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1.1

EL PROBLEMA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La endocarditis infecciosa (El) es una enfermedad rara definida como
un foco infeccioso dentro del corazén, generando un desafio en el campo de
la cardiologia, presenta una elevada mortalidad que aproximadamente es del
25 - 30% anualmente. Los efectos que provoca son duraderos incluso en
pacientes que ya superaron esta enfermedad. Es considerada como la cuarta

enfermedad que pone en riesgo la vida de las personas en el mundo.(*-4

Los microorganismos implicados en la endocarditis infecciosa son
diversos y varian segun los factores de riesgo que presentan los pacientes. El
80% de los casos estan relacionados a estreptococos y estafilococos. El
Staphylococcus aureus, asi como los estafilococos coagulasa negativa, se ha
convertido en el organismo causante predominante en el mundo desarrollado,
conduce a una forma agresiva de la enfermedad, a menudo en poblaciones de
pacientes vulnerables o de edad avanzada. Los casos relacionados a
enterococos son considerados la tercera causa de infeccion en la endocarditis

infecciosa. (. 2)

Para el diagnéstico de endocarditis infecciosa el examen patoldgico es
mas sensible que el cultivo valvular. La endocarditis infecciosa con cultivo

negativo aproximadamente representa el 70% de los casos de endocarditis.®



Se ha demostrado que existe un porcentaje de casos de endocarditis
negativas al cultivo y a la tincion Gram convencional, pero al realizar la
coloracion con Gram modificado el resultado es positivo.®) Este problema ha
traido consigo un incremento en la mortalidad por terapias farmacoldgicas

fallidas. )

La contribucion del diagndstico anatomopatolégico tiene suma
importancia en los casos de endocarditis con hemocultivos negativos.® 8
Sabemos que las coloraciones empleadas en el area de anatomia patoldgica
mejoran notablemente la identificacion de ciertos microorganismos, una de
ellas es la coloracién de Gram, la cual ha sufrido varias modificaciones con el
fin de optimizar esta coloracién, como por ejemplo la modificacién de Brown-
Brenn, existe evidencia al aplicar esta técnica en tejidos patoldgicos, que con
el Gram convencional tenian un resultado negativo, el resultado fue totalmente

distinto.®

En el Peru el Instituto Nacional Cardiovascular (INCOR), como centro
de referencia de enfermedades cardiovasculares a nivel nacional, se evidencio
un incremento en el numero de pacientes con endocarditis infecciosa en estos
ultimos afios.('%) Por este motivo y lo mencionado anteriormente, es de suma
importancia encontrar nuevas técnicas que apoyen en el diagndstico de esta

patologia, razon por la cual el objetivo de este estudio es evaluar el desempefio



de la coloracion Gram y el Gram Brown-Brenn en el diagndstico de

endocarditis infecciosa.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

1.21

1.2.2

Problema general

¢, Cual es el desempefio de la coloracién Gram y el Gram modificado
Brown - Brenn para el diagndstico de Endocarditis bacteriana en el

INCOR, Lima 2015-20207

Problemas especificos

= ; Cual es la sensibilidad de la coloracién Gram en el diagndstico de

la endocarditis bacteriana en el INCOR, Lima 2015 — 20207

» 4 Cual es la especificidad de la coloracion Gram en el diagndstico de

la endocarditis bacteriana en el INCOR, Lima 2015 — 20207

= ;Cual es la sensibilidad de la coloracion Brown-Brenn en el
diagnostico de la endocarditis bacteriana en el INCOR, Lima afios

2015 - 20207

= ;Cual es la especificidad de la coloracion Brown-Brenn en el
diagnostico de la endocarditis bacteriana en el INCOR, Lima afios

2015 - 20207



1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 Objetivo general

Evaluar el desempefio de la coloracion Gram y el Gram modificado
Brown - Brenn para el diagndstico de endocarditis bacteriana en el

INCOR, Lima 2015-2020.

1.3.2 Objetivos especificos

Determinar la sensibilidad de la coloracion Gram en el diagndstico

de la endocarditis bacteriana en el INCOR, Lima 2015 — 2020.

e Determinar la especificidad de la coloracion Gram en el diagnostico
de la endocarditis bacteriana en el INCOR, Lima 2015 — 2020.

e Determinar la sensibilidad de la coloracion Brown-Brenn en el
diagndstico de la endocarditis bacteriana en el INCOR, Lima afios
2015 —2020.

e Determinar la especificidad de la coloracion Brown-Brenn en el

diagndstico de la endocarditis bacteriana en el INCOR, Lima afos

2015 -2020



1.4 JUSTIFICACION

La endocarditis infecciosa es un problema poco comun a nivel mundial
que afecta el revestimiento del corazén, que puede llevar a consecuencias
fatales. En los estados unidos se estima que presenta una tasa de mortalidad
promedio del 30% anualmente. En el Perd no se han realizado estudios de
incidencia, pero en los ultimos afios se ha evidenciado un incremento de casos
en el INCOR, convirtiéndose en todo un desafio para los profesionales de

salud.

La identificacion temprana de esa enfermedad podria mejorar el
prondstico del paciente, ya que el médico podria tener un mejor manejo
terapéutico, para ello se requiere el empleo de técnicas histopatolégicas que
pueden mejorar la identificacion de microorganismos, una de estas técnicas
seria el empleo de coloraciones mas sensibles y especificas; esto seria util
debido a que se han visto reportes de resultados erréneos donde los cultivos
de endocarditis son negativos pero al aplicar la coloracion modificada de
Brown-Brenn el resultado es positivo, ya que se logra distinguir mejor las
bacterias gram negativas, razon por la cual se deberia optar por el uso en los

laboratorios de patologia.



