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5. RESUMEN

Las bacteriemias se definen como la presencia de bacterias en el torrente sanguineo, debida
a complicaciones derivadas de infecciones no tratadas correctamente o a su inoculacion
directa al torrente sanguineo con material médico contaminado. Son Infecciones Asociadas
a la Atencion de la Salud (IAAS) en pacientes hospitalizados pediatricos o adultos, con
estancia prolongada o en terapia intensiva y se asocian con una elevada morbilidad y
mortalidad si no se tratan a tiempo. En este contexto, el personal médico que sospecha de
una bacteriemia implementa una terapia empirica con antibidticos de amplio espectro, y que
de no ser la adecuada, puede ocasionar una resistencia bacteriana a los medicamentos
utilizados. Con la finalidad de hacer especifica la terapia antimicrobiana, el agente etiologico
se recupera mediante el uso de hemocultivos, mismos que se ingresan en equipos
automatizados de incubacion hasta su positividad, y a partir de los cuales, se utiliza el método
convencional de subcultivo en placas de agar para obtener colonias bacterianas puras. En la
parte final del proceso se realiza la identificacion de la bacteria y los perfiles de
susceptibilidad para la seleccion del antimicrobiano. Este proceso requiere de 8 a 9 dias. En
el presente trabajo, se analizaron 22 publicaciones seleccionadas siguiendo la metodologia
propuesta para mejorar la Publicacion de Revisiones Sistematicas y Meta Analisis (PRISMA)
a partir de metadatos, donde los autores buscaron sustituir el método convencional de
subcultivo con métodos rapidos para agilizar el proceso. Se evaluaron un total de 40 métodos
rapidos en los que se observo una reduccion promedio de 1 a 2 dias para comenzar con la
identificacion y las perfiles de susceptibilidad. Sin embargo, se demostré que los métodos
rapidos para la recuperacion de bacterias no pueden sustituir al método convencional de
subcultivo, aunque mostraron ser efectivos para el diagnostico de bacterias Gram negativas

contra las Gram positivas.
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6.

INTRODUCCION

6.1.Bacteriemias

Se definen como la presencia de bacterias vivas en el torrente sanguineo.(23)

Se clasifican de acuerdo a su sitio de origen como:

a)

b)

Bacteriemias primarias: Cuando las bacterias presentes en el torrente sanguineo, son
derivadas un sitio de origen intravascular, como una valvula cardiaca, uso de catéter o
dispositivos médicos colonizados. (33)

Bacteriemias secundarias: Cuando la bacteria en el torrente sanguineo proviene de un
espacio extravascular infectado, como de los pulmones en un paciente con neumonia, de
los intestinos cuando hay peritonitis, del rifdn cuando hay infeccion del tracto urinario,
del sistema nervioso central como la meningitis o de infecciones de la piel derivadas de
diversos factores como quemaduras o heridas.(33)

Bacteriemias no definidas: En el cual, el origen de la bacteriemia permanece indefinido
debido a que no se puede aislar a la bacteria, pero, hay sospecha por parte del personal
médico debido a otros resultados de estudios, como lo son las variables generales (fiebre,
hipotermia, taquicardia, hiperglicemia, alteracion del estado mental y edema)),
inflamatorias (leucocitosis, leucopenia, aumento de células blancas inmaduras, aumento
de proteina C reactiva o procalcitonina), hemodindmicas (hipotension, saturacion de
oxigeno disminuida o aumento de indice cardiaco), por disfuncion de 6rganos (hipoxemia
arterial, oliguria aguda, aumento de creatinina, anormalidades en la coagulacion, sonidos
en el ileo, trombocitopenia o hiperbilirrubinemia) y perfusion de tejidos (hiperlactemia o
disminucifion de la irrigacion capilar). Generalmente tiene un peor pronostico que la
bacteriemia primaria y secundaria, derivado a que no se puede determinar la terapia y el

prondstico adecuado. (15 y 33)
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Las bacteriemias pueden ser transitorias y sin consecuencias clinicas cuando el sistema
inmunologico de la persona funciona correctamente, atribuido principalmente al sistema
inmune innato, en el cual, los Receptores de Reconocimiento de Patron (PRRs) solubles
(participan proteinas del sistema complemento, Lectina de Unién a Manosa (MBL) y la
proteina C reactiva, opsonizando a la bacteria y activando al complemento) o los unidos a
membranas celulares (como lo son los receptores tipo NOD (NLRs) o receptores tipo Toll
(TLRs) de las células dendriticas, macréfagos, neutrofilos entre otras, que participan
principalmente en la adherencia del proceso inflamatorio) reaccionan a ligandos especificos
bacterianos llamados Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPs); como ejemplo
de PRRs unidos a membranas celulares bacterianas: NOD1, NOD2 y TLR2 reaccionan a
peptidoglucanos y acido teicoico de bacterias Gram positivas, TLR4 a Lipopolisacaridos
(LPS) de bacterias Gram negativas, TLRS a flagelina y TLR9 a dinucle6tidos desmetilados
CpG DNA bacteriano entre otros). (Imagen 1) (53)(15)

Imagen 1. Actividad de Receptores de Reconocimiento de Patron (PRRs) ante Patrones

Moleculares Asociados a Patogenos (PAMPs). Tomada de Punt J. (46)

Patrones moleculares

Fagocitos
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macrofagos) r
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detectan PAMP // Patégeno
/
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=i
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-2\ El complemento destruye
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it atrae neutrofilos y otras células

Péagina 14 de 87



Cuando el sistema inmunologico falla o esta desbalanceado y el paciente pasa por una
bacteriemia, pueden existir consecuencias clinicas como la infeccion del torrente sanguineo,
momento en el cual, comienzan diferentes presentaciones clinicas (variables generales),
pudiendo dar origen al Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS), como lo es la

sepsis. (15 y 50)

La sepsis en un paciente se caracteriza por ser una respuesta de defensa exagerada del sistema
inmunologico, cuyo fin es el de localizar y eliminar la fuente endégena o exogena de factor
de estrés nocivo, como los PAMPs, pero, pudiendo continuar si se diseminan del torrente
sanguineo a otros 6rganos, en Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo (SDRA), coma, dafio
agudo al rifién, dafio agudo al pulmon, choque séptico, dano al higado, Coagulacion

Intravascular Diseminada (CID), entre otros. (14 y 50)

La sepsis causada por bacterias Gram positivas, frecuentemente se relaciona a las Infecciones
Asociadas a la Atencion de la Salud (IAAS), como lo son los procedimientos de hemodialisis,
uso de catéter intravenoso (especialmente central por el tipo de acceso y la dificultad de
desinfenccion), cirugia, sonda en vejiga urinaria o intubacion, y con especial importancia a
la resistencia de antibidticos que se genera por el uso prologando (mas de 6 meses) de
antibioticos para tratar la infeccion. Enterococcus spp., Sthapylococcus spp. (especial
importancia a Sthapylococcus aureus meticilino resistente (MRSA), que puede causar la
enfermedad necrosante potencialmente mortal por la toxina leucocidina de Panton-
Valentine) y Streptococcus spp. (especialmente Streptococcus agalactiae grupo B, muy
comun en sepsis neonatal, con la contaminaciéon del neonato por contacto con la vagina
durante el parto principalmente, y en la cual, se recomienda diagnosticar la bacteria y dar
tratamiento con antibidtico antes del parto) son las bacterias mas frecuentemente

involucradas en la sepsis. (54)

La sepsis causada por bacterias Gram negativas cominmente se continian a choque toxico
derivado de la endotoxina LPS (llamando al padecimiento choque endotoxico o sepsis gram
negativo, en el cual, con menos de un nanogramo de endotoxina se considera suficiente para

causar los sintomas como fiebre, vomito y rash tipo quemadura, seguido de choque y falla
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multiorgénica, en especial de rindn). Klebsiella spp., Escherichia coli y Pseudomonas

aeruginosa son las bacterias mas frecuentemente involucradas al choque téxico. (54)

La sepsis se asocia con una elevada morbilidad y mortalidad (25 - 30%), misma que puede
aumentar si no es tratada adecuadamente a tiempo (cada hora de retraso en la aplicacion de
tratamiento se asocia con un aumento del 6% en la mortalidad y hasta un 12% si ademas el

tratamiento no es adecuado). (12, 33 y 38)

Las bacterias Gram negativas y Gram positivas se asocian con las bacteriemias en un 65 —
70% y 30 — 35% respectivamente, cuyos agentes etioldgicos que se asocian con mayor

frecuencia se presentan en la Tabla 1. (28)

Tabla 1. Clasificacion de las bacterias basada en la tincion de Gram, y que se asocian

comunmente con las bacteriemias. Tomada de Ombelet S. (41)

Gram positivas Gram negativas
1) Clostridioides spp. 1) Pseudomonas aeruginosa
2) Streptococcus pneumoniae 2) Burkholderia pseudomallei

3) Staphylococcus aureus (incluyendo MRSA) 3) Acinetobacter baumannii.
4) Staphylococci coagulasa negativa 4) Bacteroides spp.

(Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus | 5) Escherichia coli

hominis, Staphylococcus haemolyticus, 6) Haemophilus influenzae
Staphylococcusschleiferi., Staphylococcus 7) Klebsiella pneumoniae
capitis, Staphylococcus warenri) 8) Morganella morganii
5) Enterococci (Enterococcus faecalis y 9) Proteus mirabilis
Enterococcus faecium) 10) Salmonella ser Tiphy

En México, seglin los datos mas recientes del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) al 2019, se reportd que de la causa de muerte por enfermedades relacionadas con

las TAAS, el 24% corresponde a bacteriemias primarias, secundarias y no demostradas. (43)
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En México, la principal causa de sepsis la constituyen los procesos neumonicos, que ocupan
mas de la mitad de los casos, seguido de fuentes intra-abdominales e infecciones del tracto
urinario. Dos tercios de los casos de sepsis por IAAS son derivados de procedimientos
invasivos, ya sean quirurgicos o que requieren de vigilancia invasiva mediante catéteres
arteriales o venosos, ventilacion mecanica o catéteres vesicales. Los catéteres representan la

fuente de infeccion en aproximadamente 20% de los casos relacionados con las IAAS. (43)

El diagnostico para una bacteriemia en el laboratorio clinico, permite seleccionar el
tratamiento dirigido contra el agente etioldgico, factor clave en el proceso contra la infeccion
y también como prevencion a la generacion de resistencia a los antimicrobianos. (5, 6, 17 y

31)
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6.2.Diagnostico de bacteriemias en el laboratorio clinico

6.2.1. Hemocultivos

La posibilidad de aislar una bacteria en un paciente con bacteriemia depende de multiples
factores, entre ellos, las caracteristicas del paciente, el agente etioldgico, la enfermedad de
base y sospecha, el tipo de hemocultivo y el método del procesamiento de hemocultivo

seleccionado (manual o automatizado). (31)

Los hemocultivos son el estdndar de oro para la toma de muestra en el diagndstico de
bacteriemias, a partir del cual, se continua con la recuperacion de bacterias para realizar la
identificacion y los perfiles de susceptibilidad del agente etiologico, lo que implica considerar
buenas practicas pre analiticas para el uso de hemocultivos, que van desde la seleccion del
medio de cultivo, aditivos, prevencion de contaminacion, cantidad de sangre del paciente a

recolectar, seleccion del sistema automatizado para incubacion. (31)

Actualmente las formulaciones de los hemocultivos son similares, siendo principalmente
contenido dentro de botellas, usando como base el medio soya tripticaseina con polianetol
sulfonato de sodio como anticoagulante (menores concentraciones de medio y anticoagulante
para botellas pediatricas). La parte superior de la botella anaerdbica contiene CO; y Nj
mientras que la parte superior de la botella aerdbica contiene aire medioambiental estéril
suplementado con CO,. Las botellas anaerdbicas también incluyen agentes reductores como
tioglicolato y L-cisteina que favorecen la actividad enzimatica de las bacterias anaerobias.
En el caso de muestras de pacientes en tratamiento, se incluye el uso de resinas poliméricas
para neutralizar selectivamente algunos antibidticos utilizados cominmente de forma
empirica, como piperaciclina-tazobactam, vancomicina, cefalosporinas, y con muy baja

actividad o nula para carbapenemasas y fluoroquinolonas. (Imagen 2) (24)

Es de vital importancia que el personal encargado en la toma de muestra sanguinea esté

calificado para reducir el riesgo de contaminacion del hemocultivo y que puede ocurrir en la
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asepsia de la piel antes de tomar la muestra o en la recoleccion de ésta con dispositivos

médicos intravasculares. (24)

Imagen 2. Contenido de hemocultivo aerobio y anaerobio. Basada de Gonzalez M. G.
(24)

CO2y N2 (anaerobio)
02y CO2 (aerobio)

)
|II|| Medio de cultivo agar soya tripticaseina (aerobio y anaerobio)
Anticoagulante polianetol sulfonato de sodio (aerobio y anaerobio)
Agentes reductores (anaerobio)

Resinas poliméricas para neutralizar antibioticos
(aerobio y anaerobio)

En relacion a la toma de muestra de hemocultivos, el Instituto de Estandarizacion de
Laboratorios Clinicos (CLSI) y la Cumitech recomiendan como parte del abordaje
diagnostico, la obtencion de dos hemocultivos (una muestra percutdnea y otra mediante cada
dispositivo de acceso vascular, esta tiltima muestra en pacientes con catéteres colocados por
mas de 48 horas), en un lapso no mayor a 45 minutos, esto con fines de aumentar la
sensibilidad en el diagnostico de bacteriemias un 13% en comparacion con el menos de 10%

reportado de usar un solo hemocultivo. (43)

Para un paciente adulto se requiere de tomar un hemocultivo aerdbico y otro anaerdbico con
fines de aumentar la capacidad de recuperacion de la bacteria un 13%, con esto tener éxito

de obtener un hemocultivo positivos, en especial si se toma el hemocultivo 2 horas con 30

Péagina 19 de 87



minutos antes de pico febril; sin embargo, es muy dificil predecir el momento en el que un
paciente tendra fiebre, por lo que es necesario tomar dos hemocultivos en 24 horas, con
diferencia de tiempo de 30 a 90 minutos, o al mismo tiempo, si el sitio de puncion es
diferente, cuando el paciente requiere el inicio del tratamiento antimicrobiano inmediato.

