sacarosa

y lactosa 2.
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MATERIALES Y METODOS

Poblacion: Pacientes adultos de 15 a 92 afios con diagnoéstico clinico de meningitis

bacteriana.

Muestra: 201 muestras de LCR.

Objeto de estudio: Bacterias causantes de meningitis bacteriana.
Tipo de estudio: Analisis descriptivo.

Métodos: Para la identificacion de los microorganismos causantes de la meningitis
bacteriana se utilizd la técnica de tincion de Gram, seguida por cultivos microbioldgicos
para la diferenciacion bacteriana, tales como agar sangre y pruebas bioguimicas para S.
neumoniae. Agar chocolate 0 agar sangre con pruebas bioquimicas como oxidasa y
prueba de azlcares para identificacion de N. meningitidis. Agar chocolate con la prueba
bioquimica de factores de crecimiento para la deteccion de H. influenzae, para la
deteccion de L. monocytogenes, se realiza la siembra en agar tripticasa soya y prueba de

catalasa como confirmacion. Agar MacConkey para la deteccion de E. coli.
Criterios de exclusion:

e Pacientes menores de 15 afios.

e Pacientes sometidos a terapia con antibioticos.
Criterios de inclusion:

e Pacientes que presenten sintomatologia de meningitis bacteriana
e Pacientes con edades mayores o iguales a 15 afos.

e Pacientes sin antibioterapia.
Material de estudio: Articulos cientificos, libros y material web.
Materiales y reactivos de laboratorio

e Agua destilada

e Frasco lavador

e Alcohol etilico al 70%

15



e Tubos estériles tapa blanca, lila y roja
e Soporte de portaobjeto
e Portaobjetos
e Asa de siembra
e Cristal violeta
e Safranina
e Lugol
e Alcohol
e Aceite de inmersion
e Microscopio
e Cajas Petri
e Medios de cultivo: agar sangre, agar chocolate, agar tripticasa soja, MacConkey.
e Cabina de bioseguridad
e Estufa
e Mechero de alcohol
e Perdxido de hidrogeno al 3%
e Discos de optoquina
e Sales biliares
METODOLOGIA

Obtencidn de la muestra: El paciente debe colocarse decubito lateral con las rodillas y
cabeza flexionada, se procede a la desinfeccion de la piel con alcohol potable y alcohol
yodado y se deja actuar durante 1 minuto, se procede a la insercion de la aguja, se extrae
el LCR y se colocan los tubos de recoleccion de muestras, se debe extraer un volumen

minimo de 2 ml por tubo.
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Recoleccion de datos: Se recolect6 los datos de los pacientes tales como: nimero de
identificacion de la muestra, edad del paciente, hora de recoleccion y llegada al

laboratorio, tipo de tubo colector, temperatura de la muestra.

Transporte de las muestras: Las muestras enviadas al laboratorio cumplié un periodo
de 15 minutos para la realizacion de las pruebas microbiolégicas de corte bacteriano y

transportadas a temperatura ambiente.
Identificacién de microorganismos causantes de meningitis bacteriana

Para la identificacion de los microorganismos causantes de meningitis bacteriana se

siguio el siguiente protocolo:
Tincion de Gram:

1. Colocar sobre un portaobjeto una gota de agua destilada y una pequefia porcion

de muestra.
2. Hacer un frotis y dejar secar.
3. Pasar la placa sobre la llama de un mechero para fijar la preparacion.
4. Cubrir con cristal violeta la placa durante un minuto.
5. Lavar el exceso con agua
6. Cubrir la placa con lugol durante un minuto.
7. Lavar el exceso con agua.
8. Lavar la placa con alcohol durante 30 segundos.
9. Lavar con abundante agua.
10. Cubrir la placa con safranina durante un minuto.
11. Lavar el exceso con agua.
12. Dejar secar al ambiente.

13. Afadir aceite de inmersion suficiente y observar al microscopio con lente de
1000x.
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Identificacidn de Streptococcus pneumoniae

Agar sangre: Preparar agar base sangre en cantidad suficiente suspendiendo 40 g de agar
en un litro de agua, llevar a ebullicion para disolver, esterilizar a 121°C por 15 minutos,
enfriar hasta 50°C, luego agregar 5 al 10% de sangre ovina desfibrinada estéril al medio
previamente preparado. Realizar la siembra por inoculacion directa haciendo estrias sobre

la superficie, se cultiva a 35-37 °C durante 24 horas 24,

Prueba de la catalasa: Tomar con la ayuda de un asa, una muestra de una colonia
sospechosa de S. pneumoniae, colocarla sobre una placa portaobjeto, posteriormente

agregar una gota agua oxigenada al 3%, observar la ausencia o presencia de burbujas 2.