1.5

En consideracion con lo anteriormente expuesto, se realizara esta
investigacion para evaluar el desempefio en términos de sensibilidad y
especificidad de la coloracion Gram que se emplea convencionalmente y la
coloracion Gram de Brown-Brenn para el diagnostico de endocarditis

bacteriana.

DELIMITACION DE LA INVESTIGACION

1.5.1 Temporal

La presente investigacion se realizara durante los meses de agosto a
noviembre del 2021, para ello se contara con muestras recolectadas

durante los anos 2015 — 2020.

1.5.2 Espacial

Este estudio se realizara en el departamento de histopatologia del

Instituto Nacional de enfermedades Cardiovasculares.
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Figura 1 Ubicacidon geografica del Instituto Nacional de Enfermedades
Cardiovasculares. Tomado de Google Maps.

1.5.3 Recursos

Tabla 1. Recursos humanos, financieros, informaticos y materiales para la
investigacion.

RECURSOS HUMANOS
N° DESCRIPCION CANTIDAD
1 Profesionales 1
2 Asesor 1
RECURSOS FINANCIEROS
1 Coloracion Gram 1
2 Coloracién Gram Brown — Brenn 1
3 Lamina porta objetos caja x 100 2
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Cuchillas para corte histologico

Balsamo para montaje de
laminas

Laminas cubre objetos caja x
100

Lapiz punta de diamante

RECURSOS INFORMATICOS

Papeleria

Computadora

USB

Corrector liquido

Lapiceros

Marcador indeleble

EQUIPAMIENTO

Microscopio

Micrétomo

Bano maria
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2 MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

2.1.1 Internacionales

Siguiendo a Vélez Alejandro en el afo 2020 en el trabajo
denominado Tincién Gram de tejidos, alcances y limitaciones, que tiene
como objetivo describir los fundamentos de la coloracion Gram aplicada a
tejidos, el aporte que brinda en el diagndstico de infecciones
considerandose como técnica adicional para la identificacion de
microorganismos, asi como las limitaciones que presenta. El trabajo
emplea un método deductivo, con un instrumento denominado lista de
cotejos. Concluyendo que la coloracion Gram no solo debe estar orientada
a infecciones por bacterias, sino que también a hongos y parasitos, para
ello recomienda el uso de las modificaciones de Gram y estandarizarlas,
para que asi se pueda obtener la mejor tincién de microorganismos. Todo

esto se trabajo en muestra de tejidos.©®

Yuan Ye at col.2020 en el articulo denominado, Identificacion
histologica de Propionibacterium acnes en discos intervertebrales
degenerados no piogénicos. Tuvo como objetivo confirmar la presencia de

P. acnes en discos intervertebrales no piogénicos mediante observacion

12



histolégica. Método: se recolectaron discos intervertebrales degenerados
de 76 pacientes con lumbalgia y / o ciatica, pero sin sintomatologia, las
muestras positivas se tiieron con hematoxilina-eosina y la tincion de
Brown-Brenn modificada para su posterior estudio microscopico. Se
observé que 16 de las muestras eran positivos para P. acnés, 7 muestras
presentaron microbios visibles en las coloraciones, con el examen
microscépico se observé que las bacterias eran Gram positivas y
correspondian a P. acnés, por lo que se concluy6 que la presencia de P.

acnés podria demostrarse adicionalmente con métodos histologicos.('")

Taylor, Richard en el 2016, en la publicacién titulada Modificacion
de la tincion Gram Brown y Brenn para la coloracion diferencial de
bacterias Gram-positivas y Gram negativas en secciones de tejidos, este
es un estudio deductivo donde se evalua un método no descrito
previamente para realizar la coloracién Brown y Brenn, la cual permitira
tefir adicionalmente de los organismos Gram positivos, los Gram
negativos que presentan por lo general cierta dificultad al tefirlos con la
coloraciéon Gram tradicional, en tejidos. Los cambios en esta modificacion
han mostrado resultados consistentes y fiables en la tincion de organismos
Gram-negativos en secciones de tejidos, por lo que el autor concluye que
podria emplearse en coloracion de tejidos para una mejor distincion en

organismos Gram-negativos y Gram-positivos.(1?)
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Yang Kong en el afio 2020 en el trabajo denominado Un nuevo
meétodo de tincion Gram mejorado basado en el tubo capilar, el cual tuvo
como proposito desarrollar un procedimiento modificado del Gram
estandarizado usando un tubo capilar para la identificacion bacteriana. El
trabajo emplea un método exploratorio comparativo basado en cultivos
bacterianos puros, se emplearon 8 cepas de bacterias brindadas por la
universidad de Luoyang, a las cuales se realiz6 la coloracion Gram tanto
en portaobjetos como en el tubo capilar, en ambos se compararon las
bacterias Gram-negativas como las Gram-positivas; los resultados
mostraron que la morfologia de las cepas era visible en los tubos capilares,
ademas se podian diferenciar muy bien entre Gram-positivas y Gram-
negativas. Los autores concluyen que este método ademas de
proporcionar una buena diferenciacion emplea volumenes pequenos de
reactivos, motivo por el cual también podria ser un método empleado para

otro tipo de coloraciones.(3)

