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. INTRODUCCION

Los términos bacteremia y septicemia con frecuencia se utilizan
indistintamente:

Bacteremia es "la presencia de bacterias viables en la sangre”,

La presencia de otros microorganismos se clasifica como(6):
¢ Presencia de virus - viremia

o Presencia de hongos - fungemia

o Presencia de parasitos - parasitemia

Las bacteremias se clasifican como:

l. Bacteremia transitoria - resulta de la manipulacidn en cirugias de tejidos
infectados, por uso de instrumentacion en superficies mucosas o
cateterizacion,

2. Bacteremia intermitente - es caracteristicamente asociada con la
diseminacion de abscesos y ocurre facilmente en el curso de una
variedad de enfermedades sistémicas y Jocalizadas,

3. Bacteremia continua o persistente - es caracteristica de una infeccion
intravascular y particularmente de endocarditis bacteriana (40),

Septicemia ha sido definida como:

"la presencia de microorganismos en la sangre' ©);

"enfermedad sistémica causada por la multiplicacion de microorganismos
en la circulacion sanguinea” (7);

"enfermedad sistémica causada por la diseminacion de microorganismos en
la via de circulacion sanguinea” 3%,

En la actualidad el término septicemia denota una infeccion presente en Jz
sangre (35),



Debido a que el término no es equivalente a bacteremia e involucra una
respuesta sistémica de sepsis (Anexo [, pdg. 52), crea una serie de
confusiones en la interpretacion de  datos, ademds, no describe
adecuadamente la imagen total de organismos patégenos que pueden
infectar la sangre (68,33, Por esto, los miembros de "The American College
of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine" (ACCP/SCCM),
resolvieron eliminar este término del lenguaje comun 3%, Ellos
recomiendan desde 1992 el uso de una terminologia uniforme, eliminando
"septicemia"” para usar Unicamente el término sepsis y asi ser diferenciado
de bacteremia ademds de los estados relacionados con sepsis como: sepsis
severa y shock séptico (con sus respectivos criterios)(3.6) (Anexo I).

Sepsis: "sospecha de infeccion, ademds de la respuesta sistémica
incluyendo taquipnea, taquicardia, hipotermia o hipertermia, leucocitosis o
leucopenia, y trombocitopenia” 6.22,29.35) (Anexo 1), con estos criterios se
puede determinar el diagndstico de sepsis o excluir a pacientes con esta
sospecha,

El uso del hemocultivo ante la sospecha de sepsis o bacteremia, es uno de
los procedimientos del Laboratorio de Bacteriologia mas importantes, ya
que es de gran ayuda al diagnostico clinico (14),

"En el paciente con fiebre, con o sin signos o
sintomas de localizacion, el hemocultivo es la
prueba mds atil y mds comiinmente usada para
demostrar la frecuencia de infeccion sistémica’

JAWETZ
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Los hemocultivos son realizados siempre que exista motivo de sospecha
clinica de una bacteremia significativa. La entrada de microorganismos al
torrente sanguineo, puede presentarse por diversos caminos:

1.

Como una sepsis cldsica, con invasién de la corriente sanguinea, o foco
de infeccién, acompafiado de malestar, pulso elevado, hipo o
hipertermia y postracion.

Como sepsis del recién nacido, nifios y adultos inmunolégicamente
comprometidos, a veces con pocos signos clinicos.

En infecciones cronices tales como una afeccién gonocdccica
diseminada o bacteremia meningocdccica.

Diseminacién en ciertas infecciones severas tales como meningitis,
neumonia, abscesos profundos (higado, rifién, etc.) o infecciones
biliares,

Como resultado de una infeccién intravascular localizada, como una
valvula cardiaca (endocarditis bacteriana) o un vaso sanguineo
trombosado o infectado.

En ciertas infecciones de multisistemas: fiebres entéricas, leptospirosis
o brucelosis y a menudo, en fiebres de origen desconocido.