(43)

Comunmente los hemocultivos pediatricos son aerdbicos por la baja frecuencia de
bacteriemias con anaerobios, estando presente aproximadamente 2.1%, aun asi, de ser
necesario o por sospecha de alguna bacteria anaerobia es posible utilizar un hemocultivo
anaerobio para adulto, siempre considerando la cantidad de sangre optima de uso segin

proveedor. (24)

El relacion al volumen de muestra tomada para hemocultivos, la Sociedad Americana de
Microbiologia y la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas declara que para
aumentar la capacidad de deteccion del microorganismo causante de infeccion en el torrente
sanguineo, la recomendacion es la recoleccion de 2 a 4 hemocultivos por pico febril,
considerando dividir aproximadamente 20 a 30 ml en 2 o 3 botellas de hemocultivo, también
considera dos excepciones; una para pacientes con neutropeniay peso menor a 40 kg, siendo
un volumen de 1% del volumen total de sangre considerando aproximadamente 70 ml/kg, y
la segunda para pacientes pediatricos, en los cuales, el volumen serd lo indicado por el
proveedor. (Tabla 2) Segun el sistema que se ocupe para la extraccion de la muestra

sanguinea para el hemocultivo se seguiré con las indicaciones del proveedor. (24)

De acuerdo con la norma NOM-EM-002-SSA2-2003, el uso del hemocultivo es esencial en

para el diagnodstico de bacteriemias, como se describe en los siguientes ejemplos:

a) Se considera con sepsis a pacientes con fiebre, hipotermia o distermia con hemocultivo
positivo, con menos de 48 horas de estancia hospitalaria si se les realizan procedimientos
de diagnostico invasivos o reciben terapia intravascular. (40)

b) Se considera bacteriemia con hemocultivo positivo para Gram negativo. (40)
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c)

d)

Se considera bacteriemia la presencia de Staphylococcus aureus del aislamiento de
hemocultivo positivo. (40)

Se considera bacteriemia a partir de un hemocultivo positivo de un bacilo Gram positivo
o estafilococo coagulasa negativa siempre y cuando cumpla con dos mas de los siguientes
criterios: alteraciones hemodindmicas, trastornos respiratorios, leucocitosis o leucopenia
no inducida por farmacos, alteraciones de la coagulacion (incluyendo trombocitopenia),

aislamiento del mismo microrganismo en otro sitio anatémico. (40)

6.2.2. Equipo automatizado para gestionar hemocultivos

En relacion a la incubacion y monitoreo de crecimiento de microorganismos en hemocultivos

por parte de equipos automatizados, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los

Estados Unidos (Food and Drug Administration por sus siglas en inglés FDA) ha validado el

uso de los siguientes equipos automatizados y sus diferentes modelos, como Sistemas de

Monitoreo Continuo de Cultivos de Sangre (CMBCS), entre los cuales estan: BACTEC”

(Becton-Dickinson”), BacT/Alert” (BioMérieux”) (Imagen 3) y sus respectivas botellas de

hemocultivo (Tabla 2). Las caracteristicas principales de los equipos antes mencionados se

describen continuacion:

a)

b)

El modelo actual CMBCS BACTEC® (Becton-Dickinson®), es BACTEC FX® (Becton-
Dickinson®), con existencia de diferentes modelos para incubar y monitorear diferentes
cantidades de hemocultivos. Este sistema contiene sensores fluorométricos que generan
fluorescencia en presencia de aumentos de CO, via acidificacion metabdlica por la
presencia de microorganismos. (Tabla 2) (24)

BacT/Alert 3D® (BioMérieux”) y el mas reciente BacT/ALERT VIRTUO"
(BioMérieux"), mismos que cargan y descargan sus botellas respectivas de hemocultivo
de manera automdtica y mantienen la temperatura estable. Durante el proceso de
incubacion y monitoreo, se escanea el cddigo de barra de la botella y se determina el nivel
de llenado (el equipo da lectura del nivel inicial como comparativo) mientras se aplica
una serie de algoritmos que acortan el tiempo de deteccion de positividad. Varios estudios

han demostrado una reduccion del tiempo de incubacion en un 20% para los bacilos Gram
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negativos y enterococos por parte de BacT/ALERT VIRTUO® (BioMérieux®) en
comparacion de BacT/Alert 3D (BioMérieux”). Adicionalmente las botellas BacT/Alert

3D" (BioMérieux™) permiten cultivar fluidos corporales estériles y de plaquetas. (Tabla
2) (24)

Los hemocultivos incubados en equipos CMBSC demuestran positividad en un intervalo de
4 a 7 dias, con una sensibilidad del 98 a 99%, siendo en promedio de 5 dias de incubacion, y
aunque se considera un tiempo prolongado, es probable que después de este periodo de
tiempo los hemocultivos sean negativos. Considerar respecto al tiempo, que cuando se
sospecha de bacterias de crecimiento lento como del género Brucella, se debe dejar en
incubacion hasta un maximo de 15 dias, y s6lo de forma excepcional, éste se puede retrasar

hasta pasados 30 a 45 dias. (24 y 58)

Imagen 3. Equipos CMBCS BACTEC FX® (Becton-Dickinson®) y BacT/Alert 3D

(BioMérieux®). Tomados de Becton-Dickinson® (izquierda) y BioMérieux® (derecha).
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Tabla 2. Modelos actuales de equipos automatizados CMBCS. Tomada de Gonzalez M.

G. (24)

Equipos automatizados de CMBCS

Sistema Método de Volumen
Informaci6én
CMBCS para monitoreo de Tipo de botellas Indicaciones - FDA maximo de
adicional
Hemocultivo crecimiento llenado
- Medio aerdbico con
BacT/ALERT” Sangre o fluidos
polimero de resina 10 ml
FA PLUS corporales estériles
adsorbente
- Medio anaerobio con
BacT/ALERT” Sangre o fluidos
polimero de resina ) 10 ml
FN PLUS corporales estériles
Colorimétrico, adsorbente
causado por la BacT/ALERT® Aerobio pediatrico
Sangre 4 ml
§ caida del pH PF PLUS estandar
BacT/ALERT" _
debido al BacT/ALERT” Sangre o fluidos
Aerobio estandar ) 10 ml
aumento de los SA corporales estériles
niveles de CO, BacT/ALERT® Sangre o fluidos
Anaerobio estandar 10 ml
SN corporales estériles
BacT/ALERT"
Medio aerobio Plaquetas 10 ml
BPA
BacT/ALERT"
Medio anaerobio Plaquetas 10 ml
BPN
° Medio aerdbico con
BACTEC" Plus
polimero de resina Sangre 10 ml
Aerobic
adsorbente
Medio anaerobio con
BACTEC" Plus
) polimero de resina Sangre 10 ml
Anaerobic
adsorbente
Medio aerdbico
Fluorescencia, ® o
BACTEC” Peds pediatrico con
causado por una ) Sangre Sml
Plus polimero de resina
caida en el pH
BACTEC" adsorbente
debido al
Medio anaerobio con
aumento de los "
. BACTEC" Lytic detergente lisante de
niveles de CO, Sangre 10 ml
Anaerobic globulos rojos y
blancos.
BACTEC"®
Aerobio estandar Sangre 10 ml
Standard Aerobic
BACTEC"
Standard Anaerobio estandar Sangre 7 ml
Anaerobic

Péagina 23 de 87



6.2.3. Tincion de Gram en el diagnostico de bacteriemias

El primer paso analitico en el proceso de hemocultivos positivos y probablemente el que mas
impacto causa en la salud del paciente es la tincién de Gram, debido a que en las bacteriemias
la terapia antimicrobiana empirica se puede reconsiderar con base en dicho resultado. Esto
es de gran ayuda para reducir la mortalidad y morbilidad de los pacientes, asi como la

decision de antibidticos para realizar las pruebas de susceptibilidad. (6 y 20)

La tincion de Gram se realizé por primera vez en 1884 por el bacteridlogo danes Hans
Christian Joachim Gram, la cual clasifica a las bacterias en dos grupos: Gram positivas (color
purpura) y Gram negativas (color rosa), considerandola por esta funcion como una tincion
diferencial. Esta clasificacion se determina por la estructura de la pared celular de algunas

bacterias, (Imagen 4). (33)

Imagen 4. Diferencias en la composicion de la pared celular entre una bacteria Gram

positiva y una Gram negativa. Tomada de Mahon C. R. (33)

Septo de division
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Membrana
citoplasmatica Ribosoma Ribosoma Espacio .
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GRAM-POSITIVO GRAM-NEGATIVO
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El mecanismo de accion de la tincion de Gram estd basado en las diferencias de la estructura
de la pared celular entre las bacterias Gram positivas y las Gram negativas, y cOmo
reaccionan quimicamente a varios reactivos. El primer reactivo usado como tincidon primaria
es el cristal violeta, el cual, en bacterias Gram positivas forma uniones cruzadas con el acido
teicoico embebido en la capa de peptidoglucano de la pared celular, disminuyendo su
permeabilidad a solventes organicos porque contienen menos lipidos, mientras que en
bacterias Gram negativas la mayor cantidad de lipidos incrementan la permeabilidad a
decolorantes perdiendo el colorante, al final tifien de purpura a la pared celular de las
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Cuando se aplica lugol (mordiente compuesto
de yodo molecular y yoduro potasico en agua destilada, con interaccion quimica a moléculas
con carga positiva) este forma grandes cristales sobre la tincion primaria (complejo cristal
violeta-lugol) que no son solubles en agua, y por lo tanto, retienen el cristal violeta de lavados
con agua. La aplicacion de alcohol permite que la membrana externa de las Gram negativas
deje salir el complejo cristal violeta-lugol de la delgada capa de peptidoglucano cuando se
enjuaga con agua, esto debido a la permeabilidad a solventes organicos y a que el alcohol
forma poros entre proteinas de membrana y fosfolipidos al romper los puentes de hidrogeno
que los mantienen unidos, como el &cido sidlico de los gangliosidos y las proteinas embebidas
de membrana, generando que queden descoloridas las Gram negativas. Al final de adiciona
safranina que provee un color contrastante a la tincion primaria (cristal violeta), en donde
tanto las Gram positivas como las Gram negativas reaccionan con la safranina dando un color
rosa, pero, este se ve enmascarado en las Gram positivas con el purpura del complejo cristal

violeta-lugol, retenido en la capa gruesa de peptidoglucano. (Imagen 5) (54)
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Imagen 5. Ilustracion de pasos de la tincion de Gram. Tomada de Tortora. (54)

n Cristal
violeta
B Lugol
D Alcohol
< l . [ safranina
— —> _s/ s 4 e, 7
—_— _ E— Gram positivo
Gram negativo
a Aplicacién de e Aplicacién de e Lavado con o Aplicacién de
cristal violeta lugol alcohol safranina
(tifie de ptirpura) (mordiente) (decolorante (contratincién)

Cuando se realiza la tincion de Gram a partir de hemocultivos positivos y solamente se logra
identificar bacterias Gram positivas o Gram negativas con una Unica morfologia (cocos,
bacilos, bacilos cortos), se considera al cultivo monomicrobiano, caso contrario se le
considera cultivo polimicrobiano, siendo este tltimo presente en bacteriemias en un 10 a

20%. (Imagen 6). (2, 6, 9, 31 y 48)

Péagina 26 de 87



Imagen 6. Clasificacion de bacterias basada en su morfologia microscopica y a partir
de la tincion de Gram de hemocultivos positivos: (A) fondo, (B) cadenas / pares Gram
(+), (C) agrupacion en racimos Gram (+) y (D) bacilos Gram (-), Tomada de Smith D.
A. (50)

