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INTRODUCCION

La practica de pruebas apropiadas frecuentemente puede
establecer si existe una infeccion, su etiologia y, en muchos
casos, el medicamento con mayor probabilidad de lograr la
curacién.

Las situaciones clinicas pueden ser aquellas en las cuales ¢l
diagndstico es obvio, pero la etiologia estd por determinarse
(meningitis, neumonia, infeccién de vias urinarias, etc.), o en las
que e} diagndstico es incierto, como en la fiebre inexplicable.
Hay maltiples situaciones clinicas en las que el laboratorio de
microbiologia puede proporcionar informacién Gtil para
establecer un diagndstico y determinar el tratamiento, La
mayor parte de estas situaciones comprende Ias enfermedades
infecciosas. El laboratorio también puede dar datos valivsos
para la vigilancia e investigacién epidemiolégica de infecciones
nosocomisles.

La utillzacién eficaz del laboratorio de microbiologia depende
de tres principios fundamentales: obtener la muestra adecuada,
proporcionar informacién clinica al laboratorio e interpretar
los resultados de las pruebas.

El laboratorio puede usar dos procedimientos para
comprobar una infeccién: directamente, mediante la
demostracién del propio microorganismo, o indirectamente, por
la presencia de anticuerpos tipicos del agente infeccioso y
deducir en esta forma, que el microbio estd o estaba presente.

Con cualquier procedimiento, es esencial obtener la muestra
apropiada, proporcionar informacién clinica al laboratorio e
interpretar correctamente los resultados de las pruebas.



Por lo tanto, es necesario realizar un estudio para determinar
nuestra flora hospitalaria, la calidad de nuestros medios de
cultivo y la sensibilidad microbiana a los antibiéticos.

Consideramos que el presente trabajo es de interés, dado el
desconocimiento actual de estos aspectos en nuestro medio.’



MARCO TEORICO

La seleccion de la muestra apropiada estd condicionada
generalmente a lo que se ha llegado a conocer como la ley de
Sutton. Se toman muestras del sitio anatémico o del érgano
indicado por los signos y sintomas, En las situaciones en las
cuales no puede obtenerse directamente una muestra de la
lesion u drgano sospechoso, se toma de los liquidos corporales
que drenan o circulan sobre los mismos, Cuando se obtienen
muestras de sitios normalmente estériles, como sangre y tejidos,
cualquier germen aislado es sospechoso de ser la causa de la
infeccion. Si la zona de donde se obtiene el cultivo normalmente
estd habitada por microorganismos, entonces las especies
patogenas potenciales se buscan dentro de Ia flora natural,

Uno de los problemas mayores en la obtencién de cultivos
representativos de zonas normalmente estériles, consiste en
evitar la contaminacion del ambiente y del propio paciente,
Deben hacerse todos los esfuerzos posibles para conservar la
muestra sin microorganismos naturales con el uso de técnicas
asépticas y antisépticas.

A menos que el medio de cultivo sea sembrado junto a la
cama, el transporte de la muestra al laboratorio requiere que se
conserve en condiciones que garantice la viabilidad de los
microorganismos, reduciendo al minimo su proliferacién.

La replicacién del gérmen durante el transporte puede ser
inconveniente en situaciones en las cuales la cuantificacién es
significativa (p.ej.en la orina) o cuando hay una proliferacién
exagerada de microorganismos naturales o contaminantes, el
agente etiolégico puede enmascararse o suprimirse.Cuando se
considera la posibilidad de bacterias anaerobias, la muestra se



protege del oxigeno atmosférico. Algunas especies son afectadas
adversamente por el enfriamiento, mientras que otras
sobreviven mejor cuando se refrigeran. En algunos casos,
pueden emplearse medios de transporte no nutritivos para
mantener la viabilidad de los microorganismos,

Es esencial que la muestra esté acompaiada de la
informacién clinica pertinente, Especificamente, el personal del
laboratorio debe ser notificado sobre la naturaleza de la
muestra, cémo se obtuvo y cudl es el problema clinico. Cuando
se sospecha la posibilidad de un microorganismo como
Legionella u  hongos, esto debe notificarse. Muchos
microorganismos requieren medios de cultivo o ambientes
especiales que no se emplean de forma regular,

No deben practicarse pruebas regulares en las especies que
son uniformemente sensibles a los antibidticos, tampoco deben
hacerse sobre microorganismos contaminantes obvios o especies
naturales que se obtlenen de sitios en donde habitan,

No es prictico ni util estudiar bacterias aisladas contra todos
los antibiticos disponibles, Los medicamentos que son
utilizados regularmente en las pruebas son los mds apropiados
para el tratamiento de infecciones causadas por el
microorganismo particular aislado.

No es necesario realizar pruebas para cada miembro de las
clases de medicamentos. Aunque puede haber diferencias
farmacolégicas entre los componentes de una clase, la
sensibilidad suele ser la misma que la de la clase representativa.