Introduccion de bacterias de la flora normal dentro del torrente
sangufneo, por traumatismos o cirugia de superficies infectadas, por
ejemplo: cateterizacion del tracto urinario o contaminacién por
catéteres intravenosos (23),

En muchas situaciones, los hemocultivos son la (nica fuente inmediata,
posible de hallazgo del agente etiologico, para la determinacion de
sensibilidad a antimicrobianos ©0). En otros casos indican la severidad y el
grado de diseminacidn de una infeccion. Por esto, los hemocultivos deber
ser realizados bajo una técnica adecuada, con procedimientos seleccionados
y evitando la contaminacién para un diagnéstico correcto (. 29),



Es el mas cominmente usado en los laboratorios de Bacteriologia Clinica,
fue el primero disefiado para el cultivo de sangre, considerandose como una
contribucion de utilidad préctica, en el que se ha visto que pueden
desarrollarse  la mayoria de las bacterias que invaden el torrente
circulatorio. Consiste en un medio bifasico, donde la fase solida estéril, es
depositada atin liquida en un costado del frasco (de disefio especial llamado
botella de Ruiz Castaiieda), que, al solidificar, permanece en posicion
vertical mientras que al introducir la fase liquida estéril ésta se deposita en
el fondo del frasco. E! medio tiene una formulacion especial, que permite el
desarrollo de una amplia gama de microorganismos con distintos
requerimientos nutricionales y de dificil crecimiento, ademas, la fase liquida
contiene un anticoagulante que reduce la actividad fagocitica y de algunos
antibioticos para asegurar la sobrevivencia de los microorganismos. La
deteccion de crecimiento microbiano es a través de la formacion de
colonias en el medio sélido, o bien por los cambios que se presentan en
el medio liquido, en algunos casos no hay que esperar desarrollo
bacteriano en el caldo que en realidad solo sirve para mantener la sangre en
estado fluido, de manera que los microorganismos que pudieran estar
presentes encuentren dentro del citoplasma de los fagocitos a la vez que
proteccion contra los elementos inhibidores, material nutritivo para su
multiplicacion. Cuando el desarrollo intracelular llega a un maximo
determinado, al hacer las transferencias bafiando la capa sélida, los
fagocitos liberan su carga de bacterias, las que contintan su desarrollo libres
de los clementos inhibidores de la fase liquida del equipo. Las colonias
podran ser facilmente observadas a través de la pared de la botella y de la
capa transparente de gelosa, si el sistema se encuentra perfectamente
cerrado no es necesario introducir CO, pues Ja experiencia ha
demostrado que es suficiente con el anhidrido carbénico de la sangre
venosa inoculada(32.33),

Actualmente, existen sistemas comerciales para hemocultivos con el mismo
fundamento que el sistema Ruiz Castafieda utilizando medios de cultivo
enriquecidos, ademds de otros sistemas con fundamentos de deteccién
distintos G9), Entre ellos cabe mencionar;



Hemoli " blood cul (bioMérieu)

Consta de dos frascos, uno con un medio especial para microorganismos
anaerobios y otro con un medio bitasico para el desarrollo de
microorganismos aerobios y facultativos, el fundamento de deteccion es el
mismo que para el Ruiz Castafieda. Las ventajas que presenta es la adicidn
de nutrientes para mayor y mas rapida deteccidon de multiplicacion
microbiana,

Si v .

Utiliza un tubo con medio de cultivo liquido el cual es inoculado por medio
de sistema de vacio que se toma directainente en el tubo, la deteccion es
visual tomando en cuenta los cambios en el medio, presenta ventajas como
la facilidad de transportacién, inoculacién e incubacidn, ya que ocupa un
espacio muy reducido.

Emplea dos frascos con medios especiales, uno para cultivos anaerobios y
otro para cultivos aerobios, ambos, enriquecidos con hemina y andlogos de
NAD ©9), que permiten el crecimiento de microorganismos de dificil
desarrollo. El sistema tiene adaptado al tapén una placa, la cual sostiene
medio de agar chocolate, que al sumergirse en la fase liquida al invertir el
frasco, permite el depdsito de microorganismos ahi presentes y la
formacion de colonias. Para inocular cada uno de los frascos, se utilizan de
5 a 6 mL de sangre, los cuales se extraen mediante un sistema de vacfo. Esto
presenta ciertas ventajas como son: no es necesario hacer subcultivos; se
reduce el tiempo y el material utilizado; s¢ emplea el frasco dependiendo de
la sospecha que se tenga; ficil aislamiento en cultivos positivos; se
minimizan los resultados falsos positivos al reducir la contaminacién; y no
requiere de equipo especializado para su uso.