Awinashe, M; Wanjari, S; Parwani, R en el 2013 realizaron el estudio
titulado Presencia y ubicacion de bacterias en la Patosis Periapical
Humana: un estudio histopatoldgico. El estudio tuvo como objetivo estudiar
la presencia y ubicacion de bacterias en lesiones periapicales en humanos

mediante la coloraciéon Gram de Brown-Brenn modificada. Emplearon un

14



método descriptivo observacional, donde incluyeron 33 dientes humanos
con lesiones periapicales a los cuales después de un proceso de fijacion,
descalcificacion e inclusion, se realizaron cortes que fueron tefiidos con
tincion hematoxilina-eosina y Brown-Brenn. Se encontraron presencia de
bacterias en 28 de las 33 lesiones (17 granulomas y 11 quistes), la mayoria
de las bacterias fueron cocos Gram positivos, pocos fueron Gram
negativos. Los autores llegan a la conclusion que el desarrollo en este

campo es fundamental para un eficaz tratamiento en endodoncia.('4)

2.1.2 Nacionales

Siguiendo a Ferrer Carolina y col. En el afio 2021, en el trabajo
titulado Caracteristicas clinicas y epidemiolégicas en la endocarditis
infecciosa en el Hospital Nacional Dos de Mayo, 2014 — 2019, cuyo
propdsito fue la determinacibn de las caracteristicas clinicas y
epidemioldgicas de la endocarditis infecciosa (El) en dicho hospital. Para
este trabajo se emple6 un método descriptivo, retrospectivo y
observacional, tomando como poblacién a pacientes mayores de edad con
diagndstico de endocarditis infecciosa, teniendo en cuenta los criterios de
Duke, asi mismo contaban con hemograma, ecocardiografia vy
hemocultivo. De los resultados obtenidos el 57.7% tuvieron hemocultivo
negativo; presentaron fiebre, disnea como sintomatologia siendo

predominante el soplo cardiaco (67.6%). La valvula mitral fue la mas

15



afectada en el 51.7% de los pacientes y en el hemograma de los pacientes
se observo que el 88% tenian el ancho de distribucion eritrocitaria (ADE)
por encima de 14.4%. Los autores concluyen que valores elevados de ADE
podria usarse como marcador biolégico predictivo de enfermedades

cardiovasculares.(1°)

En el afio 2020 Berrio Frisancho y col realizaron el estudio titulado
Caracteristicas clinico-epidemioldgicas y resultado a corto y largo plazo
del tratamiento quirurgico por insuficiencia aortica en edad pediatrica en el
INCOR. Lima — Peru. ElI fin de este estudio fue analizar datos
epidemiologicos, clinicos, hallazgos y técnicas quirurgicas en diversos
periodos de tiempo en pacientes con insuficiencia adrtica que fueron
sometidos a tratamiento quirurgico, para ello emplearon un método
descriptivo, longitudinal y retrospectivo, que incluyo a pacientes < 15 afos
que fueron sometidos a cirugia cardiaca, con diagnostico de insuficiencia
aortica, comunicacioén interventricular y truncus arterioso. Los resultados
muestran que la afeccion clinica mas frecuente fue la disnea seguida de
palpitaciones y neumonia. El 64.86% tuvo insuficiencia aortica severa;
dentro de las técnicas, la mas empleada fue la plastia valvular en el 78.50%
de los casos. En el seguimiento se evidencio que a corto plazo la mitad de
participantes tuvo una insuficiencia adrtica leve, sin reintervencion

quirurgica; a largo plazo el porcentaje fue menory si hubo reintervenciones
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quirurgicas. La mortalidad fue mayor en los casos de reintervencion
quirurgica. Se concluyé que los resultados fueron exitosos con evidencia
de mejoria en las patologias cardiacas, ademas que la mortalidad aumenta

cuando hay una reintervencién quirargica.('®)

Polo Gracia del Carmen en el 2020 en el estudio Experiencia de
cinco afnos en el manejo de Endocarditis Infecciosa complicada en un
centro de referencia nacional. El objetivo fue evaluar las caracteristicas
epidemiologicas, clinicas  microbiolégicas, ecocardiograficas vy
complicaciones en pacientes con endocarditis infecciosa complicada. El
estudio fue retrospectivo y descriptivo, se incluyeron 59 casos, obteniendo
que el signo mas frecuente fue la fiebre (69.49%) y el sintoma
predominante fue la disnea (52.5%), el patdogeno aislado con mayor
frecuencia de los hemocultivos fue Staphylococcus spp. Las
ecocardiografias mostraron que la afeccidon predominante era a nivel
aortico, generando complicaciones como el bloqueo auriculoventricular
principalmente (28.8%). Los autores llegan a la conclusién de que esta
patologia continua siendo desafiante, hay evidencia de cambio a nivel de
su patologia y epidemiologia, pero aun no hay un cambio significativo en

la mortalidad ya que esta ain se mantiene.('%)
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2.2 BASES TEORICAS

2.2.1 Endocarditis infecciosa

a) Definicion
La endocarditis bacteriana esta definida como una patologia
cardiaca caracterizada por una invasién microbiana que afecta a la
capa de revestimiento del corazén llamada endocardio y también a
las valvulas cardiacas (mitral y tricuspide en su mayoria),
provocando una destruccién del tejido que puede tener
consecuencias fatales para la salud de la persona si no se trata con

anticipacion. (17-20)

Esta enfermedad se relaciona con una elevada mortalidad
intrahospitalaria que fluctua entre el 25 — 30 % inclusive teniendo
un diagnostico precoz de la enfermedad, un avance en el
tratamiento quirdrgico, asi como el farmacoldgico® 2Y) por este
motivo resulta un verdadero desafio para el médico clinico, esto

debido a sus caracteristicas y complejidad que presenta.('8)
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b) Epidemiologia

