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CAPITULO I



INTRODUCCION

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

£l aislamiento rapido de los agentes etiologicos de as bacteriemias sigue siendo una
de las funciones mas importantes del laboratorio de Microbiologia.

Para la deteccicn del crecimiento bacteriano en hemocultivos, existen principalmente
dos sistemas: los sistemas convencionales y los no convencionales, de éstos ditimos los
sistemas automatizados tienen como ventaja mayor rapidez, sensibilidad y evitan la
resiembra ciega.

De los sisternas automatizados, el sistema Bactec (Becton Dickinson) es el mas

utilizado, este sistema detecta niveles de concentracién de CO, producido por el
metabolismo de los microorganismos mediante radiometrfa, espectrofotometria o
fluorometria (6,10). La mayoria de los hospitales utilizan el sisterna espectrofotométrico, por
no requerir de materiales radioactivos. El proveedor del sistema recomienda un valor de
corte de los indices de presién de CO, (igual o mayor 42 unidades) para considerar los
hemocultivos positivos; sin embargo, se ha observado que en el Instituto Nacional de
Cardiologia "Ignacio Chavez" {INCICh) este valor proporciona un porcentaje demasiado
elevado de hemocultivos con valores falsos positivos. Esta discrepancia ha sido también
informada por varios autores, quienes sugieren ajustar los valores de corte recomendados
por la casa comercial al hospital donde se utilice este sistema de deteccion de bacteriernias
(5,18,19).
Se postula que el punto de corte que se refiere a la cantidad de CO, que se detecta en los
frascos, el cual es producido por el metabolismo de los microorganismos puede variar,
dependiendo de la presion atmosférica y probablemente de la presion parcial de CO; en el
ambiente; puede cambiar también por el estado fisiolégico del paciente (5,17).



Por lo anteriormente: expuesto, se - decidio- investigar que - caracteristicas
fisiologicas del paciente ocasionan  valores de crecimiento elevado, llegando a sugenr
hemacultivos positivos cuanda realmente no lo son (falsos posntuvos)

1.2. OBIETIVOS.

- Determinar si algunas caracteristicas inherentes en los pacientes se ccrre!acnonan con la

presencia de valores falsos positivos en las lecturas de CO, de hemocultivos BACTEC, en o
INCICh.

- Investigar si hay relacidn entre el microorganismo aislado y el valor de. crecimiento

obtenido, asf cormo en fa rapidez de incremento de produccidn de CO, detectada por- el
sistema Bactec.

1.3. HIPOTESIS.

- Existen caracteristicas especificas en los pacientes tales como la cantidad de células
sanguineas, la glucosa, la presién parcial de CO, v la hemoglobina que pueden intrementar
fa cantidad de CO, detectada en los hemocultivos del sistema Bactec, dando como resultado
valores falsos positivos, en cambio otros como el colesterol no tienen relacion con la
cantidad de CO, en los hernocultivos.

- Es posible determinar un perfil de produccdon de CO, dependiente del tipo de
microorganismo en hemocultivos positivos.
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ANTECEDENTES

2.1. GENERALIDADES DE BACTERIEMIAS,

Las bacteriemias ocupan un lugar muy importante dentro de las ‘enfermedades’
infecciosas, tanto por su frecuencia como por su gravedad ya que ademas d_e la invasion de
los microorganismos al torrente circulatorio, se favorece la dise,minavc‘iidr') de los fnisrﬁqﬁs a
todo el organismo, afectandose con ello, el funcionamiento »défdl‘ : t ‘ér'ga\nqs',,que
pueden conducir a la muerte del paciente. Una bacteriemia se"défine, comoi la
presencia de microorganismos en la sangre, y puede indicar la existen\cié de un_' foco™
infeccioso intravascular como endocarditis o extravascular como una néumonfa o‘un

absceso hepitico, pudiendo también representar simplemente el paso transitoric’ de
bacterias a la sangre (12).

2.1.1. CLASIACACION DE BACTERIEMIAS.

Las bacteriemias se clasifican en tres grupos:
i) Bacteriemia transitosia: £s el paso breve y rapido de bacterias al torrente sanguineo por
un evento traumdtico menor, los microorganismos son eliminados répidamente por el
sistema reticuloendotelial. El nimero de ricroorganismes es mfnimo, por lo general menor
de 30 microorganismos por mililitro de sangre.

ii) Bacteriemia intermitente: Esta relacionada a procesos infecciosos localizados, como
abscesos, neumonfas, infecciones de vias urinarias etc. Los microorganismos se encuentran

en sangre y posteriormente son eliminados por el sistema retfculo endotelial o se situan en
otro érgano.



iii) Bacteriemia continua: Se presenta en casos de infecciones intravasculares tales como:
endocarditis, en infecciones severas no controladas, y en la fase aguda de infecciones del
sistema reticulo endotelial {vgr. Fiebre tifoidea). En este tipo de bacteriemias la presencia de
microorganismos es continua en el torrente sanguineo (2).