Septi-Chek Blood Culture System (Roche Di. gnostic)

Es un sistema cerrado con el mismo principio que Micrognost-Combo
Blood Culture System (Biotest Diagnostics) y con las mismas ventajas.
Septi-Chek emplea como diferencia cuatro medios liquidos distintos, segiin
las necesidades y en cada frasco la placa adaptada al tapén sostiene
tres medios sélidos selectivos de bacterias y hongos, que permite que
aumente la especificidad del sistema.

Pediatric Septi-Chek Blood Cultures Syste oche Diagnostic

Ladiferencia que presenta este sistema con el anteriormente descrito, es que
los medios sdlidos empleados en las placas son: agar chocolate, agar
McConkey y agar Malta, por lo tanto permite el crecimiento primario en
estos medios, de microorganismos aerobios y facultativos. Las ventajas son
similares a los anteriores.

Diversos sistemas de deteccion fisica han side propuestos para detectar
tempranamente el crecimiento de microorganismos en hemocultivos. Estos
sistemas estdn basados en la medicidén de cambios de impedancia entre dos
electrodos, medicion de ATP por luminiscencia o deteccion de dioxido de
carbono generado durante el metabolismo microbiano (12),



Diversos laboratorios han ideado una deteccion semiautomatica en sus
sistemas desde hace mas de 20 afios:

Bactee 460 System (Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems;
Towson, Md)

Usa sustratos radiactivos en un medio de cultivo bacterioldgico enriquecido
para microorganismos aerobios o anaerobios. El metabolismo de los
microorganismos presentes en la muestra de sangre produce didxido de
carbono (14C0,) que es liberado en la parte superior de un frasco cerrado.
Un detector es usado para cuantificar la radiactividad en la muestra de gas e
identificar los cultivos como positivos. Este sistema produce resultados mas
rdpidos que el método convencional de hemocultivo ya que ahorra trabajo y
reduce la contaminacién microbiana, Sin embargo, el costo es elevado, el
uso de reactivos radiactivos no es de uso comun en un laboratorio clinico de
rutina y el riesgo de manejo y desecho es alto (12,18),

En este sistema también se detecta la produccion de gas (CO,) generado
durante el crecimiento microbiano, sin embargo, no se usan sustratos
radiactivos; se emplea un sistema computarizado, que por medio de
espectroscopia infrarroja, determina la cantidad de CO, producido (!8), Los
resultados son muy similares al sistema Bactec 460 radiométrico, pero se
tiene la ventaja de no usar sustratos radiactivos, con lo cual se disminuye el
costo y el riesgo en el trabajo cn el laboratorio (11.12,14), Mas recientemente
se ha adicionado al medio, resinas que absorben antibidticos y factores
naturales contra los microorganisimos, con lo cual este sistema ha
aumentado su sensibilidad (20),



Bactee 26 Plus _ (Becton Dickinson Diagnostic.  Instrument

Utiliza un sélo frasco con medio enriquecido para microorganismos
aeraobios y facultativos, ademas adicionado con resinas. El sistema de
deteccidon es por medio de espectroscopia infrarroja lo mismo que el Bactec
NR-660 System (7,

B Peds Plus (B Dickinson Di ics 1 S .
Towson, Md)

Recientemente, diversos sistemas de hemocultivos han sido disefiados para
pacientes pediatricos, uno de estos es el Bactec Peds Plus. Los cambios
significativos incluyen un volumen menor de medio enriquecido; resinas
que remueven antibidticos; una concentracion menor de polianetol sulfonato
de sodio para no inhibir a microorganismos susceptibles a este; y un sistema
no radiométrico de deteccion (1),

Este sistema usa el mismo principio que el Bactec NR-660 System, para la
deteccion, con un equipo computarizado muy sofisticado y costoso de
espectroscopia  infrarroja, utilizando medios enriquecidos para el
crecimiento de microorganismos anaerobios, aerobios y facultativos segin
el vial inoculado (12).