Las pruebas cualitativas in vitro se realizan cominmente por
difusién en disco, Después de 18 a 20 horas de incubacién, se
examinan las placas para buscar las zonas de inhibicién
alrederor de los discos, Se mide el didmetro de cada zona,
considerandose el microorganismo  "sensible” a un



medicamento cuando el didmetro excede un valor establecido,
que varia para cada fidrmaco, y 'resistente’, cuando este
didmetro es menor que ese valor az.16,17),

Los métodos cuantitativos comprenden la determinacién de
la concentracién inhibitoria minima(MIC) o la concentracién
bactericida minima (MBC), o ambas cosas, de un medicamento
(5.7

La determinacién in vitro de la sensibilidad no refleja la
situacién en el sitio de la infeccién que establece la interaccién
entre el huésped, el microorganismo y el medicamento. Los
malos resultados de las pruebas en la prediccion de la
sensibilidad sobre la terapéutica, puede deberse al surgimiento
de resistencia al medicamento durante el tratamiento, contacto
deficiente entre firmaco y microorganismo, antagonismo
entre dos antimicrobianos, inactivacion de las penicilinas por
flora natural productora de betalactamasa, deterioro de los
mecanismos normales de defensa del huésped o pruebas en un
microorganismo distinto al agente etiolgico. En algunas
situaciones, la sensibilidad in vitro no se relaciona con la
eficacia terapéutica (ej. Salmonella typhi y aminoglucésidos,
enterococos y cefalosporinas), pero por razones que ain no se
conocen.

La prictica de pruebas in vitro es mejor para evitar
tratamiento con medicamentos que no van a dar buenos
resultados, que para obtener éstos con los que podrian darlos
3 8)

El fracaso terapéutico es comin en infecciones tratadas con
antimlcrobianos en los cuales se encuentra que el
microorganismo infectante es resistente en las pruebas in vitro;
el éxito terapéutico sélo es bueno, y no puede asegurarse en



pacientes tratados con medicamentos a los cuales el
microorganismo es sensible.

Varias consideraciones intervienen en la seleccién del mejor
antimicrobiano para tratar una infeccién. Estas incluyen:

1). Conocimiento de la susceptibilidad inherente in vitro del
organismo infectante a los antimicrobianos apropiados.

2), Relacién de la susceptibilidad de la cepa con la de otros
miembros de la misma especie.

3). Propiedades farmacolégicas, incluso toxicidad, unién de
proteinas, distribucién, adsorcién y excrecién, en particular en
circunstancias de insuficiencia hepética o renal existente o en
desarrollo.

4), Experiencia clinica previa de eficacia en ¢l tratamiento
de infecciones debidas a la misma especle.

5). Naturaleza del proceso patolégico subyacente, su
historia natural y su influencia sobre la quimioterapia y

6). Estado de inmunidad del huésped .19,

El propésito de las pruebas de sensibilidad in vitro consiste
en determinar Ia idoneidad de varios antimicrobianos para el
tratamiento de una Infeccién particular. La seleccién de un
antibiftico -requiere criterio médico y debe incluir Ia
consideracién de la actividad inhibidors y las caracteristicas
farmacolégicas del firmaco. Aunque Ia sensibilidad in vitro del
germen causal es de importancia primordial, también deben
tomarse en consideracibn otros factores, entre cllos, la
farmacocinesia del antimicrobiano (via de administracién,
fijacién a proteinas, concentraciones tisulares en el sitio de la
infeccibn y toxicidad), factores del huésped (alergia,
funcionamiento renal) y el costo del medicamento a9.20).

La capacidad de un laboratorio para discriminar pacientes
con o sin enfermedad depende de Ia sensibilidad y especificidad



medicamento cuando el didmetro excede un valor establecido,
que varia para cada firmaco, y 'resistente', cuando este
didmetro es menor que ese valor p2,15,17,

Los métodos cuantitativos comprenden la determinacion de
la concentracién inhibitoria minima(MIC) o la concentracién
bactericida minima (MBC), o ambas cosas, de un medicamento
(LGN

La determinacién in vitro de la sensibilidad no refleja la
situacion en el sitio de la infeccién que establece la interaccin
entre ¢} huésped, el microorganismo y el medicamento. Los
malos resultados de las pruebas en la prediccién de la
sensibilidad sobre la terapéutica, puede deberse al surgimiento
de resistencia al medicamento durante el tratamiento, contacto
deficiente entre firmaco y microorganismo, antagonismo
entre dos antimicrobianos, inactivacién de las penicilinas por
flora natural productora de betalactamasa, deterioro de los
mecanismos normales de defensa del huésped o pruebas en un
microorganismo distinto al agente etioligico. En algunas
situaciones, la sensibilidad in vitro no se relaciona con la
eficacia terapéutica (ej. Salmonella typhi y aminoglucésidos,
enterococos y cefalosporinas), perc por razones que ain no se
conocen,

La préctica de pruebas in vitro es mejor para evitar
tratamiento con medicamentos que no van a dar buenos
resultados, que para obtener éstos con los que podrian darlos
o8,

El fracaso terapéutico es comin en infecciones tratadas con
antimicrobianos en los cuales se encuentra que el
microorganismo infectante es resistente en las pruebas in vitro;
el éxito terapéutico sélo es bueno, y no puede asegurarse en




informacién al iniciarse el tratamiento, pero en muchas otras,
la sospecha o el reconocimiento de la infeccién, conduce a lo
que se conoce como terapéutica empirica, La palabra griega
empirico no significa terapéutica basada en adivinacién, sino
mds bien que se ha iniciado para inhibir o matar a los
microorganismos patégenos que con mayor probabilidad
provocan una enfermedad particular. La identificacién del
gérmen patdgeno es critica.