Operacionalmente, se considera bacteriemia real cuando al menos 2 hemocultivos
muestran desarrolio del mismo microorganismo o cuando el microorganismo desarrollado
en un solo hemocultivo es el mismo que se aisla del sitio de origen de la bacteriemia. Y
bacteriemia ficticia cuando el microorganismo aislado es de un solo hemocultivo y no
corresponde al agente causal del foco infeccioso primario (6,23).

2.2, FACTORES QUE INFLUVEN EN LA VELOCIDAD DE RECUPERACION DE LOS
MICROORGANISMOS.

Los factores que intervienen en la velocidad y tasa de recuperacién de los
microorganismos en las bacteriemias, se citan en el tabia 1(6).

Tabla 1. Variables que afectan {a veloddad y tasa de recuperacion de los
mitroorganismos en los sistemas de hemocultivos,

Medios de cuitivo (medios enriquecidos)

Anticoagulantes y otros aditivos PSS y resinas)
Dilucién medio de cultivo -sangre (1:5 0 1:10)
Incubacion (temperatura, atmésfera y tiempo)




2.3, METODOS DE DIAGNOSTICO.

Existen dos tipos de métedos de diagndstico pafa la- deteccion de-hemocultivos
positivas: los métodos canvencionales y los métodos no convencionales,

) Métodos convencionales.- Uno de los meétodos convencionales mds utilizados es el
método bifisico de Ruiz Castaneda, que contiene medios de cultivo' con. férmutas
enriquecidas de factores de crecimiento, con el fin de permitir la deteccion de las bacterias
aerobias estrictas y anaerobias responsables de bacteriemias.

i) Métodos no convencionales. Existen varios métodos no convencionales que se-
describen a continuacian:

a) Usis centrifugacidn.- Este sistema que se encuentra en el comercio como ISOLATOR
{Dupont de Nemours & Co), el cual consiste en un tubo con doble tapdn que contiene
saponina para lisar las células sanguineas, propilenglicol para disminuir la espuma,
palianetolsulfonato sédico como anticoagulante y el 4cido etilendiamino tetracético (EDTA)
para complejar los iones calcio y asf inhibir la cascada del complemento y la coagulacion;
ademds de un compuesto fluorado inerte para amortiguar y concentrar los
microorganismos durante una centrifugacion de 30 minutos. Una vez finalizada la
centrifugacion se descarta el sobrenadante, el sedimento se agita vigorosamente y se
inocula en diferentes medios de cultivo (6,12).

b) Sutxultivo indluido.- El método de subxultivo incluido denominado Septi Chek (Roche
Diagnostics) consiste en una botella convencional para hemocultivo a la cual se le ha unido
una cdmara que contiene una lamina de vidrio con tres medios de cultivo diferentes.

Para realizar el subcultivo se invierte la botella, poniendo en contacto todo el caldo con ia
superficie de los tres medios de cultivo, permitiendo una deteccibn mucho mads rapida de los
rnicroorganismos (6,12,24).



) Sisternas automatizados.- Actualmente la mayor parte de los laboratorios cuentan con
sisternas automatizados, encontrandose diversos tipos de sisternas, los cuales utilizan la
radiometria, fa espectrofdtometria o fa fluorometria para la deteccion en la positividad de

los hemocultivos en relacion a la produccion de €O, por el metabolismo microbiano
(5,6,9,10).

2.4. SISTEMA NO RADIOMETRICO BACTEC.

Acalmente de los sistemas automatizados, el -sistema -mds- utiizado es el
denominado BACTEC de Becton Dickinson, en su versién BACTEC no radiométrica (BACTEC

NR), que detecta el CO, producido por el metabolismo micrabiano por espectrofotometifa
infrarroja.

Este sistema funciona de la siguiente forma: el instrumento selecciona el gas de
cultivo adecuado para reemplazar el volumen de gas removido por el instrumento en el
andlisis, después la bomba neurnatica transfiere el gas al sitema de medicidn donde la
concentracion de hidxido de carbono (CO,) es medida por espectrofotometria infrarroja
{Figura 1). Esta cantidad es convertida a un numero llamado valor de crecimiento, ef cual
representa fa cantidad de CO, sobre el gas de cultivo de referentia; entre mds alto sea el
contenido de CO,, més alto sera el valor de crecimiento. El instrumento compara cada valor
de cremiento leldo en cada frasco con ef valor del umbral previamente definido para

determinar los hemocultivos positivos. Cualquier lectura que exceda estos valores del
umbral es considerada significativa (6,17).
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2.4.1. Factores que afectan el vaior de corte para considerar los hemocultivos positivos.

El valor de corte estipulado para considerar los hemocultivos positivos por-la casa
comercial no es absoluto, ya que los valores obtenidos pueden ser afectados por varios
factores que pueden ocasionar problemas en la especificidad y sensibilidad del sistema.

La deteccion del crecimiento microbiano en los hemocultivos depende de varios
factores que incluyen; el volumen de sangre inoculada, ta composicion del medio de cultivo,
las variaciones en la composicion y la concentracion de CO, de cada lote de frascos de

hemocultivos. Por otro Jado, ambién influye el nimero y tipo de microorganismos que
presenta fa sangre del padiente;

asf como por el estado fisiolégico del paciente en relacion a
la presion parcial de CO, en sangre y la concentracién de leucocitos (6,8,19).