Para realizar la tincién de Gram es necesario contar con la competencia por parte del personal
encargado en la ejecucion, asi como, contar con reactivos correctamente gestionados para su
uso, con el fin de evitar errores al tefiir a las bacterias y generar malas clasificaciones que
pudieran ser perjudiciales en el proceso de diagndstico del agente etiologico del paciente con

bacteriemia. (33)
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6.2.4. Método convencional de subcultivo para la recuperacion bacteriana de

hemocultivos positivos

En muchos laboratorios clinicos en el area de microbiologia el método tradicional y estandar
de oro para recuperar bacterias a partir de hemocultivos positivos, incluye tomar muestras y
subcultivar sobre agar solido de 24 a 48 horas, posteriormente se puede realizar la

identificacion acorde a sus pruebas bioquimicas y perfiles de susceptibilidad. (6, 9 y 20)

El método convencional de subcultivo se realiza a partir de un hemocultivo positivo que se
subcultiva por el método de aislamiento (agotamiento por estrias cruzadas (Imagen 7)) en
diferentes medios de cultivo solido selectivos y diferenciales; principalmente el agar sangre
5% y agar chocolate (incubados en condiciones aerobias con 5% de CO, por 24 a 48 horas),
agar sangre enriquecido (incubado en anaerobiosis hasta por 48 a 72 horas) y agar especial
(variable seglin la morfologia observada y clasificacion por la tincion de Gram). (Imagen 7)

(Tabla 3) (3)

Imagen 7. Fotografias de subcultivo por aislamiento en agar sangre de oveja al 5% a

partir de un hemocultivo, Tomadas de Ali M. J. (3)
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Tabla 3. Ejemplos de uso de medios de cultivos agar sangre, agar chocolate y agar
especial (MacConkey) para algunos agentes etiologicos involucrados en bacteriemias.
Tomada de Mahon C. R. (33)

Medio de

Agente etiologico Uso generales en el diagndstico presuntivo
cultivo

Staphylococcus aureus,
Observar hemolisis por Staphylococcus aureus y no-
Estafilococos coagulasa
hemolisis en Staphylococci coagulasa negativa
negativa.

Observar alfa-hemolisis por Streptococcus
Agar sangre
Streptococcus spp. pheumoniae.

Observar crecimiento de Streptococcus agalactiae

Observar que después del crecimiento se muestra
Proteus mirabilis )
swarming.

Auxilia al crecimiento por la liberacion de factor X o

Agar factor termoestable (hemina) del hierro, y el factor V
Haemophilus influenzae
chocolate o factor termolabil (NAD o NADP) por lisis del
eritrocito.
Observar crecimiento con fermentacion rapida de la
Agar especial Escherichia coli
lactosa.
(ejemplo
Observar que presenta colonias mucoides y
MacConkey) Klebsiella pneumoniae

fermentacion de lactosa.

Se ha identificado una desventaja de tiempo cuando se realiza el método convencional de
subcultivo, en relacion a la identificacion y perfiles de susceptibilidad, ya que estas se
realizan sélo después de aislar colonias por crecimiento prolongando al tiempo de
realizacion, especialmente cuando se trata de bacterias de crecimiento lento como las
anaerobias, y que el tiempo para la determinaciéon apropiada del antimicrobiano esta
fuertemente relacionado con la mortalidad del paciente, por lo tanto, acortar dicho tiempo en

reconocer al patdgeno es extremadamente importante. (6)
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6.2.5. Identificacion y perfiles de susceptibilidad de bacterias recuperadas de

hemocultivos positivos

Posterior al subcultivo se realiza la identificacion de bacterias recuperadas de hemocultivos

positivos corresponde a conocer el agente etiologico causante de la bacteriemia. (20)

La identificacion de género y especie proporciona al personal médico informacion para
seleccionar o ajustar el agente antimicrobiano especifico en cuanto a la resistencia intrinseca,

esto apoya a reducir la mortalidad y morbilidad de los pacientes con bacteriemia. (20)

La resistencia intrinseca se refiere al mecanismo de resistencia innata de la especie
bacteriana. En la practica la resistencia intrinseca suele implicar que todas las cepas de una

especie de bacteria son resistentes a un antibidtico dado. (27)

La terapia antimicrobiana especifica basada en género y especies bacterianas y su resistencia
intrinseca esta bien documentada en la guia de renovacion anual de la CLSI M 100, inclusive

se encuentra gestion médica por zonas geograficas o casos de IAAS. (5)

De manera convencional la identificacion se realiza a partir de colonias aisladas por métodos

de subcultivos. (8)

En el mercado existen varios sistemas automatizados para la identificacion bacteriana (Tabla
4), de los cuales, su utilidad depende de la concordancia con bases de datos para seleccionar
los respectivos géneros y especies pudiendo ser a una probabilidad estadistica dada y ademas

con tiempo reportados de obtencion de resultados de minutos a horas. (5, 8, 9 y 20)
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Tabla 4. Equipos automatizados para realizar la identificacion de bacterias. Adaptada
de Mahon C. R. (33)

Sistemas automatizados comerciales disponibles para la identificacién de microorganismos

Tiempo

Organismos
Nombre Fabricante Principio promedio de
identificados
Identificacion

AUTOMATIZADO

Analisis de biomoléculas
extraidas de la bacteria, con
apoyo de una matriz organica
(acido alfa-ciano-3,4-
hidroxicinamico (HCCA)) que
permite la produccion de iones
intactos en fase gaseosa de
biomoléculas de gran tamafo,
no volatiles y termolabiles,
como las proteinas, ionizadas
suavemente (menor

fragmentacion de las Organismos Gram
MALDI-TOF Bruker biomoléculas) por un laser que positivos y Gram

30 minutos
MS® Daltonics®

las volatiliza facilmente negativos y

formando iones en una camara anaerobios
de alto vacio, atraidas al
detector de las particulas
cargadas por un potente
campo magnético (tiempo de
vuelo (TOF)), detectadas en
funcion de su masa/carga y su
abundancia relativa
(intensidad) y registrando el
tiempo en que tarda la

particula cargada en atravesar

el campo magnético.

Accelerate Accelerate Método de imagen que

Organismos Gram

2 horas
Pheno® Diagnostic®

combina una técnica de positivos, Gram
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electrofiltracion en gel e
hibridacién “in situ”
fluorescente (FISH), junto a la
microscopia automatizada que
permite identificar la
presencia de 10 especies y 6

géneros bacterianos.

negativos y

levaduras

MicroScan
(Autoscan,

WalkAway)®

Beckman

Coulter®

Posee una gran incubadora
lectora autébnoma con
capacidad de 40 o 96 paneles
de prueba. Se utilizan paneles
de microdiluciéon que se
hidratan e inoculan
manualmente, los paneles se
colocan en posiciones en el
modulo de incubadora grande.
El tipo de prueba bioquimica a
realizar se indica en una
etiqueta de codigo de barras
legible ubicada en cada
extremo del panel, misma a la
que da lectura el equipo para
que roboticamente agregue los
reactivos necesarios con
seguimiento. Al final coloca
los paneles debajo de la
estacion central del fotdmetro
para realizar las lecturas por
uso de carbohidratos / sustrato
cromogénico / sustrato
fluorogénico por parte de las

bacterias

2 horas con 30

minutos

Enterobacteriaceae,
otros bacilos Gram
negativos, Neisseria
spp., Haemophilus
spp., streptococci,
enterococci,
staphylococci,
levaduras,
anaerobios y bacilos

Gram positivos

Vitek 2®

bioMérieux®

Posee una gran incubadora
lectora autébnoma con
capacidad de 60 o 140 tarjetas
de prueba. El tipo de prueba

bioquimica a realizar se indica

5 horas

Enterobacteriaceae,
otros bacilos Gram

negativos, Neisseria
spp., Haemophilus

spp., streptococci,
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en una etiqueta de codigo de enterococci,

barras legible ubicada en cada staphylococci,
tarjeta, misma a la que da levaduras,
lectura el equipo. Al final anaerobios y bacilos

coloca los paneles debajo de la Gram positivos

estacion central del fotometro
para realizar las lecturas por

uso de carbohidratos / sustrato

cromogénico / por parte de las

bacterias.

En conjunto a la identificacion se realizan los perfiles susceptibilidad para identificar que
antimicrobianos son especificamente efectivos para un paciente, a grandes rasgos el objetivo
principal es la evaluacion del probable tratamiento provisto por hospitales, clinicas y demas,
con el fin de tratar y controlar enfermedades infecciosas, sobre todo ante la presencia de

resistencias intrinsecas o adquiridas de las bacterias. (7)

La resistencia adquirida ocurre cuando una bacteria que fue susceptible a un antibidtico
adquiere una mutacion o material genético exdgeno que le permite resistir la actividad de

dicho antibidtico y afecta s6lo algunas cepas de una especie bacteriana. (27)

Para analizar los perfiles de susceptibilidad se emplean diferentes métodos por cada
laboratorio, que van desde la difusién en disco Kirby Bauer y dilucién como lo es la
Concentracion Minima Inhibitoria (MIC), de los cuales, estan descritos varios procesos
estandarizados por parte de la CLSI y existen también equipos automatizados para su

realizacion. (7 y 33)

Para la realizacion de la prueba de difusion en disco Kirby Bauer se requiere de manera
convencional usar colonias aisladas de la bacteria no mayores a 24 a 48 horas de incubadas,
por medio de indculos se genera una suspension de 0.5 McFarland (corresponde
aproximadamente a 1.5x10° UFC/ml de Escherichia coli,) donde la densidad optica de la
suspension se corrobora en un lector espectrofotdmetrico a una absorbancia de 625 nm

obteniendo un rango entre 0.08 a 0.13 como aceptable segun el Comité Europeo de Perfiles
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de Suceptibilidad a Antimicrobianos (EUCAST). La suspension de bacterias se siembra de
manera masiva en el Agar Mueller Hinton, Agar Sangre Mueller Hinton o Agar Sangre
dependiendo el tipo de bacteria o de perfil de susceptibilidad a realizar. En la superficie del
agar se colocan los discos de difusion estandarizados a Smm de didmetro y 2 mm grosor, que
contienen los antibidticos a analizar (uno por cada disco) de manera separada (no mas de 6
discos en una placa circular de 90mm, ni mas de 12 en una placa circular de 150mm) y se
incuba de 16 a 24 horas con base en las indicaciones EUCAST, con fines de observar
inhibicion o no de crecimiento bacteriano alrededor del disco de difusion, y en su caso, medir
el didmetro de inhibicién en mm con ayuda de un instrumento de medicion, como una regla
o vernier calibrado posteriormente se interpreta el resultado obtenido de tamafio de didmetro
con apoyo de guias especificas de la CLSI y EUCAST, mismas que aportan la forma de
lectura por medio de puntos de corte, donde se define la susceptibilidad o resistencia; dicho
protocolo se lleva de 38 a 48 horas considerando la difusion del disco, microdilucion manual

y pruebas de gradiente. (7 y 33)

Para la realizacion de una prueba MIC se trabaja a partir de una suspension de 0.5 McFarland
(mismas indicaciones de obtencion que el método de difusion en disco Kirby Bauer), se
puede realizar una macrodilucién o dilucion en tubo de diferentes antibidticos en caldo
Muller-Hinton, en los cuales, se agrega una suspension estandarizada de bacterias y se incuba
por 24 horas a 35°C. La MIC se determina como la concentracion mas baja que inhibe el
crecimiento por ausencia de turbidez con apoyo de un lector espectrofotométrico. Para
equipos automatizados la prueba MIC de macrodilucion en caldo se ha miniaturizado y
adaptado a bandejas de microdilucién de pocillos multiples que cuentan generalmente con
96 pocillos que se llenan con 0.1 ml de concentraciones de dilucion doble de antibidtico en
caldo. Debido a la gran cantidad de pozos, se puede contener una gran cantidad de diluciones
de antibidticos, la incubacion tiende a ser de méximo 24 horas a 35°C, y a partir del cual se
analiza la MIC como la concentracién mas baja que no muestra un crecimiento bacteriano
evidente (turbidez o granulo en el fondo del pocillo) por medio del lector

espectrofotométrico. (33)
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Existen equipos automatizados aprobados por la FDA, con tarjetas de lectura especificas
segtin el Gram, género o especie, como Vitek 2* (bioMérieux”), Sensitive Aris® (Thermo
Fisher Scientific®), Alfred 60"°™ (Alifax”), BD PHOENYX SYSTEM" (Becton-
Dickinson®), entre otros, para realizar las perfiles de susceptibilidad, mismas que pueden
aplicar clasificaciones para definir puntos de corte de susceptibilidad o resistencia, apoyadas
de las guias especificas de la CLSI y EUCAST. Estos protocolos tardan de 4 a 48 horas
dependiendo el uso de protocolos de validacion, reglas de interpretacion predefinidas,
deteccion de resistencias inducidas o si se requiere el uso de equipos adicionales. (Tabla 5)

(2,10, 32 y 36)