En los paises desarrollados la Endocarditis infecciosa tiene
una incidencia de 3 — 10 casos de 100 000 habitantes anualmente.
Existe una mayor predisposicion por el sexo masculino que por el
sexo femenino en esta enfermedad, manteniendo una relacion de
3:2 que se puede extender hasta 9:1.2224) Esta afeccion por lo
general afecta actualmente a personas mayores de 65 afos de
edad con diferencia de afos anteriores que afectaba a personas de
40 afos, este cambio se le atribuye al uso farmacoldgico
indiscriminado de antibioticos. También el uso de drogas por via
endovenosa, la degeneracion de valvula mitral primordialmente y el
uso de dispositivos artificiales desfasaron a los factores clasicos en

el siglo XX| (22, 25-27)

c) Patogenia
La infeccion es facilitada por presencia de una lesion a nivel
endotelial afectando la barrera cutaneo mucosa, haciendo que sea
punto facil de acceso de gérmenes. El daio valvular por excelencia
en primer lugar sucede en la valvula mitral, seguido de la lesién a
nivel de la valvula adrtica como segundo lugar. En contraparte
cuando se habla de abuso de drogas por via endovenosa, la valvula

afectada en este caso es la tricuspide. (')
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La infeccién puede suceder tanto en valvulas nativas como
en valvulas artificiales. En las valvulas nativas el paso de un flujo a
gran velocidad provocara una turbulencia, generando cambios a
nivel endocardico, también provocara un depdsito de plaquetas y
fibrina, todo esto generara una endocarditis trombdética abacteriana,
que cuando sea colonizada por un microorganismo pasara a
llamarse endocarditis infecciosa. Mientras que en las valvulas
artificiales (bioldégicas y mecanicas) son mas susceptibles a ser
colonizadas y desencadenar una infeccion en los dos meses
siguientes a la intervencion quirurgica, esta recibe el nombre de
endocarditis protésica precoz, y si supera los dos meses recibe el
nombre de endocarditis tardia. En relacion al grado de riesgo este
es mayor en valvula adrtica que mitral, asi como en valvulas

mecanicas que bioldgica. (17

d) Clasificacion
Existen distintas clasificaciones para la endocarditis
Infecciosa algunos autores se basan en la evolucion que tenga, la
comorbilidad del paciente, la virulencia del microorganismo y los
factores del huésped pueden dividirse en aguda y subaguda (Tabla

1). (7) Otros autores para la clasificacion de esta patologia se basan
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en el tipo de valvula, si es nativa o por protesis, clasificandola de la

siguiente manera. (%)

e Endocarditis de valvula nativa (EVN): La infeccidon esta
localizada en alguna valvula natural del corazén (mitral,

tricuspide, etc), se subdivide en:

AGUDA: Presenta menos de un mes de evolucion.
SUBAGUDA: Tiene menos de seis meses de evolucion.
CRONICA: La patologia tiene una evolucién por encima de
los seis meses.

e Endocarditis de valvula protésica (EVP): Aquella que
ocurre en una valvula mecanica o bioldgica similar a una

valvula nativa. Se subdivide en:

Precoz: Aquella que se presenta en un periodo menor a un
afio posterior a la cirugia.
Tardia: Se da en casos mayores a un ano posterior a la
cirugia.

e Relacionada con dispositivos intracardiacos: Aquella
que ocurre con marcapasos permanentes o

cardiodesfibrilador.
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Tabla 2. Clasificacion de la endocarditis infecciosa.(1”)

AGUDA SUBAGUDA
Germen Alta virulencia Baja virulencia
Previamente normal o
Valvula cardiaca Previamente anormal
no

Vegetaciones

. Vegetaciones friables*, tejido de
Morfologia . .
friables™ granulacion en la
base.

. Dias a semanas,
Evolucion . _ De semanas a meses
rapido y agresivo

o Malo a pesar del Bueno con
Pronéstico _ _ _
tratamiento tratamiento eficaz

e) Etiologia

La etiologia de la endocarditis infecciosa es muy diversa, uno
de los patégenos mas conocido y mas virulento que se asocia a
esta patologia es el Staphylococcus aureus, primordialmente es
aquellos pacientes con abuso de drogas intravenosas. El agente
mas comun es el Streptococcus viridans presente en la cavidad
bucal, el cual puede producir bacteriemias debido a procedimientos
dentales, este agente esta mas relacionado con las infecciones
subagudas. En los procedimientos quirdrgicos es comun la
infeccion por Enterococcus faecalis, y en menor proporcion por

enterococos, Gram negativos y hongos.('")
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2.2.2 Coloracion Gram

En 1884 Hans Christian Gram describi6 la tincion que lleva
su nombre para la aplicacion en la parte microbioldgica, esta técnica
permite la distincion entre organismos Gram positivos y Gram
negativos, siendo de ayuda como un diagndstico inicial que lleve a
un tratamiento farmacologico temprano. © 29.30)

ARos después han surgido diversas modificaciones para que
esta tincion sea aplicada no solo en el campo de microbiologia sino
también en otras areas como en patologia, dentro de estas
modificaciones encontramos la modificacion de Brown-Hopps,
Brown-Brenn y Gram-Twort que se han adaptado perfectamente en
el ambito de patologia clinica, estas coloraciones deben de cumplir
con los 5 criterios de evaluacion de una buena coloracion.(30-33)

El Gram modificado de Brown-Brenn fue introducido en el
campo de la histologia en 1931, para el uso en cortes de tejidos,
debido a la dificultad que existia para poder diferenciar los

organismos Gram-negativos('?)
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Coloracion Brown-Brenn

En la coloracién Brown-Brenn se emplea la fucsina basica

como contraste y el acido picrico-acetona como decolorante. En

esta coloracion se observan las bacterias Gram-positivas de color

azul y las Gram-negativas de color rojo(® 34

Soluciones:

a)

b)

Solucion de Cristal Violeta

Cristal violeta, 10% de alcohol 2mL
Agua destilada 18 mL
Oxalato de amonio al 1% 80 mL

Mezclar y almacenar, no olvidar agitar antes de usar.