Al seleccionar un agente antimicrobiano terapéutico, es
responsabilidad del médico tomar en consideracién las
caracteristicas farmacoldgicas de diversas drogas, asi como su
relativa efectividad antimicrobiana. La responsabilidad del
laboratorio es dar informacién obtenida de pruebas
estandarizadas in vitro, sobre la actividad de agentes
antimicrobianos apropiades contra el wmicroorganismo en
cuestion @, ¢,19).

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad por
dilucién y difusién pueden estar bajo una influencia marcada
de los reactivos y condiciones de las pruebas, y estas variables
han provocado cousiderable confusién en épocas anteriores o,
13).

La densidad del indculo, el tiempo y la temperatura de
incubacién, el pH, la atmdsfera y la estabilidad de los
antimicrobianos  pueden influir en los puntos finales
obtenidos. Las diferencias de los componentes o del contenido
idnico del medio, incluso entre uno y otro lote, pueden influir
en los resultados de las pruebas, particularmente con
sulfonamidas, tetraciclinas, polimixinas y aminoglucésidos,
Ademds, las pruebas de difusién dependen de la velocidad de
crecimiento del microorganismo y del tipo, la profundidad y la
concentracién del agar usado a1



No puede exagerarse la necesidad de obtener material
adecuado para practicar exdmenes con tinciones de Gram y
cultivos apropiados o).

Por estas razones, se ha dado especial importancia a los
procedimientos de referencia 'y a la  estandarizacidn
metodoldgica, pues sdélo asi es posible obtener buena
reproducibilidad en el trabajo de investigacion y en la practica
clinica qo.

En cada una de las pruebas de susceptibilidad, el indculo
deriva de varias colonias, con el objeto de reducir la posibilidad
de seleccionar variantes derivadas de mutaciones por pérdida o
segregantes de marcadores de resistencia al factor R. También
aumenta la posibilidad de incluir representantes del
microorganismo mas resistente, si estd representada mas de una
cepa en colonias que no puedan distinguirse morfolégicamente,
Los indculos finales son razonablemente abundantes, lo cual
aumenta la posibilidad de detectar mutaciones de alta
frecuencia a la resistencia y cepas heterorresistentes. Los
medios seleccionados muestran generalmente buenas calidades
de buffer y reproducibilidad, y tienen un pH fisiolégico,

Un criterio central de las condiciones a emplear en las
pruebas efectivas de difusion, dilucién o automatizadas es que
estas pruebas deben ser capaces de detectar cepas portadoras
de determinantes de resistencia clinicamente imporantes.

El diagndstico y tratamiento de las enfermedades infecciosas
depende de la identificacién del microorganismo en los diversos
liquidos corporales que drenan o circulan sobre la lesién u
drgano afectado, o en la sangre del pacicnte, si se trata de una
bacteriemia durante ecnfermedades generales (neumonia,
meningitis, infecciones cardiovasculares), o posterior a la
manipulacién por cateterizacién de ciertas regiones anatémicas,



En consecuencia, los hemocultivos constituyen un
procedimiento  extremadamente importante para la
identificacion del gérmen,

Las indicaciones de los hemocultivos son las infecciones
intravasculares (sepsis, endocarditis) e infecciones con una fase
bacteriémica (neumonia, meningitis, abscesos abdominales y
pélvicos, osteomielitis, fiebre tifoidea, brucelosis, etc.).

SELECCION DE METODOS PARA PRUEBAS DE
SUSCEPTIBILIDAD.

La sensibilidad de las bacterias a los antimicribianos puedé
determinarse mediante diversas pruebas ). Las de sensibilidad
microbiana sélo deben practicarse en cultivos puros,
significando esto que no se tienen resultados de sensibilidad sino
hasta 36-486 horas después de haberse obtenido la muestra
inicial para el cultivo aa).

Las pruebas de sensibilidad microbiana deben estandarizarse
cuidadosamente en relacién al tamaiio del inéculo, el medio de
cultivo y el periodo de incubacién (14,1, 16).

El procedimiento més usado es el método de difusion con
discos, que es ficil de realizar, de costo bajo y proporciona
datos en un plazo de 18 a 24 horas, aunque en la actualidad,
casi el 50% de los laboratorios clinicos realiza pruebas de
dilucién como procedimiento suplementario o método de rutina.

El método de difusién ha sido aceptado por la Food and Drug
Administration (FDA) y aceptado como estindar por el



National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) a2,

Este procedimiento, tal como se emplea norinalmente, es
esencialmente una prueba cualitativa que wubica a los
microorganismos en la categoria de sensibles (susceptibles),
intermedios (moderadamente susceptibles) o resistentes.

Es un método comin de sensibilidad microbiana,
semicuantitativo, en el que se inocula la superficie de una placa
de agar con un hisopo humedecido en una dilucién del liquido
de cultivo estandarizado.