Este sistema se basa en la deteccion colorimétrica del CO, producido
durante el metabolismo microbiano. El CO, reacciona con el agua liberando
iones hidrégeno, que interactian con un sensor el cual en condiciones
alcalinas es de color azul o verde oscuro. La alta concentracién de iones
hidrogeno provoca la disminucion det pH y por lo tanto el cambio de
coloracion en el sensor, de verde a eventualmente amarillo. Estos cambios ¢



menores se revelan a través de un detector que aumenta la sensibilidad del
sistema. Se usa un medio enriquecido que favorece cl desarrollo de los
microorganismos, ademas de no utilizar reactivos peligrosos, que evitan
resiembras inGtiles con lo que se disminuye el tiempo de la prueba, asi
como el riesgo de contaminacion. Sin embargo requiere del uso de aparatos
extra para su utilizacion (12.38),

Existe otro método para determinar hemocultivos positivos, al medir
bioluminiscencia del ATP generado por la multiplicacion bacteriana (),

Oxoid Signal Blood Cultare S (Basingstoke, United Kingdom)

Utiliza un solo frasco que contiene un medio formulado para permitir el
desarrollo de microorganismos aerobios, anaerobios o microaerofilicos. La
deteccidon se basa en que al haber desarrollo microbiano, hay liberacion de
productos metabdlicos como CO, que en un sistema cerrado como lo es el
vial, crean una presion positiva. Este sistema, usando el principio del
mandmetro coloca una salida, que es una aguja que termina en un colector,
en el cual se deposita la sangre infectada junto con el medio de cultivo
liquido los cuales, sangre y medio de cultivo, serdn desplazados por la
presion que se ejerce dentro del vial debido al desarrollo microbiano. De
este colector se toman muestras para realizar los subcultivos que sean
necesarios para el aislamiento e identificacion de hemocultivos positivos.
La metodologia presenta ciertas ventajas: no requiere de un equipo
costoso y especial para la deteccion; eliminacion de subcultivos
innecesarios, lo que acarrea una disminucion en la cantidad de medios de
cultivo empleados y una reduccidon que puede ser total en la
contaminacion por el procesamiento en el laboratorio (14. 34),

Se han desarrollado otras técnicas para la deteccion de microorganismos en
sangre, con lo cual se acelera la identificacion de los mismos; estos sistemas
no utilizan medios de cultivo:



Isolator S E.L du Pont N i Co. Ine. Wilmi Del

Se basa en el uso de un vial que contiene reactivos que provocan la lisis de
células fagociticas, y resinas que absorben antibidticos y otras sustancias
inhibitorias -factores naturales contra {os microorganismos- de las muestras
sanguineas, Este vial al ser centrifugado provoca la liberacion de los
microorganismos presentes en la muestra, la cual es inoculada en placas de
agar facilitando el desarrollo de los microorganismos aunque se encuentren
en un nimero reducido y disminuyendo el tiempo de la prueba al realizar la
deteccidn y aislamiento simultaneos ¢ 20).

The Isolator:Sy. tem (Wampole Laboratories, Cranbury, N.J.)

Utiliza un colector especial en el cual los reactivos que contiene provocan la
lisis de los eritrocitos e inactivan al VIH (Virus de Inmunodeficiencia
Humana) durante un minimo de 60 minutos después de ser colectada la
muestra. Después de la lisis, se requiere una centrifugacion de la muestra
para su posterior inoculacién en placas con agar. Este sistema. ademas de
proporcionar al personal del laboratorio cierta proteccion, reduce el tiempo
de duracidn del estudio en cultives positivos por ser simulténea la deteccidn
y aislamiento de microorganismos, con lo cual se facilita la identificacion
del microorganismo y, por lo tanto, se reduce el tiempo para la realizacion
de las prucbas de susceptibilidad a .antimicrobianos. Sin embargo, se
requiere de material y equipo adicional para su empleo, por lo que (a técnica
resulta costosa G7),

El uso de cualquiera de los sistemas de hemocultivos, depende de las
necesidades del laboratorio y de los recursos econdmicos con los que
cuente, para poder adquirir-el material y equipo del sistema elegido.