Prueba de susceptibilidad a la optoquina: Tomar una muestra de colonia sospechosa
de S. pneumoniae con la ayuda de un asa estéril. Colocar la muestra en linea recta en una
placa de agar sangre. Colocar sobre la estria recta un disco de optoquina de 6 mm, incubar
la placa a 35°C durante 24 horas en una incubadora de CO2 %,

Prueba de solubilidad en bilis: Tomar una muestra de la cepa sospechosa de S.
pneumoniae, preparar una suspension con 0,5 ml de solucion salina estéril con una
turbidez de 0,5 0 1,0 en la escala de McFarland. Tomar dos tubos de ensayo y dividir la
suspension, afiadir 0,25 ml de solucion salina en el primer tubo y 0,25 ml de sales biliares

en el segundo tubo. Agitar los tubos e incubar a 35 — 37 °C durante un periodo de 2 horas
26

Identificacién de Haemophilus influenzae

Agar chocolate: Preparar agar base chocolate en cantidad suficiente suspendiendo 40g
de agar en un litro de agua, llevar a ebullicién para disolver, esterilizar a 121°C por 15
minutos, enfriar hasta 80°C y mantenerlo a bafio Maria, luego agregar 5 al 10% de sangre
ovina desfibrinada estéril al medio previamente preparado, mezclar de forma suave,
mantenerlo a bafio Maria a 80°C durante 10 minutos. Realizar la siembra por inoculacion

directa haciendo estrias sobre la superficie, se cultiva a 35-37 °C durante 24 horas.

Determinacion del requerimiento de factores X y V: Tomar una muestra de la colonia
sospechosa de H. influenzae y realizar una siembra de forma masiva sobre la superficie

del agar, posteriormente coloque discos o tiras que contienen factores Xy V sobre la parte
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del agar que ha sido inoculada con una distancia de separacién de uno a dos cm. Incubar

a 35°C en una incubadora en 3 a 5% de CO- durante un periodo de 18 a 24 horas 2,
Identificacion de Neisseria meningitidis

Preparar agar chocolate o agar sangre enriquecidos con sangre de cordero al 5%
mencionado en los procesos anteriores. Realizar la siembra por inoculacion directa

haciendo estrias sobre la superficie, se cultiva a 35-37 °C durante 24 horas.

Prueba de la oxidasa: Se coloca una porcion de papel filtro sobre una de las colonias
sospechosas de N. meningitidis previamente separadas con la ayuda de un asa de platino,
se aflade una gota de reactivo de oxidasa. Observar a los 10 segundos de la reaccién la

aparicion de una coloracion plrpura para un resultado positivo 6.

Prueba de la utilizacion de azUucares: Tomar una porcion de colonia sospechosa de N.
meningitidis usando una aguja de inoculacion. Inocular pinchando 10 veces la superficie
de los tubos con los medios hasta llegar a una profundidad de 10 mm, usar una aguja
diferente para cada tubo. Cerrar los tubos con dextrosa, maltosa, sacarosa, lactosa con las

respectivas tapas e incubarlos a 35°C por al menos 72 horas y un méaximo de 5 dias °.
Identificacidn de Listeria monocytogenes

Agar tripticasa soja: Pesar 40g del medio y disolverlo en un litro de agua destilada, se
somete en calor para su total disolucion y autoclavar a 121°C durante un periodo de 15
minutos, dejar enfriar hasta 50 °C y colocar 5% de sangre ovina sin fibrina y dispensar en
la caja Petri. Sembrar en técnica de cuatro cuadrantes por aislamiento a 35-37°C durante
24 horas 2.

Prueba de la catalasa: Tomar con la ayuda de un asa, una muestra de una colonia
sospechosa de L. monocytogenes, colocarla sobre una placa portaobjeto, posteriormente

agregar una gota agua oxigenada al 3%, observar la ausencia o presencia de burbujas 2.
Identificacion de Escherichia coli

Agar MacConkey: Pesar 50 g de medio en un litro de agua previamente destilada.
Se mezclar y se mantiene en reposo durante 10 a 15 minutos, calentar con agitacion hasta
ebullicion durante un minuto para su total disolucién, llevar a esterilizar a una autoclave

a 121°C se espera 15 minutos, luego dejamos enfriar y dispensar en cajas Petri 2.
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Sensibilidad de la tincién de Gram

Para el célculo de la sensibilidad en la tincion de Gram en relacion al estandar de oro
(pruebas microbioldgicas), se debe tomar en cuenta que la sensibilidad es la proporcion
de pacientes que se encuentran enfermos en los cuales la prueba es positiva y se calcula

con la siguiente formula 8:

a
Sensibilidad = —— x 100
(a+c)

Para ello se deben obtener los datos de la investigacion en los que compara la prueba

diagnostica y el gold estandar tal y como se puede observar en el cuadro 1.