El procedimiento es flexible en cuanto a los antimicrobianos
que pueden probarse y es ficil hacer pruebas individuales en
diferentes momentos,

Es técnicamente simple, aunque requiere gran atencién a los
detalles,

En la prueba de disco, se inocula la superficie de una placa de
agar con un hisopo humedecido en una dilucién del liquido de
cultivo estandarizado, Se colocan discos de papel de tamaifio
estdndar, que han sido impregnados con una concentracién fija
del antimicrobiano, sobre el "prado' de bacterias y se incuban
las placas durante 18 a 24 horas a 37°C. La concentracién del
antibidtico en el disco ha sido seleccionada para proporcionar
un didgmetro de zona inhibida a su alrededor relacionada
linealmente al logaritmo de la concentracién inhibidora del
medicamento segiin se mide con un método de dilucién en tubo o
agar. Se mide el didmetro de la zona sin proliferacién alrededor
del disco antibidtico. Los resultados del método de sensibilidad
con disco suelen informarse con los términos de sensible,
resistente e intermedio.

Es generalmente aplicable a los microorganismos cuyo ritmo
de crecimiento se aproxima al de los miembros de la familia



Enterobacteriaceae y Staphylococcus spp. y enterococos, o sea
los llamados de desarrollo rdpido, y ¢l procedimiento se ha
adaptado a para detectar cepas productoras de penicilinasa de
Haemophilus influenzae y Neisseria gonorrhoeae, y cepas de
neumococos que han desarrollado mayor resistencin a la
penicilina y algunos antibiéticos mds.

Las deficiencias de la prucha son su interpretacion no
cuantitativa, su inaplicabilidad en muchos microorganismos de
crecimiento lento y su inexactitud para predecir la
susceptibilidad (no Ia resistencia) a los antimicrobianos, como
las polimixinas, que se¢ difunden mal.Ademds, no se ha
estandarizado en forma adecuada en lo referente a bacterias
anaerobias.

En conjunto, pese a todo, es un procedimiento eficaz para
casi todas las pruebas de rutina, pero requiere el suplemento de
una prueba de dilucién en situaciones en que es inaplicable o
cuando se necesitan resultados mas cuantitativos.

Los datos cuantitives sobre la sensibilidad de los
microorganismos pueden determinarse mediante las técnicas de
microdilucién en caldo o en agar ¢ 9, que detectan la
concentracion mas baja del antimicrobiano que previene una
proliferacién visible después de una incubacién de 18 a 24
horas, Esta concentracibn se conoce como concentracién
minima inhibidora (MIC). El agar o el caldo conticnen
antibiéticos en diluciones seriadas al doble que cubren las
concentraciones que podrian alcanzarse en el ser humano, Para
comprender los valores MIC es necesario entender la
farmacocinesia de un antimicrobiano. En general, se ha
considerado que un microorganismo es sensible cuando la MIC
es cuando menos una cuarta parte de la concentracién sérica
méxima que se obtiene ficilmente con ¢l antimicrobiano, Con el



método de microdilucion o la prueba de dilucion en tubo, es
posible determinar la concentracién bactericida minima (MBC)
o la concentracidn letal minima,

El método de mierodilucion por sistema mecanizado
automatizado es ¢l método mds cuantitativo para las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana, derivado de Ias
recomendaciones del International Collaborative Study o de las
normas propuestas por NCCLS, Da resultados cualitativos
directos, no estd bajo la influencia de la velocidad de
crecimiento del microorganismo y evita algunas complejidades
de las propiedades de difusion de los antimicrobianos.

El sistema es también capaz de identificar Neisseria sp. y
analizar muestras para detectar la presencia de micobacterias
en aproximadamente el 50% del tiempo requerido por los
métodos convencionales.

Las pruebas de dilucién no tienen la flexibilidad de la prucba
de difusion, generalmente no pueden usarse para pruebas
directas de material clinico por la dificultad de detectar la
contaminacidn y, si se expresan cuantitativamente, es necesario
queel clinico puedn interpretar cl resultado.

Si las pruebas de dilucion no son el método de rutina, su
primera indicacion es obtener datos cuantitativos de
susceptibilidad cuando éstos son importantes o necesarios para
el buen tratamiento con terapia antimicrobiana qs),

Muchos laboratorios utilizan un compuesto particular como
representativo de la clase de un grupo de compuestos. El que se
encuentra en la difusion del disco o en el sistema de dilucién en
caldo se usa para representar la sensibilidad a cuatro o cinco
medicamentos que tienen propiedades microbiolégicas
similares.



Es importante reconocer el hecho de que las pruebas de
sensibilidad requieren interpretacién, Es posible que ciertos
microorganisnos, como Staphylococcus aureus resistentes a la
metilcilina, aparczcan como sensibles a los antibidticos del
grupo de las cefalosporinas, pero no son erradicados por estos
medicamentos. Las pruebas de sensibilidad tampoco identifican

una subpoblacién resistente. Esto puede ser muy importante

cuando la resistencia de un antimicrobiano es causada por una
enzima que es reprimida normalemente en ausencia de dicho
antimicrobiano,



2, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ante el desarrollo constante de las investigaciones en ¢l drea
de los antibidticos, surgen las siguientes preguntas, como una
necesidad bdsica para cualquier centro hospitalario:

a). ¢(Cudles son los principales microorganismos que
conforman nuestra flora hospitalaria?

b), ;Cudl es la sensibilidad de éstos microorganismos a los
diferentes antimicrobianos existentes en }a actualidad?