Los perfiles de susceptibilidad proporciona informacion al médico para que seleccione o
ajuste el agente antimicrobiano apropiado en conjunto de conocer la informacion respecto a

la resistencia intrinseca y/o adquirida. (9)
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Tabla 5. Sistemas manuales y automatizados para realizar las pruebas de

susceptibilidad a antimicrobianos. Adaptada de Mahon C. R. (33)

Sistemas manuales y automatizados comerciales disponibles para realizar pruebas de
susceptibilidad a antimicrobianos
Tiempo promedio
Nombre Fabricante Principio de emision de
resultados
MANUAL
Etest bioMérieux® Difusion en agar 24 a 48 horas
Kirby bauer Variable Difusion en agar 24 a 48 horas
AUTOMATIZADO
Vitek® bioMérieux® MIC 4 horas
Lumione BL-2000" Hitachi® MIC 6 horas
SERS Spectra® Renishaw Diagnostic” MIC 12 horas
Alfred60® Alifax® MIC 6 horas
Accelerate
Accelerate Pheno® MIC 7 horas
Diagnostic®
BD Diagnostic
PHOENIX® MIC 8 horas
Systems®
ThermoFisher
Sensititre Aris System® MIC 16 horas
Scientific®

Como se observa en las tablas 3 y 4 hay equipos que pueden realizar tanto la identificacion

como los perfiles de susceptibilidad. (33)

Acelerar los procedimientos de identificacion y pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos
genera la pronta prediccion de tratamiento con el fin de evitar el uso de terapias empiricas de
amplio espectro, por tiempos prolongados debidas al tiempo de espera de resultados
subsecuentes a los métodos convencionales, Esto puede conducir al desarrollo de cepas
bacterianas resistentes a los antimicrobianos y al aumento de la morbilidad y mortalidad de

los pacientes. (9, 20 y 31)
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La Imagen 8 tiene el proposito de resumir la practica convencional para el diagnostico de una
bacteriemia en el laboratorio clinico, asi como su relacion respecto al tiempo de ejecucion de

la prueba y la terapia antimicrobiana empleada por el personal médico.
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Imagen 8. Ilustracion de resumen de los tiempos y terapias empleadas utilizando el método convencional para el diagnoéstico de

bacteriemias a partir de un hemocultivo. Basada de Mahon C. R. (33)

toma de incubacion en hemocultivo 5 i analisis manual o
hemocultivo equo automatlzado positivo met%deosﬁgré\dlet?&cl)onal automatizado
Identificacion
— — —)
Perfiles de
\, Susceptibilidad
G(+) ‘
6D
5 dias, 1a2dias 3 a48 horas
promedio promedio promedio
> > -
tiempo
> > >
Terapia antimicrobiana empirica de amplio espectro Terapia antimicrobiana modificada o ajustada segiin GRAM Terapia antimicrobiana
dirigida

G(+): GRAM positivo G(-): GRAM negativo

Péagina 38 de 87



7. ANTECEDENTES

7.1.Tiempo de positividad de hemocultivos y la mortalidad.

En relacion a pacientes con bacteriemia, esto incluyendo a pacientes con sepsis y choque
séptico, se demostro que el tiempo de positividad de hemocultivos es un factor independiente
en relacion con la mortalidad, esto debido a que el aumento de la mortalidad ocurre a menos
de 12 horas y mas de 27 horas de iniciar incubacién de los hemocultivos, siendo mejor
relacionado el aumento de la mortalidad con otros factores como; el atraso de la aplicacion
de tratamiento adecuado basado en perfiles de susceptibilidad (6 a 12% de aumento de
mortalidad por cada hora de retraso), a la presencia de bacterias Gram negativas (78% de

mortalidad), choque séptico (63% de mortalidad) y la endocarditis (80% de mortalidad). (25)
7.2.Métodos rapidos de recuperacion bacteriana directo de hemocultivos positivos
Existen flujos de trabajo para hemocultivos positivos que permiten acelerar la identificacion

y los perfiles de susceptibilidad, sin embargo implican un mayor gasto de recursos por parte

del laboratorio. (Imagen 9). (41)
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Imagen 9. Flujo de trabajo de hemocultivos positivos en paises clasificados con base en

su nivel de ingresos. Tomada de Ombelet S. (41)

®©

a Botella de cultivo sanguineo @ Paises de bajos y medianos ingresos @ Paises de altos ingresos Identificacion

Prueba de susceptibilidad a
antimicrobiano . Incubacién: A: automtica; M: manual Gram | Tincién de GRAM para crecimiento bacteriano

Los flujos de trabajo que mejoran el tiempo de respuesta, se han desarrollado a partir de
ensayos moleculares utilizando tecnologias de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
como el equipo FilmArray® (bioMérieux™) util en identificacion o de tecnologia de
microarreglos como Gene-Chip® (Thermo Fisher Scientific®) util en resistencia bacteriana.
Algunos de estos ensayos reducen significativamente el tiempo de respuesta a horas y han
sido utilizados por muchos laboratorios clinicos, sin embargo, existen limitaciones
importantes como el costo de los instrumentos que en general es elevado (de 300 a 6000
pesos por prueba), ademds de que la cobertura de especies bacterianas es limitada debido a

la dependencia de las sondas de oligo-DNA de los microorganismos. (47)

Un enfoque alternativo que puede superar estas limitaciones es el uso del equipo de
Desorcion laser asistida por matriz acoplada a espectrometria de masas de ionizacion de

tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS® (Bruker Daltonics”)) directamente de hemocultivos
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positivos y pudiendo ser apoyado del estuches comerciales como Sepsityper” (Bruker
Daltonics® especifico para este equipo, con limitantes de uso exclusivo para identificacion y
deteccion de algunas resistencia a betalactamasas y carbapenemasas, el cual reduce
significativamente el tiempo a minutos para la identificacion en comparaciéon de métodos
convencionales, pero cuyo costo por prueba oscila en 60 pesos considerando también que el

reactivo y la renta anual del equipo es aproximada de un millén de pesos. (31)

Investigadores y algunos laboratorios clinicos informan en la literatura el uso de diversos
métodos rapidos de recuperacion bacteriana a partir de hemocultivos positivos, que aceleran
el comenzar con la identificacion y perfiles de susceptibilidad. Estos métodos son féciles de

usar, confiables y rentables para el laboratorio clinico. (29 y 31)

Los métodos rapidos se fundamentan en las siguientes 4 metodologias pioneras, los cuales

se presentan en diversas variables no normalizadas, como se describe a continuacion (Imagen

10):

a) El método de células intactas: Utilizado para la identificacion en el sistema MALDI-
TOF MS® (Bruker Daltonics®), en el cual, se toma 4 ml del hemocultivo positivo y se
centrifuga a 2000 g por 30 segundos, el sobrenadante se vuelve a centrifugar a 15000 g
por 5 minutos, del cual el pellet se lava con 1 mL de agua desionizada por 15 segundos,
se centrifuga nuevamente a 15000 g por 5 minutos y finalmente el pellet se resuspende
en 1 mL de medio Agar Infusion Cerebro Corazon (BHI) y se hacen alicuotas para su
uso. (17)

b) El método de centrifugacion en tubo separador de suero: Inicia a partir de tomar 8 ml
de hemocultivo positivo que se transfieren a un tubo separador de suero de 8.5 mL
(Becton Dickinson®), la muestra se centrifuga a 2000 g por 10 minutos y el sobrenadante
se alicuota para su uso posterior. (17)

c) El método de filtracion/lisis llamado método casero: Combina la lisis y filtracion en
la recuperacion bacteriana directa de hemocultivos positivos. En el protocolo A, 9 mL de
hemocultivo positivo son tratados con saponina al 0.1% por cada 1 ml de cultivo por 5

minutos, el lisado resultante se filtra con filtro milipore de 5uM en un tubo Falcon vacio
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de 15 ml. En el protocolo B que involucra la lisis osmdtica por dilucion del cultivo de
sangre 1:100 con agua desionizada estéril, el lisado resultante se filtra con filtro
Milipore® de 5uM en un tubo Falcon® vacio de 15 ml. Después de filtrar las muestras
en ambos protocolos estan listas para su uso. (17)

d) El método de filtracion/centrifugacion: Se trata 7mL de hemocultivo positivo con
saponina al 0.01% por 15 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se transfiere
a un tubo separador de suero y se centrifuga 1500 a 2000 g por 10 minutos, se alicuota y

queda listo para su uso. (17)

Los métodos rapidos se realizan con el fin de recuperar sedimentos bacterianos libres de
células sanguineas humanas, proteinas y medio de cultivo que pudieran interferir con la
identificacion y perfiles de susceptibilidad. Algunos de estos métodos varian en cuanto a su
preparacion y tiempo de ejecucion, por lo que se requieren que estén estandarizados, como
Sepsityper” (Bruker Daltonics®), un método comercial con los mismos fines de recuperacién
bacteriana, en el cual, el uso de pretratamientos basados en detergentes como la saponina
(compuesta de una molecula de aglicona como &cido olandlico, hederagenina, acido
fitolacagénico entre otros y una molécula de carbohidrato como arabinosa, glucosa o
galactosa) apoya para lisar selectivamente las células sanguineas, al fijarse a los esteroles de
la membrana celular (el nivel de actividad litica es atribuida al tipo de aglicona y a la
presencia de cadenas laterales de azlicares), generando poros y aumentando la pemeabilidad,
la ausencia de esteroles en membranas celulares de organismos procariotas hace a este
tratamiento adecuado para no dafar las células bacterianas. Las proteinas, medio de cultivo
y otra contaminacion se pueden eliminar por medio de centrifugaciones y lavados para que

no interfieran en los posteriores andlisis. (20, 31, 56 y 58)
A partir de las recuperaciones bacterianas rapidas diversos autores han propuesto la

implementacion en sistemas automatizados para la identificacion y determinacion de perfiles

de susceptibilidad. (31)
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Imagen 10. Ilustracion de resumen en tiempo de los principales métodos rapidos de recuperacion bacteriana para el diagnostico

de bacteriemias. Basada de Freimann y Kayin. (20 y 31)
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8. PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Los métodos rapidos de recuperacion bacteriana a partir de hemocultivos positivos podran

sustituir a los métodos convencionales de subcultivo en el diagndstico de las bacteriemias?
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9. JUSTIFICACION

Las bacteriemias se definen como la presencia de bacterias vivas en el torrente sanguineo,
siendo transitorias y sin complicaciones clinicas cuando el sistema inmunologico de la
persona funciona correctamente, pero, cuando este sistema esta desbalanceado, puede dar
origen al Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS) como lo es la sepsis, debida
de una respuesta inmunoldgica exacerbada a la presencia y actividad de los componentes
bacterianos presentes, que derivan en la presencia de sintomas como fiebre, hipotermia,

taquicardia y edema.

Un paciente con sepsis se le administra un tratamiento empirico de amplio espectro, que no
se sabe si es bien dirigido, e inclusive pudiera favorecer la generacion de resistencia
bacteriana. Con el apoyo de la identificacion y los perfiles de susceptibilidad del agente
etioloégico recuperado de hemocultivos, el personal médico establece el tratamiento

apropiado.

Para el diagnostico de la bacteriemia se utiliza como estandar de oro el hemocultivo y el
método convencional de subcultivo, estos métodos tienen la desventaja de tardar un promedio
de 6 a 7 dias en la recuperacion bacteriana, mas un promedio de 3 a 48 horas para realizar la
identificacion y los perfiles de susceptibilidad. Uno de los riesgos mas importantes asociados
con el tiempo empleado para la determinacion del tratamiento especifico por el laboratorio
clinico estriba en la elevada morbilidad y mortalidad asociada a las bacteriemias. En este
contexto la reduccion de los tiempos en el diagnostico resulta de vital importancia. Una
estrategia alternativa para conseguirlo se plantea mediante el empleo de un método répido

que reduce el tiempo total de recuperacion bacteriana a un promedio de 5 a 6 dias.

Los métodos rapidos utilizados para este propdsito no sustituye el uso del método
convencional de subcultivo. Estos podrian agilizar el tratamiento oportuno y adecuado de las
bacteriemias. Dado que existe mas de una manera de realizar métodos rapidos de forma
manual o mediante el uso de equipos comerciales, es importante conocer las implicaciones,

ventajas y desventajas de cada uno de ellos.
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10. HIPOTESIS
Si los métodos rapidos para recuperar bacterias a partir de hemocultivos positivos son

concordantes con el método convencional de subcultivo, entonces podrian sustituirlos para

acelerar el diagnostico de bacteriemias.
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11. OBJETIVOS

11.1. General

Revisar en la bibliografia el uso de diversos métodos rapidos de recuperacion bacteriana a

partir de hemocultivos positivos y su comparacion con el método convencional de subcultivo.

11.2. Particulares

Seleccionar bibliografia sobre métodos que aceleran la recuperacion bacteriana a partir de

hemocultivos positivos.

Calcular la sensibilidad de los métodos rapidos contra los métodos convencionales de

subcultivo en la recuperacion bacteriana a partir de hemocultivos positivos.