Asimismo, se ha informado que la cantidad de CO, presente en el medio ambiente
del instrumento afecta la cantidad detectada por el sistema modificando el valor de corte

(5).
2.5. METABOLISMO BACTERIANO.

La funcion del metabolismo microbiano consiste en mantener y sintetizar los
componentes celulares, necesarios para su crecimiento y para lo cual los microorganismos
llevan a cabo, al igual que otros seres vivos, vias metabdlicas, Existen numerosos sustratos
entre los que se encuentran carbohidratos, 4cidos orgdnicos y aminodacidos. Para la mayoria
de los microorganismos, los compuestos de preferencia son los carbohidratos,
especialmente la glucosa y su utilizacion depende de la presencia o ausencia de las enzimas
que intervienen en las secuencias especificas de cada reaccion.



2.5.1. Prindpales vias metabélicas de los carbohidratos,

E! modelo general para el uso de todos los carbohidratos es su paso por un numero
reducido de vias centrales para el catabolismo de unos cuantas azdcares-fo#féto daves Las:
enzimas de estas vias degradan los azicares-fosfato a campuestos de ba;o peso molecular,
principalmente piruvato, acetato y dioxido de carbano. El piruvato raramente se acumula’
como un producto y es metabolizado a productos de fermentacnon Q productos oxtdados y
posteriormente a CO, y H,0.

Los microorganismos utifizan principalmente las siguientes vias' éatabélitas para la
glucosa; Ea k
a) Via Embden-Meyerhof-Parnas.

b) Via Entner-Douderoff.

<) Via hexosa monofosfato de Warburg-Dickins.

d) Ciclo del acido tricarboxilico.

a) Via Embden-Meyerhof-Pamas (EMP). La via Embden-Meyerhof- Parnas se ha
denominado via glucolftica o anaerobia, dehido a que fa glucosa es degradada en ausencia
de oxigeno y es utilizada por bacterias anaerobias y anaerobias facultativas. Esta via
glucolftica de transformacion hacia piruvato y el metabolismo de éste canstituyen la base de
diversas reacciones microbianas. Las bacterias homofermentativas, como los estreptococos y
algunos lactobacilos, producen factato a partir del piruvate, mientras que las bacterias

heterofermentativas como las enterobacterias, producen una mezcda de compuestos,
ademds del acido lactico.

Las etapas de la via EMP comprende la fosforilacidn inicial de la glucosa, la fructosa
1,6 difosfato, que se escinde en dos unidades de tres dtomos de carbono, que son oxidadas,
3 su vez a acido pinvico. En el paso de oxidacién del gliceraldehido-3-fosfato se pierden un
par de electrones. En ausencia de oxigeno, este par de electrones puede wtilizarse para



reducir, el acido pirdvico a dcido lactico o a otras sales organicas formando los llamados
acidos mixiosf Dichos 4cidos son productos finales del metabolismo de la glucosa por la via
EMP, y son las responsables de la cafda del pH en las pruebas de fermentacion empleadas
para la identificacién de bacterias. Las bacterias que poseen los sistemas enzimaticos

apropiados pueden seguir degradando estos 4cidos mixtos a alcoholes, gas, CO, y- otros
compuestos organicos (figura 2).

b) Via Entner-Douderoff. L.a via Entner-Douderoff es también llamada aerobia, ya. que !
requiere oxigeno para que tenga fugar a la glucolisis. La glucosa tiene una fosfbrilacién y:
posteriormente lleva a cabo una oxidacién, Hevando a la glucosa a 6-fosfogluconato y 2-
ceto-3-desoxi-6-fosfogiuconato antes de la formacion de &cido pirdvico. Las bacterias
oxidativas transfieren los iones hidrégeno disponibles del acido pirtvico al cico de Krebs,
donde finalmente se unen al oxigeno elemental para formar agua (figura 3).

) Via hexosa monofosfato de Warburg Dickins. Esta ruta de degradacion de
carbohidratos lleva aparejada la formacion de fosfatos de azicares de seis dtomos (hexosas
monofosfatas) y de cinco dtomos de carbono (pentosa monofosfatos). La glucosa se puede
oxidar esta via con liberacion de pares de electrones, que pueden entrar en la cadena de
transporte electrénico; sin embargo, no se considera como una de las principales vias de
produccion de energfa. La via de las pentasas fosfato se utiliza principalmente para la
biosintesis, ya que aporta estas sustancias que se emplean en la biosintesis de nucleétidos.

10



GLUCOSA
GLUCOSAE FOSFATO
FRUCTOSA 6-FOSFATO

FRUCTOSA ‘.S DIFOSFATO
1.2 FOSFQGLICERATO

CIDG PRUVIC
2H (2]

ACIDO LACTICO ACIDOS MIXTOS

F1G. 2. Vis Embden-Meyerhot-Pamas.