3. JUSTIFICACION

Consideramos que es importante para toda institucién
médica el conocimiento tanto de su flora microbiolégica, como
Ia sensibilidad de ésta a los antibidticos de uso actual, ya que
esto permite sospechar en la mayoria de los casos de infecciones
intrahospitalarias, el posible agente etiolégico y asi poder
iniciar una terapéutica empirica orientada a las caracteristicas
especificas de nuestro medio, Por consiguiente, es preciso
realizar un estudio que nos aporte tal informacién, la cual serd
de beneficio para todos los servicios que integran este hospital y
que deberd revisarse anualmente para detectar modificacioncs
en la poblucién bacterioldgica.



4. OBJETIVO

1, Comparar la eficacia del método de microdilucién para el
aislamiento microbiolégico con los métodos de cultivo
habituales.

2. |Identificar la distribucién de los gérmenes mis
frecuentemente aislados en los diferentes liquidos corporales en
nuestro hospital.

3. Identificar la  sensibilidad de los gérmenes mis
frecuentemente aislados, a los antibidticos usuales.

5. HIPOTESIS

El método de microdilucién es més répido para el aislamiento
microbiolégico de los distintos liquidos corporales, comparado
con los métados de cultive habituales.

6. MATERIAL Y METODOS
6.1. TIPO DE ESTUDIO

Estudio  prospectivo, comparative, transversal y
observacional,
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6.2. POBLACION ESTUDIADA

6.2.1 UNIVERSO

Se incluyeron en el estudio las diferentes muestras de los
diferentes liquidos corporales, enviadas al laboratorio, de los
pacientes derechohabientes del Hospital Central Norte de
Pemex, durante un lapso de seis meses,

Recursos humanos: médico internista, quimicos clinicos.

Recursos materiales: instalaciones y equipo de la Unidad de
Bacteriologia del laboratorio del HCN Pemex,

Recursos financieros: financiamiento por el propio hospital.

6.2.2 MUESTRA

Se obtuvo sangre por puncién venosa después de preparar
escrupulosamente el sitio de la piel. En adultos, se extraen de
18-20 ml. de sangre, distribuyendo 8 m). en cada frasco para
aerobios y anaerobios con 30-50 ml, de caldo enriquecido y CO2
al 10%, conteniendo anticoagulante no téxico y 2 ml. para el
tubo de Vacutainer,

Dichas muestrns fucron procesadas por ambos métodos
bacterioldgicos,

Método de microdilucion: Se utilizé equipo BACTEC NR730
el cual se fundamenta en la generacién de 14C02 a partir de
sustratos que contienen 14C a fin de detectar microorganismos
en liquidos organicos normaimente estériles, como la sangre,

Las muestras se introducen en ampollas aerobias y
anaerobias que contiencn sustratos marcados con 14C. Las



ampollas se Incubaron, con monitoreo periédico para la
deteccion  del  metabolismo microbiane, investigando la
presencia de 14CO2 en In parte superior de la ampolla,

La cantidad de 14CO2 presente se convierte en un indice de
desarrollo que debe exceder una linea de base establecida para
una lectura positiva,

Las ampollas de cultivo fueron subcultivadas, disponiéndose
de instrumentos totalmente automatizados, utilizandose en este
caso equipo VITEK mediante el cual se aisl6 el gérmen causal
y se determind la sensibilidad microbiana del mismo .

En el caso del cultivo mediante la técnica tradicional se
sembro y vigilo el desarrollo bacteriano y cuando se considerd
necesario, se realizd Ia resiembra correspondiente.

Los 3 frascos de cada hemocultivo (aerobios, anaerobios y
Vacutainer), se incubaron en el laboratorio y se vigilaron para
observar la proliferacion, por inspeccién visual o subcultivo,

Se analizaron los reportes microbiolégicos de los liquidos
corporales para determinar la flora predominante en nuestros
pacientes.

6.3 DEFINICION DE VARIABLES

Aislamiento wicrobioldgico: es la recuperacion del agente
infeccioso de los difercntes liquidos corporales, a través de
diferentes métodos existentes para ello,

Pruebas de sensibilidad microbiana: Se utilizan para la
seleccion de los ngentes terapéuticos mds efectivos mediante la
realizacion de técnicas in vitro,



6.4 PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION
DE INFORMACION.

Se recabaron los resultados, los cuales se anexaron en una
hoja de recoleccion de datos y fueron analizados al final del

estudio,

6.5 PLAN DE MANEJO ESTADISTICO

6.5.1 TECNICAS DE DESCRIPCION

Se determind la sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo, valor predictivo negativo y exactitud de ambos
métodos. Indice de concordancia de kappa, Tasas para la
descripcitn de 1a frecuencia de presentacion de cada gérmen,
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7. RESULTADOS

REPORTE MICROBIOLOGICO

Se obtuvo el reporte microbiolégico en 30 muestras de
hemocultivo, de los cuales 16 fueron positivos por el método I y
9 por el método I1, obteniéndose un indice de kappa de 0.63.