Yodo modificado de Gram

Yodo 29
Yoduro de potasio 49
Agua destilada 400 mL

Disolver el yoduro de potasio en una pequefa proporcion de
agua destilada, luego adicione yodo y disuelva nuevamente,

finalmente complete el volumen con agua destilada.
Solucidén acetona-alcohol etilico
Alcohol etilico absoluto 50 mL

Acetona 50 mL
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d) Solucién de fucsina basica al 0.5% (stock)

Fucsina basica 05¢g

Agua destilada 100 mL

Disolver en calor y con ayuda de un agitador magnético

e) Solucién de fucsina basica (solucion para trabajo)

Solucién de fucsina basica (stock) 10 mL

Agua destilada 40 mL

f) Acido picrico-acetona

Acido picrico 0.1g

Acetona 100 mL

NOTA: Se recomienda comprar la solucién acido-picrico ya
preparada debido a que el acido picrico soélido tiende a ser

explosivo.

dg) Solucién de acetona-xileno
Acetona 50 mL

Xileno 50 mL

Procedimiento:
1) Desparafinar y rehidratar las muestras a través de alcoholes

graduados en agua destilada.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Tedir las muestras con solucién de cristal violeta,
previamente filtrada, durante 1 minuto.

Enjuagar con agua destilada.

Tenfir con solucion de yoduro durante 1 minuto.

Enjuagar con agua destilada y secar, pero no la seccién de
tejido.

Decolorar con alcohol-acetona hasta que el color azul deje
de correr (dos inmersiones).

Tenir con fucsina basica de trabajo por 1 minuto. Asegurarse
de agitar los portaobjetos en la fucsina antes de comenzar a
cronometrar el tiempo.

Enjuagar y secar los portaobjetos

Sumergir en acetona (solo una inmersién)

10)Sumergir en acido picrico-acetona hasta que las secciones

de tejido tengan una coloraciéon rosa amarillenta.

11)Sumerja varias veces en la solucion acetona-xileno.

12)Aclare en xileno y monte las laminas.
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2.3 FORMULACION DE HIPOTESIS

2.3.1 Hipotesis General

Existe un desempefio favorable en la coloracion Gram y Gram
modificado Browm - Brenn para el diagnostico de Endocarditis

bacteriana. INCOR, Lima. Anos 2015 — 2020

Hi: No existe un desempefo significativo entre la coloracion
Gram y Gram modificado Browm - Brenn para el diagndstico de

Endocarditis bacteriana. INCOR, Lima. Anos 2015 — 2020

HO: Existe un desempefio significativo entre la coloracion Gram
y Gram modificado Browm - Brenn para el diagndstico de

Endocarditis bacteriana. INCOR, Lima. Anos 2015 — 2020

2.3.2 Hipotesis especificas

H1. La coloracion Gram muestra buena sensibilidad para el
diagndstico de endocarditis infecciosa en el INCOR, Lima 2015 —

2020.

Ho: No existe buena sensibilidad de la coloracién Gram para
el diagndstico de endocarditis infecciosa en el INCOR, Lima

2015 - 2020.
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Hi: Existe buena sensibilidad de la coloracién Gram para el
diagndstico de endocarditis infecciosa en el INCOR, Lima

2015 - 2020.

H2. La coloracion Gram muestra buena especificidad para el
diagndstico de endocarditis infecciosa en el INCOR, Lima 2015

—2020.

Ho: No existe buena especificidad de la coloracion Gram
para el diagndstico de endocarditis infecciosa en el INCOR,

Lima 2015 — 2020.

Hi: Existe buena especificidad de la coloracién Gram para el
diagnostico de endocarditis infecciosa en el INCOR, Lima

2015 - 2020.

H3. La coloracion Gram Brown-Breen muestra buena
sensibilidad para el diagnéstico de endocarditis infecciosa en el

INCOR, Lima 2015 — 2020.

Ho: No existe buena sensibilidad de la coloracion Gram
Brown-Breen para el diagndstico de endocarditis infecciosa

en el INCOR, Lima 2015 — 2020.
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Hi: Existe buena sensibilidad de la coloracion Gram Brown-
Breen para el diagndstico de endocarditis infecciosa en el

INCOR, Lima 2015 — 2020.

H4. La coloracion Gram muestra buena especificidad para el
diagndstico de endocarditis infecciosa en el INCOR, Lima 2015

—2020.

Ho: No existe buena especificidad de la coloracion Gram
Brown-Breen para el diagndstico de endocarditis infecciosa

en el INCOR, Lima 2015 — 2020.