GLUCOSA
GLUCOSA 6 FOSFATO
GLUCONA—LACIONA & FOSFATO
6 FOSFOGLUCONATO

2 CETO-!—OESOXI-TFOSFOGLUCONATO
ACIB0 PIRUVICO

CICLO DE KREBS
2H

AGUA

FIG. 3, Via Entner-Douderatt,
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La mayoria de las reaccxones qile mlewlenen en-¢f camino por vla de pemosas
fosfatos son idénticas a las que mtervuencn en !a glucéhsls las: dnferencxas son que la

degradacion de glucosa-6-P requieie ox;geno y que uuhza la coenznm NADP en vez de
NAD (figura 4).

d) Cido de Krebs. A esta via metabdlica se le conoce también como cido de los acidos
tricarboxilicos, sirve para la oxidacién completa del piruvato y constituye un eslabén clave
del metabolismo, ya que muchos de sus compuestos intermediarios pueden alimentar rutas
de biosintesis de aminoacidos, pirimidinas, tetrapirroles y lipidos. Comprende la fase
adrobica de la oxidacion de 13 glucosa y es donde se obtiene un mayor rendimiento de
energfa. £l ciclo comienza con una condensacion de acetil CoA con oxaloacetato para dar
citrato, un acido tricarboxilico de seis carbonos. Las reacciones restantes constituyen un
mecanismo para oxidar la unidad condensada de acetilo del acetil CoA hasta CO, y H,0 con
regeneracion del oxaloacetato necesario para iniciar el ciclo (figura 5). (4,11,14,16,21).

12
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l
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ZH 2H

CICLO DE KREBS ACIDOS MIXTOS
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FiG. 4, Vis hexosa monatosfato de Werburg-Dickins.,
PIRYVATO

ACETIL COENZ2IMA A

ACIDO OXALACETIC ACIDO CITRICO
H O
ACIDO MALICO ACIDO CIS ACONFTICO

ACIDO FUMARICO ACIDO ISOCITRICO
co

ACIDO SUCCINICO ACIDO 2-0X0-GLUTARICO
co

tee SUCCINIL-COA

F1G. 5, Ciclo de Ksebs. 13
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Diagrams de fhijo

[PACIENTES CON SOSPECHA DE BACTEHIEMﬂ

r——ﬁsmm BACTEC NR nu}———l

[[vaLoR DE cRECIMIENTO > B0} [VALOR BE CRECIMIENTG < 60}

TINCION DE NARANJA DE ACRIDINA
TINCION DE GRAM

SUBCULTIVO
EADADERDS FALSOS [vERDADEROS NEGATIVOS]
POSITIVOS POSITIVOS
DENTIFICACION CARACTERISTICAS CLINICAS

SEXO0, EDAD, DIAGNQSTICO
ICROORGANISMO] BIOMETRIA, QUIMICA, pCO




3.2. MATERIAL DE LABORATORIO, MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y EQUIPO.

3.2.1. Material biologico.

Se utilizaron 1516 hemocultivos de 52 pacientes provenientes del Instituto Nacional

de Cardiologfa *Ignacio Chavez® correspandientes af perlodo de enero de 1994 a junio de
1994,

3.2.2. Material de laboratorio.
Portaobjetos
Cajas petri

3.2.3. Medios de cultivo.

i) Generales
Gelosa sangre
Gelosa chocolate
Agar MacConkey

il) Espedales.
1. Frasco de cultivo aerdbico Bactec Plus 26 y Bactec Peds Plus:
Agua desmineralizada
Caldo de soja-casefna
Extracto de levadura
Dextrosa
Sacarosa
Hemina
Menadiona

15



Polianetolsulfonato sadico
Piridoxal HCH{ vitamia By;)
Resina adsorhente no idnica
Resina intercambio cationica

2. Fraxco de cultivo anaerobico Bactec Plus 27:
Agua desmineralizada
Caldo de soja-caseina
Extracto de levadura
Dextrosa
Fructosa
Arginina
Digerido de tejido animal
Hemina
Menadiona
Polianetolsulfonato sodico
Citrato sodico
fosfato potasico
Tioles
Resina adsorbente no iénica
Resina intercambio catidnica

3.2.4. Equipo.
Incubadora de CO, Heraeus.
tncubadora-Agitadora Lab-Uine.
Micrascopio de campo claro Karl-2eiss.
Microscopio de fluorescencia Olympus.
BACTEC NR-730 Becton Dickinson.

16



3.2.5, Varios.
Equipo para tincion de Gram.
Equipo para tincion de narania de acridina.

3.2.6. Sistemas comerdafes.
Paneles de identificacion:
- Panel Combo positivo 6 MicroScan Baxter Diag. Inc.
- Panel Combo negativo 2 MicroScan Baxter Diag. Inc.