Comparar la correlacion reportada entre el uso de métodos rapidos y los métodos
convencionales de subcultivo para la recuperacion bacteriana a partir de hemocultivos
positivos, con base en los resultados de pruebas de identificacion y perfiles de

susceptibilidad.

Describir ventajas y desventajas respecto al uso de los métodos rapidos para la recuperacion

bacteriana a partir de hemocultivos positivos.

Péagina 47 de 87



12. MATERIAL Y METODOS

12.1. Diseiio experimental

Este trabajo es una revision bibliogréfica sistematica, retrospectiva, transversal, comparativa
y abierta, en la que se describieron las principales caracteristicas sobre el uso de los métodos
rapidos de recuperacion bacteriana a partir de hemocultivos positivos en comparacion con el

método convencional de subcultivo, de publicaciones entre los afios 2016 — 2020.

12.2. Protocolo y registro

Para la seleccion de las referencias bibliograficas se aplicaron los siguientes puntos sugeridos

por la metodologia de Publicacion de Revisiones Sistematicas y Meta Analisis PRISMA (57):

a) Protocolo y registro: Reportar metodologia a usar para la seleccion de referencias
bibliograficas.

b) Criterios de elegibilidad: Declarar criterios para aceptar o descartar referencias
bibliograficas.

c) Fuentes de informacion: Reportar bases de datos donde obtener las referencias
bibliograficas.

d) Busqueda: Reportar forma de busqueda de las referencias bibliograficas.

e) Proceso de extraccion de datos: Reportar forma de extraer informacién relevante de las
referencias bibliograficas.

f) Lista de datos: Auxiliar el proceso de extraccion de datos.

12.3. Criterios de elegibilidad

A. Criterios de inclusion de bibliografia:

a) Todas las publicaciones con referencia al tema de los afios 2016 en adelante.

b) Publicaciones en todos los idiomas.
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c) Reportes sobre el uso de uno o méas métodos rapidos de recuperacion de bacterias a partir
de hemocultivos positivos.

d) Reportes de uso de hemocultivos de pacientes con bacteriemia.

e) Reportes de realizacion de identificacion y/o determinacion de pruebas de susceptibilidad
a antimicrobianos de hemocultivos positivos, con uso de equipos automatizados o
manuales.

f) Autores sin conflictos de interés.

B. Ciriterios de exclusion de bibliografia:

a) Reportes o fracciones de reportes sobre el uso de métodos rapidos de recuperacion para

otros microorganismos diferentes a las bacterias a partir de hemocultivos positivos.

12.4. Fuentes de informacion

Se utilizaron las siguientes bases de datos para la obtencion de referencia bibliografica:

a) National Center of Biotechnology Information NCBI / US National Library of Medicine
National Institutes of Health PMC. (39).

b) Medigraphic Literatura Biomédica. (37)

c) ELSEVIER. (16)

Cuyo acceso es las 24 horas los 365 dias del afo.

Consultadas del 28 de Septiembre de 2020 al 11de Febrero de 2021.

12.5. Busqueda

Se realiz6 un andlisis de metadatos (13) a partir de 9 comparadores directos (Tabla 6) que
corresponden a la relacion de un enunciado o palabra con otro, sin repetir y siempre con
relacion al tema, dichos comparadores directos se utilizaron en los buscadores de las bases

de datos.
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Los enunciados y palabras claves usadas fueron:

a) Bacteria.

b) Hemocultivo positivo.

¢) Identificacion répida.

d) Perfiles de susceptibilidad de antibidticos rapidos.

e) Tubo separador de suero.

Tabla 6. Comparadores directos para realizar analisis de metadatos.

Comparador
Primer enunciado o palabra Segundo enunciado o palabra
directo
1 Identificacion rapida
2 Perfiles de susceptibilidad de antibidticos
Bacteria .

rapidos

3 Tubo separador de suero

4 Bacteria

5 Identificacion rapida

6 Hemocultivo positivo Perfiles de susceptibilidad de antibidticos
rapidos

7 Tubo separador de suero

8 Identificacion rapida

9 Tubo separador de suero Perfiles de susceptibilidad de antibidticos
rapidos
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12.6. Proceso de obtencion de datos
Se recopild la informacion por medio de tablas (Tabla 7):
Tabla 7. Tabla para extraer datos de las referencias bibliograficas relacionadas con los

métodos rapidos de recuperacion bacteriana.

DATOS

(véase ;
REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
lista de
datos)

1) 1 2 3 4 5 6 7 8

2) XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX

Etcétera

12.7. Lista de datos

Se recopilo la siguiente informacion respecto a los métodos rapidos por medio de la tabla

anterior:

1) Numero consecutivo asignado.

2) Fuente.

3) Afo.

4) Autor.

5) Titulo.

6) Pais de origen.

7) Objetivo.

8) Comparativos estudiados.

9) Equipo automatizado para CMBCS.

10) Tipo de frasco de hemocultivo.

11) Equipo automatizado para identificacion.
12) Software de equipo automatizado para identificacion.

13) Equipo automatizado para pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos.

Péagina 51 de 87



14) Software de equipo automatizado para pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos.
15) Muestras.

16) Uso de tincion de Gram.

17) Método rapido y clasificacion del método rapido

18) Bioestadistica y criterios de aceptacion.

19) Tiempo de incubacién de hemocultivo.

20) Tiempo de recuperacion bacteriana.

21) Tiempo para realizar la identificacion.

22) Tiempo de pruebas para realizar las perfiles de susceptibilidad.

23) Resultados de identificacion.

24) Ventajas y desventajas en relacion con la identificacion.

25) Resultados de la susceptibilidad a antimicrobianos.

26) Ventajas y desventajas en relacion con los perfiles de susceptibilidad.

27) Conclusiones

12.8. Estadistica

Se analizaron las variables estadisticas (Tabla 8) con apoyo del software PRISMA® y
Excel®.
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Tabla 8. Variables estadisticas.

VALOR ,
VARIABLE ESCALA TIPO DATOS ESTADISTICO | HIPOTESIS
VERDADERO
Probabilidad del
método rapido
Dicotomica de
) (valor observado)
Método rapido
de recuperar
contra Método .
bacterias de
convencional de . . Se calcula .
Nominal | Cualitativo | Independientes Conocido o hemocultivos
Subcultivo sensibilidad »
positivos contra
(Recupero o No
método
Recupero .
convencional de
bacterias) .
subcultivo (valor
esperado)
Resultado de
concordancia en
la identificacion Razén | Cuantitativa | Independientes
de Gram
positivos
Resultado de
concordancia en
la identificacion Razén | Cuantitativa | Independientes
de Gram Se obtiene la Incompatibilidad
. concordancia 0 no entre la
negativos
entre los distribucion de
Resultado de resultados por frecuencias
concordancia en Conocido medio de Kappa observadas y
la prueba se de Cohen (Tabla alguna
susceptibilidad a Razén | Cuantitativa | Independientes 19) distribucién
antimicrobiano predeterminada o
de de Gram hipotética
positivos
Resultado de
concordancia en
la prueba se
susceptibilidad a Razon | Cuantitativa | Independientes

antimicrobiano
de de Gram

positivos
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13. RESULTADOS

13.1. Metadatos

Para la seleccion de las referencias bibliogréficas, se utilizaron 9 comparadores directos

(Tabla 6) en las bases de datos NCBI-PMC, MEDIGRAPHIC y ELSEVIER (Tabla 9).

Tabla 9. Cantidad de articulos cientificos obtenidos con el uso de 9 comparadores

directos en 3 bases de datos.

# COMPARADOR DIRECTO NCBI-PMC MEDIGRAPHIC ELSEVIER

1 Hemocultivo positivo — Bacteria 213,610 250 1,030

Hemocultivo positivo — Tubo separador de
2 1,324 250 4
suero

Hemocultivo positivo — Perfiles de
3 o o A 14,784 250 93
susceptibilidad de antibiéticos rapidos

Hemocultivo positivo — Identificacion

4 126,555 250 310
rapida
5 Bacteria — Tubo separador de suero 1, 060 250 3
Bacteria — Perfiles de susceptibilidad de
6 31,547 250 124
antibidticos rapidos
7 Bacteria — Identificacion rapida 265,415 250 399

Tubo separador de suero — Perfiles de
8 o o . 112 250 0
susceptibilidad de antibiéticos rapidos

Tubo separador de suero — Identificacion
9 927 250 1
rapida

A partir de los resultados obtenidos en la Tabla 9 se seleccionaron las publicaciones obtenidas
del uso de los comparadores directos 5, 8 y 9, debido a que fueron los que presentaron un
filtro mas exhaustivo en el numero de publicaciones. A las publicaciones seleccionadas se
les aplico los criterios de elegibilidad informados en el numeral 12.3. De este modo se

obtuvieron 22 publicaciones.
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13.2. Origen de las muestras de hemocultivos positivos

En relacion al origen de las muestras de hemocultivos positivos, se reportd en los 22 articulos
que los métodos rapidos fueron aplicados a pacientes hospitalizados, de los cuales, en 5
publicaciones informan el uso en pacientes pediatricos (del recién nacido a <18 afios de edad)

y adultos (>6=a 18 afios de edad). (Figura 1)

1 60% Estudiaron muestras de
hemocultivos de pacientes adultos

Il 40% Estudiaron muestras de
hemocultivos de pacientes pediatricos

Total: 5 articulos

Figura 1. Porcentaje del origen de las muestras de los hemocultivos. En 5 articulos
consultados se menciona que 60% estudiaron muestras de hemocultivos de pacientes adultos

hospitalizados y el 40% restante de pacientes pediatricos hospitalizados.
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13.3. Equipo CMBCS

En relacion a la informacion referente al uso de los equipos CMBCS, los autores de las 21
publicaciones reportaron usar sélo modelos de equipos de las marcas BACTEC® (Becton-
Dickinson®™) y BacT/Alert” (BioMérieux”), cuya importancia fue en relacién al tiempo de

positividad de hemocultivos para comenzar la recuperacion bacteriana. (Figura 2)

Il Bactec® (Beckton Dickinson®)
57% (12)

- Bactec 9120®,
- Bactec 9240® y
- Bactec FX400®

Intervalo de incubacién: 10 horas a 7 dias

[ BacT/Alert® (bioMérieux®)
43% (9)

- BacT/Alert®
- BacT/Alert 3D®

Intervalo de incubacion: 1 a 5 dias

Total: 21 articulos

El numero entre paréntesis corresponde al numero de equipos (total 21) reportados usarse

en 21 articulos consultados y representa el porcentaje descrito.

Figura 2. Equipos CMBCS empleados y tiempos de incubacion para dar positivo a
crecimiento bacteriano reportados en los articulos consultados. En 21 de los 22 articulos
consultados se menciona el uso de 3 modelos de equipo Bactec® (Bactec 9120®, Bactec
9240® y Bactec FX400®) y 2 modelos de equipo BacT/Alert® (BacT/Alert 3D® y
BactecFX®), los cuales reportaron positividad de los hemocultivos en diferentes tiempos de

incubacion que van de 10 horas a 7 dias.
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13.4. Hemocultivos positivos

En relacion a la informacion referente a las muestras de hemocultivos positivos analizados,
se reportd por parte de los autores de las 22 publicaciones, que s6lo se analizaron

hemocultivos monomicrobianos.

13.5. Métodos rapidos de recuperacion bacteriana

A partir de las publicaciones analizadas se observd el uso de 40 métodos rapidos de
recuperacion bacteriana (Tabla 10), estos fueron clasificados por su similitud metodologica
en 18 categorias. Seis categorias correspondieron a métodos comerciales (BACpro® II
(Nittobo Medical®), HB&L® (Alifax®), Método BHI, Pheno Test® (Accelerate
Diagnostics®), PR2 y Sepsityper® (Bruker Daltonics®)), con un tiempo de recuperacion
de 3 a 180 minutos, siendo el método Sepsityper® (Bruker Daltonics®) el mas utilizado y
con tiempos de recuperacion de 3 a 180 minutos. Las 12 categorias restantes hacen
referencia a métodos rapidos no comerciales (DC, Direct MALDI ID, Método casero,
Me¢étodo SIC, PR1, Protocolo 1, Protocolo 2, Protocolo en casa, Saponina, SDS (Dodecil
Sulfato de Sodio), SST (Tubo Separador de Suero) y SST ACK(Amonio-Cloruro-Potasio))
con tiempo de recuperacion de 5 a 242 minutos, siendo el método SST el mas utilizado
con tiempos de recuperacion de 5 a 180 minutos. Por otro lado, entre las 17 categorias
descritas, unicamente 8 de ellas (BACpro® II (Nittobo Medical®), HB&L® (Alifax®),
Pheno Test® (Accelerate Diagnostics®), Protocolo casero, Saponina, SDS, Sepsityper®

(Bruker Daltonics), SST ACK) usaron un pretratamiento basado en detergentes.
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Tabla 10. Métodos rapidos y tiempos de recuperacion bacteriana directa de

hemocultivos positivos descritos en los 22 articulos consultados.