Hi: Existe buena especificidad de la coloracién Gram Brown-
Breen para el diagndstico de endocarditis infecciosa en el

INCOR, Lima 2015 — 2020.
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3 METODOLOGIA

3.1 Método de la investigaciéon

El método empleado en el estudio es hipotético deductivo porque esta
herramienta histopatolégica nos ayudara a resolver el problema de
investigacion a través de una respuesta tentativa denominada hipétesis de
investigacion. A su vez los resultados se mostraran estadisticamente, asi

como la contrastacion de la hipotesis. (3%

3.2 Enfoque de la investigacion

El presente trabajo es de investigacion tiene un enfoque objetivo, esta
basado y fundamentado en la revision de la literatura, describiendo no
solamente los conceptos de la variable sino el dimensionamiento de la
misma. La informacion se obtendra mediante la recoleccién estadistica de
datos, ademas para la recoleccion se empleara un instrumento de
recoleccion denominado lista de cotejos. La presentacion de los resultados

sera cuantitativa ya que se apoyara de la estadistica.(®¢)

3.3 Tipo de investigacion

Es aplicada neta porque desarrollara en entornos reales y creara un
conocimiento especifico. El presente trabajo de investigacion es de nivel

experimental puro, porque hay manipulacion de las variables por deduccion.
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correlacional, razén la por la cual corresponde al tipo de investigacion

aplicada.(®%)

3.4 Diseno de la investigacion

El disefo de investigacion del presente estudio es de tipo experimental
pura porque habra manipulacién de las variables, ademas porque habra dos
grupos de muestras a los que se les realizara las coloraciones Gram.(6)
También es de tipo transversal porque los datos seran recolectados en un
momento determinado.®”) Teniendo en cuenta el recojo de informacién en
un solo periodo de tiempo; esta se dara con posterioridad a la planificacion
del presente trabajo de investigacion. Dicha planificacion es conocida como
proyecto de investigacién razén por la cual es del tipo prospectivo. Cabe
senalar que el titulo de investigacién tiene variable de tiempo el intervalo de
los afnos 2015 — 2020, en dicho periodo de tiempo se obtuvieron las muestras
de valvula cardiacas con diagndstico de endocarditis bacteriana, las mismas
que siguieron la técnica de inclusion en parafina obteniendo un taco donde
estaban incluidas dichas valvulas, sin embargo, para el presente trabajo de
investigacion tiene como objetivo asociar dos coloraciones en dichas
muestras; para lograr el objetivo, se realizara un nuevo corte con micrétomo
a los tacos en menciéon, asi mismo se usaran los colorantes respectivos
hasta su observacion. Las acciones antes mencionadas se desarrollaran

posteriores al proyecto de investigacion.(®”)
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3.5 Poblacién, muestra y muestreo

La poblacién incluye todas las muestras de valvula cardiacas de los
afios 2015 al 2020 las mismas que seran trabajadas en el afio 2021. El
numero de valvulas cardiacas suman 30 en dicho periodo.

La muestra coincide con la poblacion razén por la cual no se aplicara
una formula para determinar dicho parametro, a su vez la confiabilidad o
fiabilidad de los resultados obtenidos no admiten el sesgo de error, toda vez
que la muestra coincide con la poblacion.

Con respecto al muestreo este no sera considerado debido a que no

tenemos férmula aplicada de tamano de muestra.

3.6 Variables y operacionalizaciéon

Tabla 3 Operacionalizacién de la variable 1

DEFINICION DEFINICION .
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSIONES N° DE ITEM INDICADOR
Es la coloracién L Tincion general
. que actualmente 2 Claridad de tincién
Es la coloracion se utiliza en las Tincid
de referencia ) COLORACION 3 _thaon
. arala secciones citoplasmética
TINCION | . parala tisulares de TISULAR 2 Tincic |
GRAM iferenciacion | . O rdiacas incién nuclear
taxonémica de para la Tincion del material
laboratorio de dif 2 5 de fond
Microbiologia . ! erenggmon ~ € fondo
microscopicas de | p|FERENCIACION 1 Gram negativos
bacterias. BACTERIANA 2 Gram positivos
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Tabla 4. Operacionalizacién de la variable 2

DEFINICION DEFINICION N° DE
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSIONES ITEM INDICADOR
1 Tincién general
. . 2 Claridad de tincidn
) Es la coloracion Es la coloracion —
TINCION de referencia | dereferenciaen | COLORACION 3 _ Tincion
GRAM para la tejidos para la TISULAR citoplasmatica
MODIFICADO | diferenciacién diferenciacioén 4 Tincion nuclear
BROWN - taxonémica de bacteriana en el Tinciédn del material
BRENN laboratorio de laboratorio de 5 de fondo
Histotecnologia Histotecnologia y
¢ g DIFERENCIACION 1 Gram negativos
BACTERIANA 2 Gram positivos

3.7 Técnicas es instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1 Técnica

Observacional.

El instrumento empleado para este proyecto es una lista de

posteriormente vaciar los resultados obtenidos a una base de datos

y de esta forma organizar la informacién para su posterior

3.7.2 Descripcion de instrumentos
cotejos (Anexo 2), cual
tabulacion.

3.7.3 Validacién

Para la validacion del instrumento, este se realizara a través

sera debidamente

de juicio de expertos, para ello se presentara la documentacion

requerida por la universidad. (anexos)
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3.7.4 Confiabilidad

Para medir la confiabilidad del instrumento se usara el
coeficiente Alfa de Cronbach que permitid determinar la fiabilidad
del instrumento. Segun Hernandez, sefala que este coeficiente es

util para medir la fiabilidad de una escala de medida o test.

Tabla 5. Niveles de confiabilidad

Valores Nivel

De-1a0 No es confiable
De 0,01 2 0,49 Baja confiabilidad
De 0,5 a 0,75 Moderada confiabilidad
De 0,76 a 0,89 Fuerte confiabilidad
De0,9a1 Alta confiabilidad

3.8 Plan de procesamiento y recoleccién de datos

Para el analisis descriptivo y estadistico de los resultados que se
obtengan por ambos métodos de evaluacién, se procedera a almacenar la
informacion en una base de datos en el programa Microsoft Excel, luego se

realizara los calculos de sensibilidad, especificidad.