3.3. METODOLOGIA.

3.3.1. Disefio del estudio,

1. Se utilizaron tres grupos de 50 hemocuttivos cada uno: ‘el primero que se utilizd
como grupo control {verdaderos negativos), un grupo de hemocultivos falsos positivos y un

grupo de hemocultivos verdaderos pasitivos, considerando los siguientes criterios para su
dlasificacion:

i) Falsos positivos.- Las hemocultivos que presentaron un valor de crecimiento igual
o mayor a 60 y que en el subcultivo y tincidn con naranja de acridina no mostraron fa
presencia de microorganismos.

i) Falsos negatives.- Los hemacultivos que presentatan un.valor de crecimiento
menor de 60.

17



iii) Verdaderos positivos.- Los hemocultivos que pre{éntaron un Vaidr igual o mavyor
a 60 y que mediante fa tincidn de Gram se observen ‘micrpor‘ga'nisn‘xos y® éislen por
subcultivo. Asimismo, se consideraron fos valofes de crecimiento de acuerdo. al
microorganisma aislado v al tiempo de incubacion. ’ : '

2. Se realizd una revision de los expedientes de cada paciente seleccionado durante
&l periodo antes descrito; considerando los siguientes datos: el sexo, la edad, el diagnéstico,
y las concentraciones de hemoglobina, leucocitos, glucosa, pC0, y colesterol,

3.3.2. Procedimiento para {a lectura de los hemocultivos por el sistema Bactec NR 730,

1. Analizar los hemocultivos aerobios dos veces al dia en las primeras 48 horas y una
vez al dia durante fos siguientes 7 dfas y hacer nuevamente una lectura a los 14 dias, y en
caso de sospecha de endocarditis infecciosa analizar nuevamente los hemocultivos al
concluir 28 dias.

2. Realizar Onicamente una lectura, en el caso de los hemocultivos
anaerobiosdurante los primeraos 7 dfas, a los 14 dfas y en caso de sospecha de endocarditis
infecciosa a! concluir los 28 dfas.

3. Examninar los frascos a simple vista, antes de efectuar cualquier andlisis con el
instrumento, a fin de detectar posibles indicios de crecimiento. En caso afirmativo, los

frascos considerarios positivos sin la necesidad de analizarlos en el instrumento,

4. £fectuar un subcultivo de fos frascos positivos en gelosa sangre, gelosa chocolate y
agar MacConkey.
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5. Preparar dos portacbjetos tefiidos mediante la tincion de Gram, y naranja de
acridina: respectivamente, de los frascos de hemocultivos que tuvieron lecturas iguales o
mayores de 60, en los frascos BACTEC PLUS 26 y 27; y mayor o igual a 40 en los PED PLUS,
y que por lo tanto se consideraron hemocuitivos positivos {la casa comercial indica un valor
de corte de igual o mayor de 42 y 30 para los hemocultivos BACTEC PLUS 26, 27 y PED
PLUS respectivamente; sin embargo, por la experiencia en nuestro instituto, este valor de
corte se tuvo que madificar, para eliminar un alto porcentaje de hemocultivos falsos
positivos). En este punto, también es importante tomar en cuenta los incrementos de estos
valores en los intervalos de fos dias, para detectar postbles hemocultivos positivos; el criterio
de delta GV para la deteccidn de una muestra positiva se define como un cambio en el valor
de crecimiento del orden de 10 a 20 unidades entre dos lecturas consecutivas.

6. Observar los frotis, para investigar la presencia de microorganismos (17).

3.3.3. (dentificaddn de los microorgani istados de los

ultivos positivos,

1. Identificar a fos microorganismos aislados de hemocultivos positivos por el sistema
automatizado MicroScan, que se basa en métodos convencionales (1).
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CAPITULO 1V



4.1, RESULTADOS.

Durante el perfodo de estudio se recibieron 1516, hemoculuvos, de estos el 13.5%

{206) fueron falsos positivos, el 11. 8% (179) fueron positivos y 74.7% fueron verdaderos
negativos.

De los 1516 hemocultivos se seleccsonaron 50 hemocu!twos consecuuvos, de cada
grupo de estudio: verdaderos negativos, falsos posmvos y verdaderos positivas.

La tabla 1 muestra los datos demogréficos de los pacientes en los grupos de
hemocultivos verdaderos negativos y falsos positivas, ahservandose que la edad promedio
de los paclentes seleccionados es 40,7 afios y 56.76 ailos respectivamente 'y ‘cierto
predominio de pacientes del sexa masculino en el grupo de verdaderos negativos.. o

No se encontraron diferencias importantes en cuanto al diagnéstico de los pacientes
en ambos grupos siendo la mayoria de ellos pacientes con cardiopatfa isquémica.

Al comparar los datos de laboratorio seleccionados entre los grupos de estudio, se
encontrd que la cantidad de leucocitos, 13 concentracién de glucosa v la pCQO, en sangre
fueron significativamente mayores en los pacientes con hemocultivos falsos positivos, no
existiendo diferencias en fa hemoglobina y el colesteral (Tabla 2).