Existe, como ya se menciond, una gran variedad de microorganismos que
pueden introducirse al tomente sanguineo por diversos caminos, la
incidencia con la que se presenta cada uno de ellos depende de muchos
factores, como son: edad, sexo, tipo de afeccion primaria, estado
inmunolégico del paciente, asi como la situacidn geografica del lugar donde
habita, tipo de clima, etc., por lo tanto, no se puede generalizar la frecuencia



con que se presentan estos microorganismos, sin embargo, existen datos de
los cuales, los mds comunmente aislados en hemocultivos son:

Staphylococeus coagulasa-negativos
Staphylococeus aureus

E Eﬂ”.’aeti‘-hig "Qh'

Klebsiella pneumoniae

Pse nmas aerugi

Proteus sp

Candida albi

Otras levaduras

dcinetobacter sp

Otros miembros de la familia Enrerobacteriaceae
Corynebacteriym sp

Moraxella sp

Ref. (2, 11,26,29,37,41)

Staphylococcus coagulasa negativos (SCN).

Constituyen el principal componente de la microflora normal, especialmente
de la piel. Este fue formalmente considerado como saprofito o de baja
virulencia para los humanos. El aislamiento de SCN de muestras clinicas se
interpretaba como una contaminacion insignificante. Sin embargo, ahora
son reconocidos como patdgenos oportunistas en los humanos y causantes
de infecciones intrahospitalarias @),

Al misnio tiempo que las sepsis son las infecciones nosocomiales mds
comunmente causadas por SCN, este microorganismo también causa
infecciones gastrointestinales, pulmonares, del tracto urinario y de piel;
generalmente se presentan en diversos casos, como inmunosupresion,
cirugia, implantacién de sistemas extrafios y protesis (catéteres, sondas
cardiacas, sondas urinarias, etc.) (13,30, S,_epidermidis es el agente causal
de la mayoria de este tipo de infecciones; tiene la capacidad de producir una
sustancia mucoide de naturaleza polisacarida (sline) que recubre las
bacterias cuando se encuentran adheridas a la superficie del material

11



protésico y que actia estructurando la adherencia, impidiendo la accion de
antimicrobianos y fagocitos circulantes (15, 29),

Los SCN se encuentran entre los microorganismos mas comunmente
aislados en el laboratorio de microbiologia clinica, pero su frecuente
aislamiento de fluidos normalmente estériles como la sangre, tejidos,
liquido cefalorraquideo (LCR), dializados, secreciones, etc., representa un
reto para su distincion entre infeccion y contaminacion (36), por lo cual se
tienen que tomar en cuenta valores hematoldgicos, signos clinicos y otros
estudios microbiologicos (13, 36),

S._aureus

Normalmente la sepsis por S._aureus se desarrolla a partir de una infeccion
localizada que se extiende hasta alcanzar el torrente circulatorio y se ve
favorecida por condiciones locales o generales: traumatismos, cirugfa,
cuerpos extrafios, etc. La mayoria de las sepsis ocurren en ambientes
intrahospitalarios, y el foco mas frecuente son los catéteres intravasculares y
en menor grado, sondas urinarias o tubos endotraqueales. La existencia de
un foco conocido disminuye el riesgo de una endocarditis u otras
complicaciones metastasicas causadas por sepsis, sin embargo se encuentra
elevado en drogadictos parenterales y pacientes con vdlvulas cardiacas
protésicas (29),

Familia Enterobacteriaceae

Las enterobacteriaceas comensales, carecen de uno o varios de los sisteimas
de penetracion y resistencia a las defensas del huésped. Sin embargo,
cuando se produce una via de penetracion accidental (heridas, ulceras,
instrumentaciones), o un fracaso de los mecanismos de defensa, se pueden
establecer como patégenos oportunistas, dando lugar a infecciones de
topografia, curso y prondstico variables, dependiendo de los factores que los
han facilitado.



Proteus mirabilis y P._vulgaris son, después de E._coli, las especies con
mayor frecuencia aisladas en productos clinicos que causan infecciones
oportunistas, urinarias, en heridas quirQirgicas y sepsis, entre otras. Se
encuentran en el tubo digestivo del hombre y numerosos animales.

Klebsiella pneumonige y K. oxytoca, microorganismos ubicuos en la

naturaleza, se aislan del hombre con gran frecuencia, en
particular

K._pneumoniae como comensal o causando neumonia, infecciones urinarias,
sepsis y otras.