El gérmen aislado fué el mismo por ambos métodos, sin
embarge en 7 casos, positivos por el método I, no hubo
desarrollo a las 168 horas por el método I1.

Con el método 1, se aislé el gérmen con mayor rapidez, con
un rango de tiempo de 12-120 horas. Con el método II, el
sislamiento se efectué dentro de Ias 48-168 horas,

El método I se acept6 como el esténdar ideal, Comparado con
éste, el método I mostré una sensibilidad de 56%, ums
especificidad de 100%, un valor predictivo positivo del 100%,
un valor predictivo negativo de 66% y una exactitud del 76%.

20



FLORA HOSPITALARIA

De los liquidos corporales cultivados para determinar la flora
hospitalaria, 54 muestras de hemocuitivos reportaron con
mayor frecuencia: E, coli 13 casos (24%), Estafilococo aureus
12 (22%), Estafilococo epidermidis 6 (11%), Pseudomona
aeruginosa 4 (7%), Estreptococo del grupo D 4 (7°%), y otros
gérmenes menos frecuentes, que se muestran en la Tabla I.

En 50 muestras de urocultivo, los gérmenes aislados con
mayor frecuencia fueron: Escherichia coli 25 casos (50%),
Kiebsiella pneumoniae 11 (22%), Proteus mirabilis 7 (14%),
Candlda albicans 4 (8%), Estafilococo aureus 3 (6%). Tabla 11.

En 33 muestras de cultivo de liquido peritoneal, la flora
aislada fué: Estafilococo aureus 13 casos (39%), Estafilococo
epidermidis 5 (15%), Escherichia coli 3 (9%), Estreptococo
grupo D 3 (9%), Pseudomona aeruginosa 2 (6%) y otros menos
frecuentes, que son mostrados en la Tabla 111

En S muestras de mielocultivo, el reporte microbiolégico fué:
Estafilococo epidermidis 2 casos (40%), Estafilococo auricularis
" 1 (20%), Salmonella typhi 1 (20%), Criptococo neoformans 1
(20%), como se observa en la Tabla 1V,

En 6 cultivos de liquido cefalorraquideo (LCR), se reportan:
Estafilococo aureus 2 casos (33%), Escherichia coli 2 (33%),
Estafilococo epidermidis 1 (16.6%), Enterococo avium |
(16.6%), Tabla V.,

En 2 cultivos de liquido sinovial, se aisié Estafilococo
haemolyticus 1 caso (50%), Estafilococo epidermidis 1 (50%).
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SENSIBILIDAD MICROBIANA

Los gérmenes mds representativos aislados en hemocultivo

fueron Escherichia coli y Estafilococo aureus.

Del primero, se observé resistencia a ampicilina en un 42%
de los casos, a quinolonas en un 14% (ciprofloxacing,
norfloxacina), a trimetropim/sulfametoxazol en un 14%, siendo
susceptible a aminoglucdsidos (amikacina, gentamicina) en un
100%, a otras quinolonas (peflacina), cefalosporinas de 3*
generacién  (cefotaxima, ceftazidima) y carbapenémicos
(imipenem).

Del segundo, se reportd resistencia a oxacilina en un 14% de
los casos y ciprofloxacina en un 28%, siendo la vancomicina el
fkrmaco al que mostré mayor sensibilidad,

El gérmen més cominmente aislado en urocultivo fué E. coli,
que se mostrd resistente a ampicilina (80% de los casos),
ampicilina/sulbactam (60%), TMT/SMX (40 %), ciprofloxacina
(40%), norfloxacina (40%), tobramicina (20%), Fué
susceptible a aminoglucésidos (amikacina, gentamicina), a
algunas quinolonas (pefloxacina) y a cefalosporinas (cefotaxima,
ceftazidima).
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8. DISCUSION

La sospecha clinica temprana, las medidas diagndsticas
rigurosas, In iniciacién agresiva del tratamiento antimicrobiano
apropiado, las medidas de sostén y las medidas dirigidas a
revertir las causas predisponentes, son las piedras
fundamentales del tratamiento exitoso,

Es obvio que la sospecha clinica de bacteriemia debe ser
confirmada rdpidamente por la identificacién y las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana de los microorganismos
productores de la enfermedad.

En la mayoria de los hospitales se ha vuelto una practica
comiin utilizar los sistemas de cultivo disponibles
comercialmente para el crecimiento bacteriano aerobio y
anaerobio,

En los pacientes no tratados en los que finalmente se
demuestra que estdn bacteriéinicos, ¢l primer grupo de
hemocultivos que se toma serd positivo mas de 75% de Ias veces
y el indice acumulstivo de positividad para el tercer grupo de
hemocultivos se aproxima al 98%.