Al dicotomizar los resultados de laboratorio en valores nommales y anormales, la
comparacidn mostrd que los hemocultivos falsos positivos en este sistema se presentan
significativamente con mayor frecuencia en los pacientes que tienen valores anormalmente
altos de leucocitos y glucosa teniendo un riesgo de hemocultivo falso positivo 8 vexes mayor
si 13 glucosa o fos leucocitos estan anormalmente elevados. Asimismo fos pacientes adultos

tienen 15 veces mas riesgo de tener un hemocultivo falsamente positivo en comparacion
con pacientes pedidtrices (Tabla 3).



Al analizar “el ‘grupo - de -hemocuitivos positivos, se encontraron 15 cepas de
estafilococos, 9 de .estreptococos.y 18 de bacilos gramnegativos fermentadores, 5.de no
fermentadorgé, un ' microorganismo fastidioso - (Campylobacter loridis) y una- Candida
tropicalis. Loskvaylaries decrecimienio'm.is elevados se présentaron en el grupo de bacilos
gramnegativos fe[fneﬁtadoies sequido de los estreptocacos y estafilococos (Tabla 4). k

Comparando los valores de crecimiento al momento de determinar el hemocultivo
como positivo (V.c.), a las 24 y 48 horas de los bacilos gramnegativos, se observé que Iés
bacilos gramnegativos fermentadores muestran valores significativamente mas elevados
que los no fermentadores tanto al momento de ser determinados como  positivos como a
las 24 hrs. de incubacién, no siendo posible efectuar el analisis a las 48 y 72 hrs'ya que solo
1 hemocultivo fue determinado como positivo a las 48 hrs y ninguno a las 72 hrs (T: abla 5),

Aun cuando el tiempo promedio de incubacién para detectarse como h_emoéultivo
positivo no fue significativamente diferente entre los bacilos gramnegativos fermentadores
{14.05 £ 11.5 hrs) y no fermentadores (22.4 + 8.7 hrs) si:se encontré una tendencia a ser
menor el tiempo requerido en los bacilos gramnegativos ferrﬁentadores. En el caso de los
cocos grampasitivos (28.4 + 16.7 hrs.) el tiempo promedio requerido fue atin mayor.
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TABLA 1. Datos demagrificos de los pacientes con hemocul\wos verdaderos negauvos y
falsos positivos en el sisterna Bactec NR-730.

Falsos (+) Verdaderos {-)
EDAD PROMEDIO 56.76 40,79 ‘

SEXO PROMEDIO ;
Masculino 24 32
femenino 26 18

DIAGNOSTICO PROMEDIO
Cardiopatia isquémica
Congénita

Renales cronicos

tnfecciosos

Neumopata

Valvular

Sida

oo
pry

“NODNNW
—-DWwO oW

TABLA 2. Comparacién de los parametros de laboratorio de los pacientes con hemocultivos
falsos positivos y verdaderos negativos en el sisterna Bactec NR 730,

Falsos (+) Verdaderos {-) P

X D.E. X D.E.
Hemoglobina 12.3 22 121 2.1 047
{g/di)
Leucodtas 146 9.4 9.0 36 <001
(1G%mm’)
Glucosa 215.1 1420 111,63 456 <001
(rmg/d) )
pco, 355 23.4 30.2 7.8 <001
(mm Hg) .
Colesterol 175 60.1 154.2 553 0.350
{ma/di) L

D.E.= Desviacion Standard, P= probabilidad.

22



das con los hemocultivos falsos pasitivos y verdaderos

Tabla 3. Relacién de los paré de lab io signific
negativos en el sistema Bactec NR 730.
Falsos (+) Verdaderos (-) p RM ClL95%
Leucocitos >7.8 35 13
(10%mm’) 0.0012 7.53 1.9-30
Leucocitos <7.9 5 14
(10°mm®)
Glucosa <115 8 28
(mg/dl) 0.00002 7.9 27-23
Glucosa >114 41 18
(mo/dl)
Hemoglobina <12 20 15
(mg/df)
0.863 1.03 03-28
Hemogiobina »11 2 16
(mg/dh
Edad <16 1 12 .
o : 0.0029 15.47 1.9-80
Edad >15 49 38 )

p = Probabilidad de fa distribucion de X2, RM = huép de momios, C4.95% = Intervario de confianza a5%



Yabla 4. Valores de crecimiento del sistema Bactec NR-730 de los micraorganismos
aislados de hemocuitivos al momento de ser determinadas como positivos.

n) X D.S.
Cocos gram (+)
Estreptococos (9) 157 737
Estafilococos (15) 148.5 61.5
Bacilos gram (-)
Fermentadores {18) 2043 841
No fermentadores (5) 89 33.9

Tabla S. Comparacién de los valores de cedmiento de badlos gramnegativos
fermemadores {18} y no fermentadares (5) aislados de hemocultivos en el sisterna
Bactec NR-730 al momento de ser determinados coma positivos (V.c), alas 24y 48 hrs.

Bacilos gram (-) V.. 24 Hrs. 48 Hrs.
X £ DS X = DS. X = DS
Fermentadores 204 = 84.1 230 +100.7 — —
No fermemadores 89+33.9 90.2 + 347 103.6£46
» 0.0093 0.018 -
1IC95% 3t31a198 -10.9 a 231 —- \

* Obtenido mediante prueba t de Student
IC 95% = intervalo de Confianza del 95%.
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4.2. DISCUSION.