La informacién asentada en la base de datos sera revisada con

métodos manuales y porcentuales, los resultados seran llevados a Tablas y

Graficos para facilitar su analisis, discusién y presentacion.
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3.9 Aspectos éticos

El presente estudio sera sometido al comité de ética del Instituto
Nacional Cardiovascular, asi como al de la universidad privada Norbert
Wiener. También cabe resaltar que los datos de los pacientes se mantendran
en reserva respetando el derecho de confidencialidad, para ello se asignara

un cédigo a cada muestra.
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4 ASPECTOS ADMINISTRATIVOS

4.1 Cronograma de actividades

Tabla 6. Cronograma de Actividades

Meses

Actividades

Idea de proyecto

Planteamiento del problema

Elaboracion

Determinacion de la informacion

Pautas para la busqueda de
informacién

Elaboracién de los antecedentes

Elaboracién de la justificacién e
importancia del proyecto

Determinacion de objetivos

Definicidn

Identificacion de las variables

Precision de la metodologia de
investigacion

Desarrollo del estudio

Analisis del estudio

Discusion

Conclusidn y recomendaciones

Sustentacion de tesis

4.2 Presupuesto

Tabla 7. Presupuesto

COSTO COSTO
UNITARIO | TOTAL

N° DESCRIPCION CANTIDAD

SERVICIOS NO PERSONALES

1. Profesionales 1 500 500

BIENES DE CONSUMO
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Papeleria 200 0.10 20.00
Corrector liquido 1 2.50 2.50
Lapiceros 2 0.50 1.00
Marcador indeleble 3 1.50 4.50
UsB 1 16.00 16.00
BIENES DE SERVICIOS
Impresiones 50 0.03 1.50
Movilidad — pasajes 20 1.00 20.00
BIENES DE INVERSION
Laminas porta objetos caja x 100 2 40.00 40.00
Cuchillas para corte histolégico 5 50.00 50.00
Balsamo para montaje de laminas 1 35.00 35.00
Laminas cubre objetos caja x 100 2 30.00 30.00
Lapiz punta de diamante 1 12.00 12.00
COLORACION GRAM 1 45.00 45.00
COLOORACION GRAM BROWN - 1 1200.00 1200.00
BRENN
TOTAL 2017.50
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Anexo N°1: Matriz de consistencia

ANEXOS

Titulo de la investigacion: “Desempeno del método de coloracion Gram y Gram modificado Browm - Brenn en el
diagnéstico de Endocarditis bacteriana INCOR, Lima 2015 - 2020”

Tabla 8. Matriz de consistencia

Formulacion del Objetivos Hipoétesis Variables Diseno
Problema metodoldgico
Problema General Objetivo General Hipotesis General Variable 1 Gram Tipo de
¢, Cual es el desempefio | Evaluar el desempefio investigacion
de la coloracién Gram y | de la coloracion Gramy Existe un desempefio Dimension:
el Gram modificado de | el Gram modificado | favorable en Ila coloracién Determinar ia Aplicada,
Brown - Brenn para el | Browm - Brenn para el Gram y Gram modificado calidad de imagen Transversal,
diagndstico de | diagnéstico de Browm - Brenn para el en las retrospectiva
Endocarditis bacteriana | endocarditis bacteriana diagndstico de Endocarditis caracteristicas
en el INCOR, Lima| en el INCOR, Lima bacteriana. INCOR, Lima. morfolégicas de las Método
2015-20207? 2015-2020. Afos 2015 - 2020 b )
acterias N
Hipotético
Deductivo

Problemas
Especificos

P1. ;Cual es |Ila
sensibilidad de la
coloraciéon Gram en el
diagnéstico de la
endocarditis bacteriana

Objetivos Especificos

O1. Determinar la
sensibilidad de la
coloracion Gram en el
diagndstico de la
endocarditis bacteriana
en el INCOR, Lima 2015
—2020.

Hipétesis Especificas

H1. La coloracion Gram
muestra buena sensibilidad
para el diagnostico de
endocarditis infecciosa en el
INCOR, Lima 2015 — 2020.

Variable 2 Gran
modificado Browm
— Brenn

Dimensioén:
Determinar la
calidad de imagen
en las
caracteristicas

Diseio de la
investigacion

No experimental

Poblaciony
muestras

42




en el INCOR, Lima 2015
— 20207

P2. ;Cual es Ila
especificidad de la
coloraciéon Gram en el
diagnéstico de la
endocarditis bacteriana
en el INCOR, Lima 2015
— 20207

P3. ¢Cudl es |Ila
sensibilidad de la
coloracion Brown-Brenn
en el diagnostico de la
endocarditis bacteriana
en el INCOR, Lima afios
2015 - 20207

P4. ;Cual es |Ia
especificidad de la
coloracion Brown-Brenn
en el diagnostico de la
endocarditis bacteriana
en el INCOR, Lima anos
2015 -20207?

02. Determinar la
especificidad de la
coloracion Gram en el
diagnéstico de la
endocarditis bacteriana
en el INCOR, Lima 2015
—2020.

03. Determinar la
sensibilidad de la
coloracion Brown-Brenn
en el diagndstico de la
endocarditis bacteriana
en el INCOR, Lima afios
2015 — 2020.

04. Determinar la
especificidad de la
coloracion Brown-Brenn
en el diagnéstico de la
endocarditis bacteriana
en el INCOR, Lima anos
2015 -2020

H2. La coloracion Gram
muestra buena especificidad
para el diagnostico de
endocarditis infecciosa en el
INCOR, Lima 2015 — 2020.

H3. La coloracion Gram
Brown-Breen muestra buena
sensibilidad para el

diagnéstico de endocarditis
infecciosa en el INCOR, Lima
2015 - 2020.