Enterobacter agglomerans. E. cloacae y E.. acrogenes, ampliamente
distribuidas en la naturaleza, pueden aislarse del tubo digestivo del hombre
y como causantes de patologia oportunista. Su amplia difusién en el medio
ambiente, propicia la contaminacion del instrumental médico y quirtirgico,
incluyendo liquidos de perfusion, y se han descrito epidemias de sepsis de
este origen (7).

Serratia marcescens. se aisla de muestras clinicas como comensal de vias
respiratorias y tubo digestivo, o como oportunista, Citrobacter freundii se
aisla con frecuencia del tubo digestivo de hombres y animales, asi como del
medio ambiente; posee interés, por la frecuencia con que causa infecciones
oportunistas (10), por presentar caracteres bioquimicos semejantes a los de la
Salmonella, con la que puede confundirse. La amplia difusion en el medio
ambiente de S__marcescens y C. freundii pueden causar infecciones

nosocomiales,

Escherichia coli

Es la especie mds abundante del tubo digestivo del hombre y otros animales,
es la aislada con mayor frecuencia del conjunto de muestras clinicas
estudiadas en el laboratorio de Bacteriologia; es causante de diversas
infecciones oportunistas, sobre todo urinarias, de heridas quirdrgicas, sepsis
e infecciones neonatales sistémicas entre otras.



Salmonella sp

Su habitat primario es el tracto intestinal de animales y hombres.
Generalmente la gastroenteritis causada por Salmonella cursa con un
perfodo de bacteremia, sin embargo, resulta dificil elucidar la verdadera
frecuencia de bacteremia por serotipos de Salmonella distintos a S._ryphi, ya
que ademdis de los rasgos inherentes a la edad y existencia o no de
enfermedad de base, constituyen una minoria los pacientes con
gastroenteritis a los que se les realizan hemocultivos (29),

Pseudomonas aeruginosa

Puede formar parte de la flora microbiana normal del hombre (piel, mucosa
nasal, faringe y heces). Produce con frecuencia infecciones nosocomiales.
Ello debe relacionarse con la capacidad del microorganismo para sobrevivir
en los reservorios himedos del hospital y para resistir a los agentes
antimicrobianos (antibidticos y desinfectantes). Se han implicado como
reservorios: incubadoras, nebulizadores, soluciones y liquidos de lavado,
infusiones, instrumental de anestesia, sistemas de hemodidlisis, agua de
macetas, ensaladas, entre otros. El personal sanitario infectado transmite
Pseudomonas de un paciente a otro o queda colonizado, sirviendo asi como
fuente permanente de contagio.

P_geruginosa es un saprofito relativamente frecuente, que rara vez produce
enfermedades en personas sanas. La mayoria de los casos de enfermedad se
asocian a una disminucién de las defensas del huésped. Puede deberse a la
rotura de la integridad de piel o mucosas (quemaduras), al uso de
dispositivos médicos (catéteres intravenosos, sondas urinarias, tubos
endotraqueales), inmunosupresion y recién nacidos.

dcinetobgcter sp, Pseudomonas sp, Alcaligenes sp y otros persisten bien en
el medio ambiente, en soluciones antisépticas o fluidos para administracion
parenteral, respiradores e instrumental diverso que se mantiene humedo,
dando lugar a infecciones cruzadas en hospitales.



Candidasp

La presencia de Candida en el torrente cardiocirculatorio, no implica
necesariamente la invasion tisular. La fungemia transitoria, es un fenomeno
relativamente comin, aparece tras maniobras de cateterizacion, nutricion
parenteral, cirugia mayor o hemodialisis. Es importante por sus
implicaciones terapéuticas, discriminar entre una candidiasis transitoria, en
la que no habra que administrar antifingicos, bastando con eliminar el foco
primario, y una candidemia significativa, que es indicio de candidiasis
sistémica y que requiere la instauracion répida de tratamiento antifingico.
Se habla de candidemia significativa cuando se aisla Candida a partir de dos
o mds hemocultivos seriados obtenidos utilizando una via distinta de acceso
en cada ocasion (29),