Los bacteriemias son padecimientos infecciosos graves que frecuentemente ponen
en peligro la vida de los pacientes, por lo que los hemocultivos, son de los examenes mas
importantes que se realizan- en un laboratorio de microbiologia dlinica. En el Instituto
Nacional de Cardiologia *Ignacio Chavez® se procesaron en el periodo de seis meses 1516
hemocultivos, siendo este uno de los estudios microbiologicos mas salicitados en el Instituto.
La ropidez y especificidad en la deteccion de hemocultivos positives son esenciales en el
maneijo oportuno y eficiente de los pacientes con este tipo de padecimientos.

Clasicarnente se han utilizado tinicamente métodos convencionales de hermocultivos,
los cuales presentan como desventaja el tiempo necesario para detectar su positividad, ya
que el subcultivo que requieren consume 18 a 24 hrs mas (6).

Con la introduccion de los sistemas automatizados, el tiempo requerido para
determinar la positividad de un hemocultivo es mas corto, siendo los sistemas Bactec de la
casa comercial Becton Dickinson uno de los mds utilizados. Estos sisternas ofrecen varias
ventajas en fas que se citan: la eliminacion de agentes antimicrobianos de fa sangre, la

deteccién del crecimiento microbiano sin subcultivo v el manejo automatizado de varics
frascos de hemocultivos.

Estos sisternas automatizados detectan niveles de concentracion de CO, producido

por el metabolismo de los microorganismaos por radiometria, espectrofotometrfa infrarroja o
fluorescencia (6,12, 15).

Actualmente, muchos de los hospitales en Meéxico cuentan con un sistemna
espectrofotométrico inframrojo (Bactec NR), que evita el uso de material radioactivo, algunos
otros tienen ya un sistema de deteccién de produccion de CO, por fluorometria. Sin
embargo, los sistemas radiométrico y no radiométrico presentan con relativa frecuencia la
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obtencidn de hemocultivos falsos positivos debido a-una estimacion inadecuada de los
valores umbrales, a diferencia del sisterna fluorométrico que determina la presencia de
crecimiento con base en la curva de incremento de CQ,.

En este y en otros estudios, se ha encontrado una frecuencia elevada de falsos
positives. Karen Brooks y cols. informaron un 43% de hemocultivos falsos positivos con el
sistema radiométrico, ulilizarido, el valdr de umbral estipulado por fa casa comercial (20 U); y
al modificarlo (30 U} la frecuenéia de falsos positivos disminuyé hasta 1.5% (5).

Con el sistema no radiométrico, Matlow y cols, realizaron un estudio similar,
utilizando hemocultivos pediatricos infon'nanydo un 84% de falsos positivos (18). Del mismo
modo, McGowan y cols. informaron un 5.9% de falsos positivos utilizando e} valor umbral
estipulado de 35 U, al incrementarlo a 45 U, la frecuencia de falsos positivos:se redujo al -

2.3% (19). Por otro lado Courcol, informa de un 2.8% de falsos positivos, aunque en otros
se cita mayor 18.5% (7). '

En nuestra institucion la frecuencia de falsos positivos encontrada fué de 13.8% a
pesar de haber incrementado el valor umbral hasta 60 U .

Hasta el momento existe poca informacién sobre los posibles factores que influyen
en fa concentracién de CO, detectada por estos sistemnas y que pueden dar por resultado
un valor de crecimiento elevado aun en ausencia de microorganismos, dando por resuitado
hemocultivos falsamente positivos. Se ha descrito Gnicamente que la concentracion de pCO,
y la cantidad de leucocitos en la sangre del padente participan en forma directa (7,19,27).

En el presente estudio se encontré que la concentracion de glucosa, de leucocitos y

de pCO,, se encuentra en relacion con la presencia de hemoculitivos falsos positivos, es decir,
que tienen valores de crecimiento elevados por lecturas altas de CO,. Esto difiere de lo
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informado par Courcol y cols. quienes mencionan que solamente la concentracion de pCo,
puede afectar las fecturas de los valores de crecimiento dando resultados falsos pasitivos,
informando hasta 5.4% de falsos positivos en pacientes con hipercapnia y 1.7% en
pacientes con hipocapnia, lo cual se confirma en el presente estudio.

Por otro lado, Berger y Courcol informaron que no hay relacion con fa cantidad de
leucocitos con la presencia de valares de crecimiento elevados; sin embargo, en el presente
estudio al igual que en el de Bannatyne y cols, se encontré que esta relacion si existe (3,7).

En lo que se refiere a la concentracion de glucosa, es importante recordar que es una
biomolécula determinante para la multiplicacion de los microorganismeas, porque mediante
ella realiza su metabolismo energético. Asi mismo, la glucosa sigue exactamente fas mismas
rutas metabdlicas en la célula animal, con excepcion de la via de Entner Doudorouff que es
caracteristica de los microorganismos (13,26); lo que explica que en pacientes que presentan
concentraciones efevadas de glucosa en sangre los hemocultivos falsas positivos se
presentaran con mayor frecuencia que en pacientes con glucosa normal (RM 7.9 con IC

95% 2.7 a 23) ya que en estas vias metabolicas de la glucosa el producto final es CO, vy
agua.