El andlisis reciente del intervalo de tiempo hasta Ia
positividad de los hemocuitivos indica que pars 1a mayoris de
los bacilos gramnegativos, el crecimiento de los
microorganismos en los frascos de hemocultivos o en subcultivos
se pone de manifiesto habitusimente hacia las 72 horas de
Incubacién., El empleo de técnicas recientes puede incluso dar
resultados més répidos.

Por lo tanto, tres grupos de hemocultivos y tres dlas de
observacién cuidadosa han sido suficientes para documentar Ia
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bacteriemia por gramnegativos en mas de 90% de los pacientes
previamente no tratados.

Todavia se recomienda la observacibn de signos de
crecimiento en los frascos de hemocultivo por los métodos
tradicionales durante periodos de hasta 7-10 dias para la
deteccion de microorganismos de crecimiento més tardio 6 si el
paciente estaba recibiendo antimicrobianos cuando se obtuvo el
material para cultivo.

Debido a la aparicion de bacteriemia polimicrobiana en un
numero importante de casos, la técnica de subcultivo también
permite la identificacién de variantes de los tipos bacterianos
(dos tipos de la misma especie como E. coli), asi como cultivos
mixtos antes de que -exista sobrecrecimiento por algin
componente predominante.

En el presente trabajo se pone de manifiesto la superioridad
del método 1 comparado con los medios de cultivo habituales,
dada la rapidez con que reporta el gérmen aislado, ademds de
su sensibilidad, especificidad, valores predictivos y exactitud
cercanos al 100%, que lo coloca como el estindar ideal en
cuanto a pruebas diagnésticas bacterioléglcas se refiere,
constituyendose en un procedimiento de mayor utilidad, ya que
evitard el retraso del inicio de la terapia definitiva, siendo
aconsejable que se cuente con este equipo y técnicas en
cualquier centro hospitalario de segundo y tercer niveles,

Las infecciones bacteriémicas producidas por bacilos
gramnegativos siguen siendo uno de los mayores problemas, si
no el principal, en los centros hospitalarios.

En nuestro estudio se observé que la Escherichia coli es el
patégeno mds comiin, como ya se ha reportado en la literatura,
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El tracto gastrointestinal es el reservorio obvio de bacilos
gramnegativos, aunque existen muchas otras fuentes de
infeccidn,

No es sorprendente que la E. coli sea muchas veces el
microorganismo aerobio mds comin aislado en los
hemocultivos,

La bacteriemia transitoria por bacilos gramnegativos es un
hecho bien documentado, particularmente con la manipulacién
del tracto urinario, y ésta explica algunos casos en que pacientes
bacteriémicos han sido "curados" con antibiéticos inadecuados
o sin tratamiento antimicrobiano.

La mayor parte de las E. coli aisladas de personas sanas
suelen ser susceptibles a fos agentes antimicrobianoes utilizados
més cominmente.

En nuestro trabajo se observé que los microorganismos
aislados de pacientes hospitalizados tuvieron una mayor
proporcién de cepas resistentes a uno o mds agentes
antimicroblanos, predominantemente a ampicilina, Este hecho
ya se ha descrito en algunas publicaciones, tanto en gérmenes
aislados de pacientes hospitalizades, como en los que ya han
recibido tratamiento antimicrobiano previo.

Los agentes antimicrobianos ejercen fuertes presiones
selectivas sobre las poblaciones bacterianns y favorecen a
aquellos microorganismos que son capaces de resistirlos.

La variabilidad genética puede producirse por diversos
mecanismos, Un proceso, denominado cambio microevolutivo,
consiste en la mutacién puntual de un par de bases de un
nucléotido. Estas mutaciones pueden alterar el sitio de ataque
de un autimicrobiano, interfiriendo asi con su actividad, Un
segundo nivel de variabilidad gendmica observado en las
bacterias se denomina camhio macroevolutivo y produce un
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reordenamiento de segmentos de DNA en gran escala en un solo
proceso. Estos reordenamientos incluyen inversiones,
duplicaciones, inserciones, deleciones o transposiciones de
largas secuencias de DNA de una a otra ubicacién en el
cromosoma. [Estos reordenamientos son originados por
transposones o secuencias de insercion que tienen la capacidad
de trasladarse en forma independiente del resto del cromosoma
bacteriano. Un tercer nivel de variabilidad genética en las
bacterias se origina en la adquisicion de DNA extrafio
transportado por pldsmidos, bacteridfagos o elementos genéticos
de transposicién, Estos mecanismos otorgan a las bacterias la
capacidad aparentemente ilimitada de desarrollar resistencia a
cualquier agente antimicrobiano, Una vez que evoluciona un
gen de resistencia a un antibidtico, este determinante de
resistencia pucde diseminarse a otras bacterias por
transformacién, transduccién, conjugacién o transposicion.
Entonces, los clones favorecidos pueden proliferar en la flora de
los pacientes expuestos a los antibidticos,

De los siete mecanismos diferentes de resistencia a los
antibiticos, se ha observado inhibicién enzimética por
produccién de betalactamasas mediadas por pldsmidos, que
inactivan a los antibidticos betalactdmicos rompiendo la unién
amida del ciclo; la enzima de clase C es codificada por un gen
cromosémico de E, coli.