Numero de
Autor del Tiempo(s) de
Método rapido articulos
Categoria método Pretratamiento recuperacion
utilizado que lo
pionero reportado(s)
ocupan
Barnini /
1 SST 12 No 5 a 180 minutos
Ferreira / Chen
Sepsityper®
) SDS 10% o buffer de )
2 (Bruker 6 Comercial . . 3 a 180 minutos
lisis SepsiTyper®
Daltonics)
Lupetti / )
3 Saponina 3 ) Saponina 5% 5 a 23 minutos
Martiny
. Detergente .
4 HB&L® (Alifax) 2 Comercial 15 minutos
(no se declara)
Barnini /
5 Método casero 2 . No 12 a 22 minutos
Ferreira
Pheno Test®
Detergente .
6 (Accelerate 1 Comercial 5 minutos
. . (no se declara)
Diagnostics)
BACpro® II Detergente )
7 1 Comercial 6 minutos
(Nittobo Medical) (no se declara)
8 PR1 1 Barnini No 10 minutos
9 Protocolo 2 1 Barnini No 10 minutos
10 Protocolo 1 1 Ferreira No 20 minutos
11 SDS 1 Lupetti / SDS 10%, 23 minutos
12 Protocolo casero 1 Barnini SDS al 10% 24 minutos
13 Direct MALDI ID 1 Ferreira No 30 minutos
14 SST ACK 1 Lupetti ACK 37 minutos
15 DC 1 Ferreira No 55 minutos
16 Método SIC 1 Martin-Pujol No 210 minutos
17 PR2 1 Comercial No 240 minutos
18 Método BHI 1 Ferreira No 242 minutos
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13.6. Sensibilidad de los métodos rapidos respecto a la recuperacion de bacterias de

hemocultivos positivos.

A partir de los reportes de recuperacion bacteriana de los métodos rapidos contra los métodos

convencionales de subcultivo en las 22 publicaciones seleccionadas, se calcul6 el porcentaje

de sensibilidad de los métodos rapidos (22), con la finalidad de considerar si la probabilidad

del método rapido para recuperar bacterias de hemocultivos positivos es buena (>6=95%) o

no (<95%). (Tabla 11)

Tabla 11. Sensibilidad de los 40 métodos rapidos reportados en las 22 publicaciones.

Hemocultivos Recupero No recupero Criterio de
Métodos rapidos Sensibilidad
positivos analizados bacterias bacterias aceptacion (22)
Direct MALDI ID
47 47 0 100% >6=95%
(49)
HB&L® (Alifax®)
275 275 0 100% >6=95%
(10)
Protocolo 1 (45) 61 61 0 100% >6=95%
Protocolo 2 (45) 81 81 0 100% >6=95%
Protocolo casero (61) 273 273 0 100% >6=95%
Saponina (19) 170 170 0 100% >6=95%
Sepsityper® (Bruker
paivp 81 81 0 100% >6=95%
Daltonics®) (21)
SST (10) 288 288 0 100% >6=95%
SST (19) 170 170 0 100% >6=95%
SST (2) 150 150 0 100% >6=95%
SST (23) 60 60 0 100% >6=95%
SST (32) 133 133 0 100% >6=95%
SST (35) 15 15 0 100% >6=95%
SST (5) 103 103 0 100% >6=95%
SST (8) 100 100 0 100% >6=95%
SST ACK (26) 75 75 0 100% >6=95%
Sepsityper® (Bruker
PP 179 178 1 99% >6=95%
Daltonics®) (6)
PR1 (9) 183 179 4 98% >6=95%
PR2 (9) 183 179 4 98% >6=95%
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HB&L® (Alifax®)
23) 60 58 2 97% >6=95%
Sepsityper® (Bruker
psityper® ( 142 135 7 95% >6=95%
Daltonics®) (34)
BACpro® II (Nittobo
Medical®) (31) 179 169 10 94% >6=95%
modulo Sepsityper®
Método SIC (34) 142 131 11 92% >6=95%
M¢étodo casero (6) 179 165 14 92% >6=95%
SST (20) 99 90 9 91% >6=95%
SST (44) 524 466 58 89% >6=95%
Pheno Test®
(Accelerate 60 53 7 88% >6=95%
Diagnostics®) (23)
BACpro® II (Nittobo
Medical®) (31) 199 174 25 87% >6=95%
modulo estandar
Saponina (34) 142 123 19 87% >6=95%
Sepsityper® (Bruker
Daltonics®) (31) 179 147 32 82% >6=95%
modulo Sepsityper®
M¢étodo BHI (54) 145 119 26 82% >6=95%
SST (50) 127 97 30 76% >6=95%
DC (20) 99 75 24 76% >6=95%
Sepsityper® (Bruker
PP 144 108 36 75% >6=95%
Daltonics) (53)
SDS (53) 144 104 40 72% >6=95%
Saponina (53) 144 101 43 70% >6=95%
Método casero (31)
179 125 54 70% >6=95%
modulo Sepsityper®
Sepsityper® (Bruker
Daltonics®) (31) 199 136 63 68% >6=95%
modulo estandar
Método casero (31)
199 114 85 57% >6=95%
modulo estandar
SST (54) 145 72 73 50% >6=95%

*El nimero dentro del paréntesis de la columna de método rapido corresponde a la referencia bibliografica.
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13.7. Equipo para identificacion

Se resume la informacion referente a los equipos de identificacion bacteriana y sus tiempos

reportados para emitir resultados a partir de recuperaciones bacterianas obtenidas por

métodos rapidos:

3.5%

Total: 22 articulos

Accelerate Pheno® (Accelerate
Diagnostics®)
3.5% (1)

Tiempos para identificar: 16 horas

MALDI-TOF MS® (Bruker Daltonics®)
67% (18)

Tiempo para identificar: 1 minuto

MicroScan® (Beckman Coulter®)
3.5% (1)

Tiempo para identificar: No se informa

Vitek® (bioMérieux®)
26% (7)

- Vitek®
- Vitek2®

Tiempo para identificar: 5 horas

El ntimero entre paréntesis corresponde al nimero de equipos (total 27) que se utilizaron

en los 22 articulos consultados y representa el porcentaje descrito.

Figura 3. Equipos y tiempos empleados para la identificacion bacteriana en los articulos

consultados. En 22 articulos consultados se utilizaron 4 equipos automatizados (Accelerate

Pheno® MicroScan®, MALDI-TOF MS® y Vitek® (dos modelos diferentes Vitek® y

Vitek2®)), en los que se reportd un tiempo de identificacion de 1 minuto a 16 horas, siendo

el equipo MALDI-TOF MS® el mas eficiente y el mas utilizado (69%).
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13.8. [Equipo para perfiles de susceptibilidad

Se resume la informacion referente a los equipos automatizados y métodos manuales para
realizar los perfiles de susceptibilidad y sus tiempos reportados para emitir resultados a partir

de recuperaciones bacterianas obtenidas por métodos rapidos:

Il Accelerate Pheno® (Acelerate Diagnostics)
5% (1)
Tiempo para resultados: 6 horas

[ Alfred 60AST® (Alifax®) (] Slensititre.Arig System® (Thermo
15% (3) Fisher Scientific®)
0,
Intervalo de tiempo para resultados: 5 a 5% (1) .
Intervalo de tiempo para resultados:
9 horas
5a9horas
[ Etest
10% (2) [ SERS Spectra® (Renishaw
Tiempo para resultados: 48 horas Diagnostics®) / Raman
Microscope® (Horiba®)
[ Kirby Bauer 5% (1)
5% (1) Tiempo para resultados: 12
Tiempo para resultados: 48 horas horas
Il Lumione BL-2000® (Hitachi®) Il Vitek® (bioMérieux®)
5% (1) 35% (7)
Tiempo para resultados: 6 horas
- Vitek®
I Phoenix® (BD Diagnostic System®) - Vitek2®
15% (3)
Intervalo de tiempo para resultados: 6 a Intervalo de ttempo para resultados: 5 a .
22 horas 24 horas Total: 11 articulos

El ntimero entre paréntesis corresponde al nimero de equipos (total 20) que se utilizaron

en los 11 articulos consultados y representa el porcentaje descrito.

Figura 4. Equipos automatizados, técnicas manuales y tiempos empleados para realizar
las pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos en los articulos consultados. En 11 de
los 22 articulos consultados se utilizaron 7 equipos automatizados (Accelerate Pheno®,
Alfred 60AST®, Lumione BL-2000®, Phoenix®, Sensitre Aris System®, SERS
Spectra/Raman Microscope® y Vitek® (dos modelos diferentes Vitek® y Vitek2®)), con
los que se reportd un tiempo para emitir resultados de 3 a 24 horas, siendo el equipo Vitek®
el que mas se utilizé (35%), con tiempos para emitir resultados de 5 a 24 horas. Para las 2
técnicas manuales (Etest y Kirby Bauer) se reportd un tiempo para emitir resultados de 48

horas.
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13.9. Concordancias de los métodos rapidos respecto al método convencional de
subcultivo en la identificacion y los perfiles de susceptibilidad para bacterias Gram

negativas y Gram positivas.

Con la finalidad de determinar la concordancia de los 40 métodos rapidos (valor observado)
respecto al método convencional de subcultivo (valor esperado de 100%), se calcul6 el
porcentaje de concordancia categérica por el Indice Kappa de Cohen (1). Ademas, los datos
se categorizaron considerando si se realizo la identificacion (género y especie) (Tabla 15y
16) o perfiles de susceptibilidad (Tabla 17 y 18)y de si se trataba de bacterias Gram negativas

o Gram positivas.

Tabla 12. Concordancias estadisticas de 35 métodos rapidos que se evaluaron por medio

de la identificacion de bacterias Gram negativas.

Datos Datos B

# Método rapido* observados esperados Indice Grado de

Kappa acuerdo**

(%) (%)

1 PR1 (9) 97.5 100 0.99 Casi perfecto
2 PR2 (9) 97.5 100 0.99 Casi perfecto
3 Sepsityper® (Bruker Daltonics®) (21) 95.9 100 0.97 Casi perfecto
4 Saponina (53) 100 100 1.00 Casi perfecto
5 SDS (53) 100 100 1.00 Casi perfecto
6 Sepsityper® (Bruker Daltonics®) (53) 100 100 1.00 Casi perfecto
7 Protocolo 1 (45) 100 100 1.00 Casi perfecto
8 Protocolo 2 (45) 100 100 1.00 Casi perfecto
9 Saponina (19) 100 100 1.00 Casi perfecto
10 SST (19) 100 100 1.00 Casi perfecto
11 Direct MALDI ID® (49) 96.8 100 0.98 Casi perfecto
12 Protocolo casero (60) 95.8 100 0.97 Casi perfecto
13 SST (8) 99 100 1.00 Casi perfecto
14 SST (23) 100 100 1.00 Casi perfecto
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Pheno Test® (Accelerate Diagnostics®)

15 98 100 0.99 Casi perfecto
(23)
16 Sepsityper® (Bruker Daltonics®) (34) 96.2 100 0.97 Casi perfecto
17 Saponina (34) 86.8 100 0.88 Casi perfecto
18 Método SIC (34) 92.5 100 0.94 Casi perfecto
19 SST (54) 73.5 100 0.75 Sustancial
20 Método BHI (54) 91.7 100 0.93 Casi perfecto
21 SST (44) 96 100 0.97 Casi perfecto
22 SST (6) 91.3 100 0.92 Casi perfecto
23 SST (32) 90 100 0.91 Casi perfecto
24 Sepsityper® (Bruker Daltonics®) (6) 98.9 100 1.00 Casi perfecto
25 Meétodo casero (6) 92.3 100 0.93 Casi perfecto
26 M¢étodo casero (31) modulo estandar 88.1 100 0.89 Casi perfecto
Sepsityper® (Bruker Daltonics®) (31
27 psivp ( )G 76.2 100 0.77 Sustancial
moddulo estandar
BACpro® II (Nittobo Medical®) (31)
28 94 100 0.95 Casi perfecto
moddulo estandar
29 | Método casero (31) modulo Sepsityper® 91.8 100 0.93 Casi perfecto
Sepsityper® (Bruker Daltonics®) (31)
30 psibvp 91.8 100 0.93 Casi perfecto
modulo Sepsityper®
BACpro® II (Nittobo Medical®) (31)
31 98.6 100 1.00 Casi perfecto
modulo Sepsityper®
32 DC (20) 70 100 0.71 Sustancial
33 SST (20) 100 100 1.00 Casi perfecto
34 SST (50) 92.9 100 0.94 Casi perfecto
35 SST (2) 100 100 1.00 Casi perfecto

*El nimero dentro del paréntesis corresponde a la referencia bibliografica.