En relacion a los leucocitos polimorfonucleares durante el proceso de fagocitosis,
estos presentan un aumento de la glucdlisis y un flujo a traves de la via oxidativa del
fosfogluconato y por otro lado los macréfagos presentan mayor metabolismo de fa glucosa
y una produccion mayor de lactato, aumentando diez veces mas fa via hexosamonofosfato,

estas vias metabdlicas, finalmente conducen también a fa produccion de CO; y agua
{20,25,26).

La concentracién de hemoglobina no mostrd refaciéon con la presenda de
hemocultivos falsos positivos, esto muy probablemente se deba a que, como se ha-
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informado, la glucdlisis en los gldbulos rojos muestra varios rasgos especiales camo es, que
la glucosa dentro de él, es convertida en 4cido lictico a través de una serie de reacciones
semejantes a las de la via glucolitica de Embden-Meyerhof; sin embargo, la glucosa no es
oxidada hasta CO, (13), . -

£l colesterol no influye como factor en la elevacion del CO;, celular, ya que éste es

eliminado por las vlas biliares, pero se incluyo en el estudio para eliminar datos estadisticos
erroneos,

En relacion la posible diferencion del género de los microorganismos por ef valor de
crecimiento en el hemocultivo, el valor més elevado de los microorganismos aislados se
presentd en el grupo de bacilos gramnegativos fermentadores (enterobacterias). Este vator
referido se debe a que especialmente fas enterobacterias pueden llevar a cabo una
fermentacion formica. En estd, el metabolismo del piruvato conduce a cierto ndmero de
productos distintos, cuya naturaleza varia con cada microarganismo. Sin embargo, todos
eltos producen formato que, o se acumula, o bien en ambiente &cido, se convierte par la
accion de la formico hidrogenoliasa en 4, y CO, (4,16,22).

Por otro lado, los bacilos gramnegativos no fermentadores son oxidatives de la
glucosa, y eliminan productos por las vias de Entner-Duodoroff y el ciclo de Krebs que no
son tan acidos como los eliminados por los bacilos gramnegativos fermentadores que
emplean la vfa glucolitica; siendo el agua, el producto final del metabolismo oxidativo, la

deteccidn de fa produccién de CO; no solo tarda mas sino que es en menor cantidad
(16,21).

Estos valores de aecimiento y las diferencias encontradas entre los badlos
gramnegativos fermentadores y no fermentadores en este estudio puede ser de gran
ayuda, permitiendo iniciar un tratamiento mds orientado si mediante los valores de
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crecimiento y la tincion de Gram se puede.inferir que se trata de un microorganismo

gramnegativo fermentador o no fermentador, debiendo cubrirse la posibilidad  de

pseudomonas, si en el gram se observan bacilos gramnegativos y el valor de crecimiento es
relativamente bajo; esta observacién esta sujeta a comprobacion en estudios posteriores con

un mayor ntimero de hemocultivos positivos con bacilos gramnegativos, ya que en el

presente estudio la muestra en relacién a este grupo de microorganismos y en espectal en

relacién a los no fermentadores fue relativamente pequena.

En relacién a los microorganismos grampositivos, los valores de credimiento ‘no
permitieron su diferenciacién entre estreptococos y estafilococos siendo estos muy scrnllares
a los de los bacilos gramnegativos fermentadores.

29



CAPITULO V



CONCLUSIONES.

El sistemna de hemocultivos automatizado Bactec NR 730, proporciona resultados <on
mayor rapidez que los sistemas convencionales.

Es recomendable ajustar el valor, umbrai es'tlpulado por la casa comemal para dlsmlnulr
los resuhados falsos ) :

ta determmacnén del valor umbral més convemente en una msmuqén depende del tcpo
dela poblacuén atendlda )

La frecuencia de falsos positivos encontrados en nuestro estudio fue de 13.8%.

La glucosa elevada y la elevada concentracion de leucacitos se encontraron en relacién
con la obtencian de hemocultivos falsos positivos.

£l posible mecanismo por ef cual la glucosa y Ja concentracidn de leucacitos infiere sobre
el resultado del hemocultivo implica las vias metabdlicas de los leucocitos v los productos
del metabolismo de glucosa.



En el caso de los cocos grampogliVCé,jno f@é posible determinar un perfil de produccién -
de CO, dependiente del género de microorganismo aislado. :

£n el caso de bacilos gramnegativos se puede dnferencuar entre bact “as ferme tadores ;
y ne fermentadores con un nivel confianza del 95% con base )

que puede ser de gran ayuda para el inicio de una terapia antnmlcrobuana emplr!ca mas ;
adecuada,

Es posible que existan otros posibles factores que aumentan la cantidad de CO; en los

hemocultivos dando por resultado falsos pesitivos; se requeriran es!udlos posteriores

para identificarfos.
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