La sensibilidad de una prueba se expresa en porcentajes y a medida que estos se

encuentren mas cercanos al 100%, indicara que la prueba es mas efectiva 8.
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Fuente: Organizacion Panamericana de la Salud, 2012 %

21



RESULTADOS

Mediante la busqueda bibliografica se pudo determinar que las principales bacterias

causantes de la meningitis bacteriana en Ecuador son:

Principales bacterias causantes de la

meningitis bacteriana

Streptococcus pneumoniae

Neisseria meningitidis

Listeria monocytogenes

Haemophilus influenzae

Escherichia coli

Tabla 1 Principales bacterias causantes de la meningitis bacteriana

Fuente: Lobo, 2016 5. Alvarado et al., 2017 3. Direccion Nacional de Vigilancia Epidemiolégica, 2019
28

Luego del analisis de las 201 muestras de liquido cefalorraquideo cuyos pacientes
tuvieron una edad comprendida entre 15 a 92 afios. Se evaluo la sensibilidad de la tincion
de Gram mediante la relacion de la prueba diagnostica de tincion de Gram y el gold

estandar de cultivos microbiol6gicos.

Cultivo microbioldgico

Tincion de Gram
(Gold estandar)

(Prueba diagndstica)

Positivo (n) (%) Negativo (n) (%)
Positivo (n=36) 34 (94,4) 2 (5,6)
Negativo (n=165) 24 (14,5) 141 (85,5)

Tabla 2 Tabla de contingencia entre la tincion de Gram y el cultivo microbiolégico

En la tabla N°2 se muestra que, 36 pacientes fueron positivos en la tincién de Gram ya
que se observaron microscopicamente bacterias en las placas tefiidas, de los mismos, 34
pacientes resultaron verdaderos positivos en el cultivo microbioldgico y 2 pacientes
dieron negativo en el gold estandar por lo que son considerados falsos positivos. 165
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pacientes resultaron negativos en la tincion de Gram, es decir, no se observaron bacterias
en las placas con muestra de liquido cefalorraquideo sometidas a tincion, de los cuales 24
pacientes ofrecieron resultados positivos en el cultivo microbiol6gico siendo
considerados como falsos negativos y finalmente 141 pacientes tanto en la prueba

diagnostica como en el cultivo mostraron resultados verdaderos negativos.

La sensibilidad también conocida como la fraccion de verdaderos positivos, muestra la
posibilidad de que una técnica diagndstica arroje un resultado positivo en un paciente
enfermo, para calcular la sensibilidad de la prueba diagnéstica se utilizaron los datos de
los pacientes que resultaron positivos en la tincion de Gram como se muestra en el cuadro
1, se tomaron los pacientes que fueron verdaderos positivos (34) y aquellos considerados
como falsos positivos (2), la misma se calcula mediante la relacion mostrada en la

siguiente formula:

Sensibilidad = _a x 100
(a+c¢)

- 34
Sensibilidad = Gi+2) x 100

Sensibilidad (%)

Tincién de Gram 94 4

Tabla 3 Resultado calculado para la sensibilidad de la tincion de Gram
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DISCUSION

De los 201 casos sospechosos de meningitis bacteriana tomados como muestra en el
estudio, sélo el 94.4% arrojé un diagndstico positivo para meningitis bacteriana, el mismo
que se obtuvo mediante una prueba diagndstica de primera linea como lo es la tincién de

Gram y con el posterior cultivo microbiolégico como gold estandar.

La tincion de Gram es un procedimiento de bajo costo, rapido y bastante sensible. Es muy
atil para la deteccion de la bacteria causante de la meningitis bacteriana en el 60 a 90%
de los pacientes que no han sido sometidos a terapia antibiotica, es recomendado la
realizacion de esta prueba en todas las muestras de LCR a los pacientes sospechosos de
meningitis bacteriana, ya que su resultado podria orientar rapidamente el tratamiento

antibidtico .

Segun Heckenberg et al. 2014, la tincién de Gram del liquido cefalorraquideo, permite
la identificacion rapida de un organismo patdgeno causal considerando el resultado de los
cultivos microbioldgicos con la técnica de tincion de Gram, el cual muestra una
sensibilidad desde el 75% al 95% 1°, lo que coincide con el valor de sensibilidad calculado

en esta investigacion del 94,4%.