H4. La coloracion Gram
muestra buena especificidad
para el diagnéstico de
endocarditis infecciosa en el
INCOR, Lima 2015 — 2020

morfologicas de las
bacterias

Poblacion: Todas
endocarditis
INCOR que estén
en la base de
datos de AP 40
Muestra: Todas las
endocarditis que
tengan buen tejido
en base de datos
30 muestras
INCOR Lima afio
2015 - 2020
La muestra
comprendera toda
la poblacion

Fuente: Elaboracidn propia
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Anexo N°2: Instrumento de medicion

LISTA DE COTEJO SOBRE LA COLORACION GRAM

Codigo interno:

Fecha de aplicacion:

Apellidos y Nombres del evaluador:

Lugar de Evaluacion:

INSTRUCCIONES

A continuacion, presentamos una Lista de cotejos que tiene por objeto evaluar la coloracion
Gram en valvulas cardiacas con Endocarditis Bacteriana. El presente instrumento presenta una
respuesta dicotomica: Si, No. marque la respuesta conveniente

’

Ne Evaluacion de la calidad de la coloracion SI NO

1 . . ..,
Se evidencia una buena tincion

Se observa una buena claridad en la tincion

3| Se observa una adecuada tincion del citoplasmatica.

5 | Se observa buena tincion de nucleos celulares

5 | Se evidencia una adecuada tincion del marial de fondo

Evaluacion de la diferenciacion bacteriana

1 | Existe buena diferenciacion entre bacterias Gram negativas
y bacterias Gram positivas.

Glosario de término.

Gram,; En 1884 Hans Christian Gram describio la tincion que lleva su nombre para la
aplicacion en la parte microbiolégica, esta técnica permite la distincion entre
organismos Gram positivos y gramnegativos, siendo de ayuda como un diagnostico
inicial que lleve a un tratamiento farmacolégico temprano. (9, 29, 30.33)
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LISTA DE COTEJO SOBRE LA COLORACION GRAM BROWN -

BRENN

Codigo interno:

Fecha de aplicacion:

Apellidos y Nombres del evaluador:

Lugar de Evaluacion:

INSTRUCCIONES

A continuacion, presentamos una Lista de cotejos que tiene por objeto evaluar la coloracion
Gram en valvulas cardiacas con Endocarditis Bacteriana. El presente instrumento presenta una

respuesta dicotomica: Si, No. marque la respuesta conveniente

Ne° Evaluacion de la calidad de la coloracion

Si

NO

1 . . ..,
Se evidencia una buena tincion

Se observa una buena claridad en la tincion

3| Se observa una adecuada tincion del citoplasmatica.

5 | Se observa buena tincion de nucleos celulares

5 | Se evidencia una adecuada tincion del marial de fondo

Evaluacion de la diferenciacion bacteriana

1 | Existe buena diferenciacion entre bacterias Gram negativas
y bacterias Gram positivas.

Glosario de término.

Gram,; En 1884 Hans Christian Gram describio la tincion que lleva su nombre para la

aplicacion en la parte microbiolégica, esta técnica permite la distincion entre

organismos Gram positivos y gramnegativos, siendo de ayuda como un diagnostico

inicial que lleve a un tratamiento farmacolégico temprano. (9, 29, 30, 33)
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NO

DIMENSIONES / items

Pertinencia

Relevancia

Claridad

Sugerencias

VARIABLE 1: TINCION GRAM

DIMENSION 1 : COLORACION TISULAR

S|

NO

Sl

NO

Sl

NO

Tincion general

Claridad de tincién

Tincidn citoplasmatica

Tincidn nuclear

Tincién del material de fondo

DIMENSION 2 : DIFERENCIACION BACTERIANA

Gram negativos

Gram positivos

VARIABLE 2: TINCION GRAM MODIFICADO BROWN - BRENN

DIMENSION 1 : COLORACION TISULAR

Tincion general

Claridad de tincién

Tincion citoplasmatica

Tincidn nuclear

Tincién del material de fondo

DIMENSION 2 : DIFERENCIACION BACTERIANA

Gram negativos

Gram positivos
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ANEXO 3. Carta de presentacion

CARTA DE PRESENTACION

Doctor:
Juan Carlos Benites Azabache
Presente

Asunto:  VALIDACION DE INSTRUMENTOS A TRAVES DE JUICIO DE
EXPERTO.

Es muy grato comunicarme con usted para expresarle mi saludo y asi mismo,
hacer de su conocimiento que siendo estudiante del programa de SEGUNDA
ESPECIALIDAD EN HISTOTECNOLOGIA requiero validar los instrumentos con
los cuales recogeré la informacion necesaria para desarrollar mi investigacion y con la
cual optaré EL TITULO PROFESIONAL DE ESPECIALISTA EN
HISTOTECNOLOGIA.

El titulo nombre de mi proyecto de investigacion es: “Desempeiio del método
de coloracion Gram y Gram modificado Browm - Brenn en el diagndstico de
Endocarditis bacteriana INCOR, Lima aiio 2021
y siendo imprescindible contar con la aprobacion de docentes especializados para
aplicar los instrumentos en mencion, he considerado conveniente recurrir a Usted, ante
su connotada experiencia en temas de SALUD Y EDUCACION.

El expediente de validacion que le hago llegar contiene:
- Carta de presentacion.
- Matriz de operacionalizacién de las variables.
- Certificado de validez de contenido de los instrumentos.
- Instrumentos

Expresandole los sentimientos de respeto y consideracion, me despido de Usted, no
sin antes agradecer por la atencion que dispense a la presente.

Atentamente,

Reynaldo Artica Vicente
D.N.I: 4035543
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