Las bacterias gramnegativas producen una variedad mucho

mayor de betalactamasas que las grampositivas. Las

betalactamasas son constitutivas y se agrupan en tres clases: las
que hidrolizan la bencilpenicilina y cefaloridina o enzimas de
amplio espectro, las oxacilinasas y las carbecilinasas.

Se ha observado la resistencia de las cepas de E. coli
productoras de betalactamasa TEM-1 frente a la ampicilina.
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La elevada prevalencia de la resistencia a las sulfonamidas
entre bacterias gramnegativas puede atribuirse a la
diseminacién de plasmidos R que llevan genes que producen
emzimas resistentes. El mecanismo de resistencia a la
trimetroprima se produce en forma similar.

Entre Ias bacterias grampositivas los estafilococos son los
patégenos nds importantes productores de betalactamasa, que
hidroliza con preferencia Ias penicilinas.

Otro mecanismo de resistencia es la alteracién en las
membranas bacterianas, tanto en la permeabilidad externa
como en la interna, En E. coli se ha demostrado resistencia al
cloramfenicol mediada por plismidos debido a la disminucion
de la permeabilidad. Se han descrito mutantes resistentes con
sistemas de transporte de electrones deficientes en especies de
E. coli y Estafilococo aureus.

Otro mecanismo principal de resistencia en microorganismos
gramnegativos es el resultado de una menor acumulacién del
antibidtico. Recientemente se ha demostrado en E. coli un
sistema activo de eflujo para la eliminacién de fluoroquinolonas.
Esto puede constituir un posible mecanismo de resistencia a los
nuevos agentes derivados de las quinolonas. 23,24,
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9. CONCLUSIONES

En nuestro estudio se observd que el método bacterioldgico
actual (método 1) fué mds eficaz que el método de cultivo
habitual, obteniéndose el reporte microbiolégico con mayor
rapidez y confiabilidad, por lo que se le consideré como el
esténdar ideal como prueba diagnéstica,

La flora hospitalaria mds cominmente aislada estuvo
constitufda por Escherichia coli y Estafilococo aureus.

Del primer gérmen, se observd resistencia a ampicilina en
gran proporcién de los casos y del segundo, algunas cepas
fucron resistentes a oxacilina,

Se concluye que el empleo de esta técnica actual en los
centros hospitalarios serd determinante para el inicio temprano
de un tratamiento especifico,
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HEMOCULTIVOS
54 MUESTRAS

FLORA HOSPITALARIA

TABLA |

GERMEN

FRECUENCIA

coli

. aureus

. epidermidis
. aeruginosa
. gpo. D

. cloacae

mmummm

Cl.perfringes
E. auricularis
S. typhi
Ki.pneumoniae
E. viridans

E. simuians

E. faecalis
Campylobacter
Morganeila m.

Criptococo neo.
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FLORA HOSPITALARIA

UROCULTIVOS
50 MUESTRAS

GERMEN FRECUENCIA
E. coli 25
Kiebsiella 11
Proteus 7
Candida alb. 4
E. aureus 3

TABLA II.



FLORA HOSPITALARIA

LIQ.PERITONEAL
33 MUESTRAS

GERMEN FRECUENCIA
E. aureus 13

E. epidermidis
E. coli
Estrep.gpo.D
Pseudomona a.
Candida
Kiebsiella pn.
Enterobacter cl.
Serratia marc.

Citrobacter

- ek =S NDNWWO

Moraxella sp

TABLA 1ii
PACIENTES EN PROGRAMA DE DIP



FLORA HOSPITALARIA

MIELOCULTIVO
5 MUESTRAS

GERMEN FRECUENCIA
E. epidermidis

E. auricularis
S. typhi
Criptococo neo.

-t wd -t N)

TABLA IV



FLORA HOSPITALARIA

MIELOCULTIVO
5 MUESTRAS
GERMEN FRECUENCIA
E. epidermidis 2
E. auricularis 1
S. typhi 1
Criptococo neo. 1

TABLA IV
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FLORA HOSPITALARIA
CULTIVO LCR

6 MUESTRAS
GERMEN FRECUENCIA
E. aureus 2
E. coli 2
E. epidermidis 1
Enterococo av. 1

TABLA V



FLORA HOSPITALARIA
CULTIVO LIQ.SINOVIAL

TABLA Vi

2 MUESTRAS
GERMEN FRECUENCIA
E.haemolyticus 1
E.epidermidis 1



RN

REPORTE MICROBIOLOGICO

COMPARACION DE DOS METODOS

HEMOCULTIVO

30 MUESTRAS
GERMEN METODO | METODO i
E. coli 24 h 72 h
E. coli 36 h s/d 168h (7d)
E. coli 12 h 48 hr
E. coli 12h s/d 168h (7d)
E. coli 36 h s/d 168h (7d)
E. coli 12 h s/d 168h (7d)
E. aureus 24 h 144 h
E. aureus 120 h s/d 168h (7dl
E. aureus 72 h s/d 168h (7d)
E. aureus 24 h 48 h
S. typhi 36 h 48 h
S. typhi 12 h 36 h
S. typhi 24 h 72 h
Candida alb. 72 h s/d 168h (7d)
Candida alb. 72 h 120 h
€. viridans 36 h 120 h
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