Lobo, 2016 ° expresa que las principales bacterias causantes de meningitis bacteriana
son: Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Listeria monocytogenes,
Haemophilus influenzae y Escherichia coli, lo que coincide con lo reportado por
Alvarado et al. 2017, en la distribucion de los principales organismos causantes de la
meningitis bacteriana en Ecuador en un hospital de la ciudad de Guayaquil, siendo:
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y Escherichia coli, en donde los

principales casos reportados procedian de la provincia del Guayas .

Segun la Direccion Nacional de Vigilancia Epidemioldgica del Ecuador, se han
presentado 0,03 casos de meningitis bacteriana por cada 100000 habitantes desde el afio
2013 al 2019 siendo el principal causante la bacteria llamada Neisseria meningitidis
presentandose en pacientes con edades comprendidas entre los 12 a 64 afios, habitantes

de las provincias de Pichincha, Esmeraldas, El Oro, Chimborazo, Imbabura y Guayas .

En un estudio realizado por Celis et al., 2018, en donde se incluyeron 103 pacientes con
una edad promedio de 37 afios, los cuales fueron diagnosticados de meningitis bacteriana
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mediante tincion de Gram, se encontro que la bacteria identificada de forma mas frecuente
fue el Streptococcus pneumoniae, el mismo que se identifico en el 25% de los casos %°.
Esta bacteria también es considerada por Alvarez-Martinez et al. 2009, como el germen
que tiene mayor incidencia de casos de meningitis bacteriana en adultos, sosteniendo una

mortalidad que alcanza el 37% *°.

La bacteria Neisseria meningitidis causa el 10 al 35% de los casos de meningitis
bacteriana, seguida por Listeria monocytogenes con una incidencia del 5 al 10%,
Haemophilus influenzae presenta bajas tasas debido al desarrollo de vacunas contra este
microorganismo siendo la incidencia menor al 5% y Escherichia coli. con casos que van

desde el 1 al 10% de los pacientes °.

Segun Pardo, 2016 3L, la sensibilidad de la tincion de Gram de las bacterias causantes de
la meningitis bacteriana son: Streptococcus pneumoniae 90%, Haemophilus influenzae

86%, Neisseria meningitidis 75%, Escherichia coli 50% y Listeria monocytogenes <50%.
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CONCLUSIONES

Las principales bacterias causantes de meningitis bacteriana son: Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Listeria

monocytogenes y Escherichia coli.

La sensibilidad de la tincion de Gram de las muestras analizadas fue de 94,4%.
Mediante la investigacion bibliografica realizada, se encontrd que la sensibilidad
de la tincion de Gram en muestras de liquido cefalorraquideo de las principales
bacterias causantes de la meningitis bacteriana es: S. pneumoniae 90%,

H. influenzae 86%, N. meningitidis 75%, E. coli 50% y L. monocytogenes <50%.

Se realiz6 un protocolo de identificacion en muestras de liquido cefalorraquideo
de las principales bacterias causantes de meningitis bacteriana, siendo la prueba
de primera linea la tincion de Gram, como gold estandar los cultivos
microbiolodgicos; para la identificacion de Streptococcus pneumoniae, se realizo
una siembre en agar sangre y como test confirmatorios: la prueba de optoquina
con una posterior prueba de solubilidad en bilis y la prueba de la catalasa.
Haemophilus influenzae fue identificado con la siembra en agar chocolate y se
realizaron las pruebas confirmatorias; prueba de la oxidasa y una prueba de
factores de crecimiento. Se identificd Neisseria meningitidis con la siembra en
agar chocolate o en agar sangre y se confirmo con la prueba de la oxidasa y una
prueba de azucares. Escherichia coli fue identificada con un agar selectivo como
el agar MacConkey y finalmente la identificacion de Listeria monocytogenes se
realizd con la siembra de agar tripticasa soya y la confirmacion mediante la prueba

de la catalasa.
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RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones sobre la incidencia de las bacterias causantes de

meningitis bacteriana en nifios menores de 15 afios en la ciudad de Machala.

Promover las investigaciones de casos de meningitis bacteriana en la provincia de
El Oro tanto nosocomiales como comunitarias para estimar el nimero de

pacientes afectados.

Se recomienda realizar précticas preanaliticas, de manejo y transporte correctas

de las muestras de alto valor clinico para evitar resultados incorrectos.

Implementar técnicas rapidas, sensibles y efectivas de diagndstico tales como
PCR en los laboratorios locales para una pronta deteccion de la meningitis

bacteriana en los pacientes.
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