**@Grado de acuerdo calificado con base en la tabla 16.
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Tabla 13. Concordancias estadisticas de 29 métodos rapidos que se evaluaron por medio

de la identificacion de bacterias Gram positivas.

modulo Sepsityper®

Datos
Datos B Grado de
# Método rapido* observados Indice Kappa
esperados (%) acuerdo**
(%)
1 PRI (9) 96.1 100 0.97 Casi perfecto
2 PR2 (9) 96.1 100 0.97 Casi perfecto
Sepsityper® (Bruker )
3 95.9 100 0.97 Casi perfecto
Daltonics) (21)
4 Saponina (53) 98.3 100 0.99 Casi perfecto
5 SDS (53) 98.4 100 0.99 Casi perfecto
Sepsityper® (Bruker )
6 96.9 100 0.98 Casi perfecto
Daltonics) (53)
7 Direct MALDI ID (49) 100 100 1.00 Casi perfecto
8 Protocolo casero (60) 88.3 100 0.89 Casi perfecto
9 SST (23) 100 100 1.00 Casi perfecto
Pheno Test® (Accelerate
10 ) ) 90 100 0.91 Casi perfecto
Diagnostics®) (23)
Sepsityper® (Bruker )
11 94.4 100 0.95 Casi perfecto
Daltonics®) (34)
12 Saponina (34) 86.5 100 0.88 Casi perfecto
13 Meétodo SIC (34) 92.1 100 0.93 Casi perfecto
14 SST (54) 28.5 100 0.30 Discreto
15 Método BHI (54) 74.1 100 0.75 Sustancial
16 SST (44) 83 100 0.84 Casi perfecto
17 SST (32) 90 100 0.91 Casi perfecto
Sepsityper® (Bruker )
18 100 100 1.00 Casi perfecto
Daltonics®) (6)
19 Método casero (6) 92 100 0.93 Casi perfecto
Método casero (31) .
20 34.8 100 0.36 Discreto
modulo estandar
Sepsityper® (Bruker
21 Daltonics®) (31) médulo 62.6 100 0.64 Sustancial
estandar
BACpro® II (Nittobo
22 Medical®) (31) moédulo 82.6 100 0.84 Casi perfecto
estandar
Método casero (31) .
23 75.5 100 0.77 Sustancial
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Sepsityper® (Bruker

24 Daltonics®) (31) médulo 75.5 100 0.77 Sustancial
Sepsityper®
BACpro® II (Nittobo
25 Medical®) (31) moédulo 91.5 100 0.93 Casi perfecto
Sepsityper®
26 DC (20) 79.7 100 0.81 Sustancial
27 SST (20) 84.7 100 0.86 Casi perfecto
28 SST (50) 42.8 100 0.44 Moderado
29 SST (2) 89.7 100 0.91 Casi perfecto

*El namero dentro del paréntesis corresponde a la referencia bibliografica.

**Q@Grado de acuerdo calificado con base en la tabla 16.

Tabla 14. Concordancias estadisticas de 15 métodos rapidos que se evaluaron por medio

de perfiles de susceptibilidad de bacterias Gram negativas.

Datos
Datos : Grado de
# Método rapido* observados Indice Kappa
esperados (%) acuerdo**
(%)
1 PR1 (9) 87.3 100 0.88 Casi perfecto
2 PR2 (9) 90 100 0.91 Casi perfecto
3 Protocolo 1 (45) 99.7 100 1.00 Casi perfecto
4 Protocolo 2 (45) 99.2 100 1.00 Casi perfecto
5 Saponina (19) 95.2 100 0.96 Casi perfecto
6 SST (8) 100 100 1.00 Casi perfecto
Pheno Test® (Accelerate .
7 85.4 100 0.86 Casi perfecto
Diagnostics®) (23)
8 HB&L® (Alifax®) (23) 91.1 100 0.92 Casi perfecto
9 SST (44) 97.75 100 0.99 Casi perfecto
10 SST (32) 96.1 100 0.97 Casi perfecto
11 SST (10) 100 100 1.00 Casi perfecto
12 HB&L® (Alifax®) (10) 90.8 100 0.92 Casi perfecto
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13 SST (35) 50 100 0.51 Moderado
14 SST (2) 97.4 100 0.98 Casi perfecto
15 SST ACK (26) 93 100 0.94 Casi perfecto

*El nimero dentro del paréntesis corresponde a la referencia bibliografica.

**Grado de acuerdo calificado con base en la tabla 16.

Tabla 15. Concordancias estadisticas de 11 métodos rapidos que se evaluaron por medio

de perfiles de susceptibilidad de bacterias Gram positivas.

Datos
Datos , Grado de
# Método rapido* observados Indice Kappa
esperados (%) acuerdo**
(%)
1 PR1 (9) 93.1 100 0.94 Casi perfecto
2 PR2 (9) 93.8 100 0.95 Casi perfecto
Pheno Test® (Accelerate .
3 95.2 100 0.96 Casi perfecto
Diagnostics®) (23)
4 HB&L® (Alifax®) (23) 85.1 100 0.86 Casi perfecto
5 SST (44) 98 100 0.99 Casi perfecto
6 SST (32) 98.6 100 1.00 Casi perfecto
7 SST (10) 100 100 1.00 Casi perfecto
8 HB&L® (Alifax®) (10) 88.1 100 0.89 Casi perfecto
9 SST (35) 71.7 100 0.79 Sustancial
10 SST (2) 97.4 100 0.98 Casi perfecto
11 SST ACK (26) 93.8 100 0.95 Casi perfecto

*El namero dentro del paréntesis corresponde a la referencia bibliogréfica.

**Grado de acuerdo calificado con base en la tabla 16.
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13.10. Ventajas y Desventajas

Ventajas:

a)
b)

c)

d)

g)
h)

)

Se aplican a equipos automatizados y manuales.

Se adaptan muy bien a la metodologia de equipos automatizados que para identificar
requieren un promedio de 30 minutos, como el caso del equipo MALDI-TOF MS®.

Se pueden aplicar antes de que el equipo CMBCS emita la positividad del hemocultivo
(a las 10 horas de iniciar la incubacion).

Son comparables en concordancia con los métodos convencionales.

Existen versiones comerciales.

Recuperan bacterias intracelulares.

Los costos de unos métodos son muy bajos en contraste con los comerciales.

Ahorran aproximadamente de 20 a 44 horas para comenzar a realizar la identificacion y
pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos.

Se obtienen buenas concordancias en comparaciéon al método convencional en la
identificacion y pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos para Gram negativos.
Pueden potencializar su concordancia respecto al método convencional con el uso de pre

tratamientos basados en detergentes como la Saponina.

Desventajas:

a)

b)

d)

No pueden sustituir al método convencional de subcultivo debido a que no presentaron
concordancias excelentes.

No existe un 100% de concordancia con el método convencional.

Sélo se pueden utilizar para hemocultivos bacterianos monomicrobianos.

La mayoria de autores que estudiaron el uso de los métodos rapidos de recuperacion
bacteriana a partir de hemocultivos positivos solo trabajo con Gram negativas.

La mayoria de la informacion publicada de los métodos de recuperacion bacteriana ha

sido realizada con Gram negativas, falta mas informacion y pruebas para Gram positivas.
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f) Muy pocos autores estudiaron el uso de métodos rapidos de recuperacion bacteriana a
partir de hemocultivos positivos para pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos.

g) Se requiere el uso de pre tratamientos basados en detergentes, centrifugacion a altas
velocidades y lavados, en el método utilizado para mantener una elevada concordancia
con el método convencional sobre todo para el equipo MALDI-TOF MS®.

h) Para la identificacion de bacterias Gram positivas se debe considerar realizar una

extraccion correcta de las proteinas antes de la lectura en el equipo MALDI-TOF MS®
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14. DISCUSION

Para la seleccion de la bibliografia sobre métodos que aceleran la recuperacion bacteriana
(métodos rapidos) a partir de hemocultivos positivos, se decidié utilizar la metodologia
PRISMA (57), ya que esta permitié realizar revisiones sistematicas y de metadatos con éxito,

mismas que fueron parte del disefio experimental del presente trabajo.

De las 22 publicaciones seleccionadas:

Con el propodsito de conocer si los métodos rapidos se pueden aplicar a pacientes con
bacteriemia, se decidio colocar como criterio de aceptacion aceptar publicaciones que usaron
hemocultivos de pacientes, lo que permitié demostrar su uso en pacientes, debido a que todos
las publicaciones informaron trabajar con hemocultivos de pacientes hospitalizados
pediatricos y adultos, esto es muy importante considerando que los métodos rapidos buscaran
su aceptacion de aplicacion en la practica clinica, misma que queda pendiente de autorizacion
para aprobar su uso por autoridades como la FDA en Estados Unidos y COFEPRIS en
México.

La autorizacion de los métodos rapidos se podria lograr mediante la validacion del método,
considerando el uso de guias respecto a la validacién de pruebas cualitativas, como lo es la
guia de la CLSI EP12 A2, en donde se consideraria el uso de los métodos rapidos contra el
método convencional de subcultivo a partir de hemocultivos positivos y negativos, de los
cuales, se podria determinar pardmetros de desempeiio del método como la exactitud
diagnéstica, sensibilidad, especificidad, tasa de falsos positivos y tasa de falsos negativos,
pardmetros de prediccion de resultados como los valores predictivos positivos, valores
predictivos negativos y parametros de concordancia respecto al método convencional de
subcultivo como los cocientes de probabilidades e indice Kappa, que aporten informacion

respecto a su aplicacion.

Con el propoésito de conocer la aportacion de los equipos CMBCS en el diagndstico de
bacteriemias, se decidio6 revisar porqué s6lo se usaron dos marcas comerciales BACTEC® y

BacT/Alert®. El autor Gonzalez M. D. (24) declar6é que, la mayoria de los laboratorios
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clinicos implementa en la préctica clinica estos equipos CMBCS porque estan aprobados por
la FDA, evitan la contaminacion del hemocultivo por apertura para sembrar y determinar
presencia de bacterias (anteriormente asi se declaraba positivo), permiten incubar diversos
liquidos biologicos (incluido a la sangre), los frascos de hemocultivos son estandarizados y
especificos de uso con su equipo respectivo (fabricantes cuentan con procesos estandarizados
para la correcta recoleccion) y reportan un promedio de 5 dias para dar positivo. En relacion
a los tiempos de positividad, en la presente revision sobresale el trabajo del autor Giordano
C. (23), mismo que inform¢ utilizar métodos rapidos a partir de hemocultivos positivos de
pacientes (reportado ser tomados con base en los requisitos de fabricante), incubados en
equipo CMBCS por 10 horas, logrando posteriormente recuperar bacterias por el método
rapido, demostrando que el uso de equipos CMBCS, la estandarizacion del uso de frascos de
hemocultivos en la toma de muestra al paciente, juegan un papel importante respecto al
tiempo de positividad en incubacién, mismos que bien utilizados pueden auxiliar en el
diagndstico de una bacteriemia, acelerando el comenzar la aplicacion de los métodos rapidos

segun Gutiérrez M. G. (25)

En las 22 publicaciones se informd que los métodos rapidos s6lo se puede aplicar a
hemocultivos positivos monomicrobianos, y con el propdsito de conocer qué porcentaje de
éstos estan relacionados con pacientes hospitalizados con bacteriemias, se decidi6 revisar el
porcentaje de hemocultivos positivos polimicrobianos (a los que no se le puede aplicar los
métodos rapidos) reportados, siendo un rango de entre 10% a 20% segun lo reportado por
Akgun S., Azrad M., Barnini S., Falconer K., Kayin M. y Sharma M. (2, 6, 9, 17, 31 y 49),
por lo que se puede inferir que los métodos rapidos se podrian aplicar a un aproximado de

entre 80% a 90% de pacientes hospitalizados con bacteriemia.

De los 40 métodos rapidos reportados usarse en las 22 publicaciones, estos se fundamentaron
en metodologias de los autores Barnini, Chen, Ferreira, Fothergill y Lupetti Martin-Pujol y
Martiny, de los cuales, Barnini, Ferreira, Fothergill y Lupetti fueron pioneros en publicarlos
segun Falconer K. (17), y con el proposito de analizar los metadatos respecto a su uso, se
decidio clasificar a los métodos rapidos en 18 categorias por su similitud en la metodologia

empleada (Tabla 10). Cabe notar que cuando se presenta mas de un método en una categoria,
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éstos presentan diversas variaciones en los pasos para la recuperacion de bacterias, mismas
que pudieran afectar o beneficiar la recuperacion de bacterias por el uso o ausencia de pre
tratamiento basado en detergente, la realizaciéon de una o mas centrifugaciones a alta
velocidad y uno o varios lavados segiin Barman P. (8), de los cuales, todos recuperaron
bacterias de hemocultivos positivos en un intervalo de 3 a 242 minutos, con un ahorro de
tiempo respecto al método convencional de subcultivo de aproximadamente de 20 a 44 horas,
lo que es consistente con lo declarado por Faron M. L. (18) referente a que, multiples estudios
que usaron métodos rapidos de para recuperar bacterias a partir de hemocultivos positivos
demostraron una reduccion de 12 a 35 horas contra los métodos convencionales de subcultivo
en los flujos de trabajo de los hospitales.

Con base en el ahorro de tiempo reportado en las publicaciones, se puede inferir que la
aplicacion de los métodos rapidos podria disminuir los indices de mortalidad en los pacientes
hospitalizados con bacteriemia, a sabiendas que cada hora de retraso en la implementacion
de tratamiento basado en perfiles de susceptibilidad aumenta entre 6 al 12% la mortalidad de

acuerdo con Guti¢rrez M. G. (25).

Respecto al uso de pre tratamiento basado en detergentes los autores reportaron usar ACK,
Saponinay SDS con el fin de limpiar la muestra de cé¢lulas sanguineas, de los cuales el mejor
detergente a utilizar es la Saponina, por estar dirigido especificamente a los esteroles de
membranas celulares, los cuales no estan presentes en procariotas evitando el riego de perder
bacterias, contrario a la no selectividad del ACK y SDS, tensoactivos que principalmente
inactivan sistemas enzimaticos que determinan cambios en la permeabilidad de la membrana
celular procariota segin Troisiy Yéabar V. (56 y 58). El uso de detergentes es consistente con
lo dicho por Barman P. (8), respecto a la utilidad de la limpieza de la muestra eliminando las
células sanguineas con el uso de pre tratamientos basado en detergentes, indicando también
que las centrifugaciones a alta velocidad y los diversos lavados juegan un papel importante
al disminuir el ruido de fondo, sobre todo cuando el uso de las bacterias es directo como la

identificacion por el equipo MALDI-TOF MS®.

De los 40 métodos rapidos, con el propdsito de conocer la probabilidad que tienen para

recuperar bacterias de hemocultivos positivos contra el método convencional de subcultivo,
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se decidio calcular solo la sensibilidad de cada uno, esto considerando que en las
publicaciones no se estudiaron los métodos rapidos a partir de hemocultivos negativos que
permitieran realizar el célculo de la especificidad o del valor predictivo positivo o negativo
respecto a hemocultivos provenientes de pacientes con bacteriemia, dicho esto, se demostrod
que 21 métodos rapidos tiene muy buena sensibilidad segin la CLSI EP12-A2 (22),
considerandolos muy buenos para recuperar bacterias cuando los hemocultivos son positivos,
y de los cuales 15 métodos tienen costos de realizacion aproximada de 4 pesos por prueba,
siendo rentables contra los 6 métodos comerciales restantes con costo aproximado de 250
pesos por prueba o los métodos moleculares segin Oviafio M. (42). De los 19 métodos
rapidos que no fueron sensibles, es posible que no se realizara una correcta ejecucion de la
metodologia, considerando que la menor sensibilidad obtenida del 50% del método rapido
SST de Torres 1. (54), pudo ser debida a que no realiza lavados posteriores a una Unica
centrifugacion y que usaron tratamiento basado en detergentes no selectivos como SDS,
pudiendo perder bacterias. En el caso de las bajas sensibilidades obtenidas del uso de
Saponina por parte de Martin-Pujol O. (34) y Tanner H. (51), pudo ser debida por falta de

estandarizacion de la metodologia segiin Martiny y Lupetti respectivamente.

De los 40 métodos rapidos y con el proposito de analizar si las recuperaciones de bacterias
pueden ser utiles en la identificacion y perfiles de susceptibilidad contra las bacterias
recuperadas por el método convencional de subcultivo, se decidi6 calcular la concordancia
basada en el Indice de Kappa de Cohen (1) donde los datos se categorizaron considerando si
se realiz¢ la identificacion (Tabla 12 y 13) o los perfiles de susceptibilidad (Tabla 14y 15)y
de si se trataba de bacterias Gram negativas o Gram positivas, informando lo anterior en las

siguientes 4 categorias:

1. Concordancia en la identificacion de bacterias Gram negativas: Se revisaron metadatos
de 35 métodos rapidos (Tabla 12), de los cuales, todos demostraron concordancias que
iban desde 0.71 y hasta 1, que en porcentaje corresponden de 71% hasta un 100%, siendo
consistentes con los rangos esperados para los equipos que mads reportaron usarse (Figura
3) Vitek® de 80.7 — 92.8% y MALDI-TOF MS® de 59.7 — 97.8% que s6lo utilizaron el

método rapido comercial Sepsityper® dicho por Canadian Agency for Drugs and
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Technologies in Health (11), dichas concordancias demostraron ser mas allé del azar (ser
un evento esperado) segin el Indice de Kappa de Cohen (1), siendo excelentes y
aceptables (Tabla 16). Con base en estos resultados se podria inferir que cualquiera de
los métodos rapidos emiten resultados similares y considerando que, al no demostrar
concordancia del 100% respecto al método convencional de subcultivo no podrian
sustituir al mismo, pero, si agilizarian la identificaciéon de bacterias Gram negativas,
siempre acompafiado de la confirmacion del resultado obtenido por el método
convencional de subcultivo.

Concordancia en la identificacion de bacterias Gram positivas: Se revisaron metadatos
de 29 métodos rapidos (Tabla 13), de los cuales, 27 demostraron concordancias que iban
desde 0.42 y hasta 1, que en porcentaje corresponden de 42.8% hasta un 100%, siendo
no consistentes con los rangos esperados para los equipos que mas reportaron usarse
(Figura 3) Vitek® de 80.7 — 92.8% y MALDI-TOF MS® de 59.7 — 97.8% que solo
utilizaron el método rapido comercial Sepsityper® dicho por Canadian Agency for Drugs
and Technologies in Health (11), dichas concordancias demostraron ser mas alla del azar
(ser un evento esperado) segtn el Indice de Kappa de Cohen (1), siendo excelentes y
aceptables (Tabla 16). Con base en dichos resultados se podria inferir que cualquiera de
los métodos rapidos al no demostrar concordancia del 100% respecto al método
convencional de subcultivo no podrian sustituir al mismo, pero, probablemente si
agilizarian la identificacion de bacterias Gram positivas siempre acompafiado de la
confirmacion del resultado obtenido por el método convencional de subcultivo. De los 7
métodos rapidos cuya concordancia no fue excelente (5 de concordancia aceptable y 2 no
aceptables) corresponden a resultados publicados por Torres 1. (54) y Kayin M. (31).
Torres 1. (54) no logré identificar Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium e
informd que no se realizé lavados posteriores a una Unica centrifugacion en relacion a los
demas autores de la misma categoria SST. También este mismo autor implemento otro
método rapido en el que uso el medio de cultivo BHI para enriquecer el crecimiento
bacteriano a partir de una alicuota del hemocultivo positivo de paciente, logrando
aumentar la concordancia sin llegar a ser excelente. Kayin M. (31) evalué 2 métodos
rapidos que no utilizaron lavados (uno comercial y otro no), de los cuales, s6lo el método

comercial uso pre tratamiento basado en detergente emitiendo mejores concordancias
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que el método rapido no comercial sin llegar a ser excelentes, pudiendo ser la mejora del
método rapido comercial debido al uso del pre tratamiento basado en detergente y el no
llegar a ser excelentes por no identificar algunos Staphylococcus sp., Micrococcus sp.,
Streptococcus sp., Enterococcus sp, entre otros Gram positivos por la falta de lavados,
siendo consistente con lo dicho por Barman S. (8) respecto a la utilidad de la limpieza de
la muestra eliminando las células sanguineas con el uso de pre tratamientos basado en
detergentes y los lavados que disminuyen el ruido de fondo, sobre todo cuando el equipo
MALDI-TOF MS® es utilizado. En los dos métodos rapidos no excelentes restantes: DC
(20) (aceptable) y SST (50) (no aceptable) informaron no usar pre tratamiento basado en
detergente, pero, si varias centrifugaciones a alta velocidad y lavados, pudiendo ser la
baja concordancia para el método rapido DC (20) debida a la falta de uso de pre
tratamiento basado en detergente y en el caso de SST (50), comentado por el mismo autor,
debido a la falta de uso de pre tratamiento basado en detergente y a que el grosor de la
pared celular de las Gram positivas hace que sean mas dificiles de lisar para su extraccion
de proteinas directamente en una placa metélica, dificultando su lectura por el equipo
MALDI-TOF MS®.

Concordancia en los perfiles de susceptibilidad de bacterias Gram negativas: Se revisaron
metadatos de 15 métodos rapidos (Tabla 14), de los cuales, la concordancia es excelente
para 14 y aceptable para 1 (Tabla 16). El resultado de concordancia del método rapido
SST (55) cuyo resultado observado fue de 0.5, que corresponde a 50%, evalué el uso del
método rapido en el equipo Lumione BL-2000® (Hitachi) (equipo automatizado no
comun en clinica segin Gonzalez M. D. (24), en el cual, s6lo se estudio la susceptibilidad
para el antibiotico Levofloxacino y el recuperado bacteriano se diluyo 30000 veces
(contrario a la recomendacion de llevar al 0.5 de McFarland segiin la CLSI (15), se
declar6 que para Gram negativos se informa falsa resistencia a Levofloxacino para
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae, lo cual no es
prometedor en clinica en relacion al equipo y metddo rapido, debido a que el principal
agente Gram negativo en las bacteremias es Escherichia coli (60% de los casos), dicho
por Ombelet S. (41) y reiterado por Ibgal M. S. Z. (28)

Concordancia en las perfiles de susceptibilidad de bacterias Gram positivas: Se revisaron

metadatos de 11 métodos rapidos (Tabla 15), de los cuales, la concordancia es excelente
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para 10 y aceptable para 1 (Tabla 16). El método rapido cuya concordancia resulto s6lo
aceptable fue el método rapido SST (35), mismo que se analizd previamente en el inciso
anterior, y del cual en relacion a los Gram positivos, informa falsa resistencia a
Levofloxacino para Staphylococcus capitis y Streptococcus mitis pudiendo ser debida a
que el recuperado bacteriano se diluyo 30000 veces (contrario a la recomendacion de

llevar al 0.5 de McFarland segtin la CLSI(15).

El pretratamiento parece ser importante para los métodos rapidos como se ha observado en
la comparacidn de los resultados de la identificacion y perfiles de susceptibilidad de bacterias
Gram negativas y Gram positivas (Tablas 12, 13, 14 y 15), en ellas se obtuvieron
concordancias excelentes y aceptables para su uso. Las primeras (concordancias excelentes),
de acuerdo con lo dicho por Barman P. (8), pudieron ser derivadas de la actividad de limpieza
de la muestra, centrifugaciones a alta velocidad que informaron realizar incluyendo varios
lavados y las concordancias aceptables derivadas de los resultados de evaluar una base de
datos estdndar (moddulo estandar) con otra mas robusta (modulo Sepsityper®) en el equipo
MALDI-TOF MS® del autor Kayin M. (31), en el cual demostrd ser mejor el modulo
Sepsityper®, mejorando la concordancia en la identificacion de las bacterias Gram negativas
y Gram positivas. Lo anterior es consistente con lo dicho por Oviaiio M. (42), que considerd
necesario para mejorar la identificacion bacteriana en equipos automatizados el actualizar
sus bases de datos con los mas recientes lanzamientos al mercado, facilitando asi la
incorporacion de mas géneros y especies bacterianas, modificando la interpretacion de las
puntuaciones de identificacion y apoyando la gestion de resultados considerando la

complejidad de las muestras, como las procedentes de hemocultivos.
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15. CONCLUSION

La metodologia PRISMA para recopilar y analizar metadatos es una herramienta adecuada

para realizar la presente revision bibliografica.

Los métodos rapidos evaluados mostraron una reduccion promedio de 1 a 2 dias en el tiempo
que se requiere para la identificacion y perfiles de susceptibilidad respecto a realizar método

convencional de subcultivo.

La sensibilidad de los métodos rapidos de recuperacion bacteriana se incrementa cuando se
aplican procesos estandarizados con el uso de detergentes, centrifugacion a alta velocidad y
lavados, pudiéndose aplicar en métodos no comerciales con una buena rentabilidad para el

laboratorio.

Las concordancias de los métodos rapidos en la identificacion y perfiles de susceptibilidad

tiene un mejor valor de aceptacion en las bacterias Gram negativas contra las Gram positivas.
Los métodos rapidos no pueden sustituir al método convencional, pero si podrian auxiliar el

acelerar la identificacion y perfiles de susceptibilidad siempre confirmando a la par del

método convencional de subcultivo.
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17. ANEXOS

17.1. Analisis estadistico

Tabla 16. Concordancia Kappa de Cohen. (1)

Kappa (k) | Grado de acuerdo Valor Significado

<0.00 Sin acuerdo No aceptable Concordancia por azar
0.00 - 0.20 Insignificante No aceptable Concordancia por azar
0.21-0.40 Discreto No aceptable Concordancia por azar
0.41 -0.60 Moderado Aceptable Concordancia mas alla del azar
0.61 —0.80 Sustancial Aceptable Concordancia mas alla del azar
0.81-1.00 Casi perfecto Excelente Concordancia mas allé del azar
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