Ya que los hemocultivos constituyen uno de los andlisis mds importantes
del Laboratorio de Bacteriologia Clinica presentandose, en ocasiones, como
el inico camino viable para detectar al agente causal de una bacteremia, es
indispensable que el laboratorio cuente con una metodologia de
hemocultivos adecuada para brindar un resultado correcto y confiable al
médico. La metodologia convencional para la realizacion de hemocultivos
(Botella de Ruiz Castaiieda), emplea un medio de cultivo bifasico cuya
disponibilidad se encuentra limitada a su preparacion en el laboratorio que
lo emplea. La experiencia observada en el Laboratorio de Bacteriologia del
Instituto Nacional de Pediatria (INP), es que este medio presenta un alto
numero de aislamientos de microorganismos presentes en el medio
ambiente y de la flora habitual de piel que pueden introducirse en el
sistema. Esta introduccién puede ocurrir al transportar los hemocultivos
donde el tapon de caucho se bote al aflojarse el tapon rosca interno (Ver
esquema en “Material y Métodos”), en el momento de la toma de muestra
(en caso de no desinfectar correctamente el drea de puncion), al inocular la
muestra de sangre en el hemocultivo (si no se desinfecta el tapdn de caucho
y el tapén rosca interno, o si se remueven estos), o bien durante la
manipulacion en el laboratorio al practicar subcultivos ciegos. El desarrollo
de estos microorganismos puede ocasionar en algunos casos el
enmascaramiento de algiin microorganismo patogeno.



Lo anterior lleva al laboratorio a una emision de resultados falsos,
ocasionando altos costos de la calidad (gasto de recursos econdmicos y
humanos) y ademds, contribuyendo a la realizacién de un diagnéstico
incorrecto que impida dar el tratamiento adecuado al paciente.

El conocimiento de la sensibilidad, especificidad y confiabilidad de otra
metodologia para realizacion de hemocultivos, permitiri que nuestro
Laboratorio tenga una firme alternativa para la realizacion de este andlisis
disminuyendo la incidencia de resultados falsos positivos.



1. (Existe diferencia significativa en los resultados obtenidos al emplear,
simultdneamente, el medio convencional de Ruiz Castafieda y el medio
de cultivo comercial (SIGNAL-OXOIDMR)?

2. (Disminuye la incidencia de contaminacion bacteriana al usar un sistema
cerrado (SIGNAL-OXOIDMR) en comparacidn con un sistema de cultivo
ciego?

3. La sensibilidad de una metodologia para hemocultivos, ¢se ve favorecida
dependiendo del fundamento técnico de la misma?

4. La deteccion de un microorganismo en especial, ;se ve favorecida al
emplear el medio de cultivo comercial (SIGNAL-OXOIDMR)?



OBIJETIVO GENERAL

1. Realizar un estudio comparativo entre dos metodologias para
hemocultivos, estableciendo la sensibilidad y especificidad de ambos
métodos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer la existencia de diferencias significativas, en cuanto a
contaminacion bacteriana, entre las dos metodologias al momento de la
toma de muestra y manipulacion en el laboratorio.

2. Establecer la sensibilidad de dos metodologias con distintos fundamentos
en base a su detectabilidad.

3. Establecer la sensibilidad de dos metodologias distintas en base a sus
componentes nutricionales,



4. HIPOTESIS'

1. Debido a que, el frasco Ruiz Castafieda con medio de cultivo bifisico
puede ser abierto durante la toma de muestra sin poder percatarse
posteriormente en el laboratorio de esto, se espera encontrar que el medio
de cultivo comercial (SIGNAL-OXOIDMR), cerrado herméticamente -es
un frasco Aampula-, presente menor incidencia de contaminacién
microbiana.

2. Debido a que la metodologia empleada en el laboratorio utilizando el
frasco de Ruiz Castafieda implica subcultivos ciegos, a diferencia del
medio de cultivo comercial (SIGNAL-OXOIDMR) que no los emplea, se
espera encontrar, en el medio comercial, menor niimero de cultivos con
desarrollo de microorganismos provenientes del medio ambiente o del
material utilizado, inoculados accidentalmente durante la manipulacién,
lo que ocasiona problemas de interpretacion.

3. El medio de cultivo comercial (SIGNAL-OXOIDMR) tiene un fundamento
basado en la deteccion manométrica de CO, producido por el
crecimiento, visible o no, del o los microorganismos; en base a esto, se
espera que se presenten diferencias significativas y favorables, al
compararlo con la metodologia convencional.

4. El medio de cultivo comercial (SIGNAL-OXOIDMR) esta enriquecido con
componentes que facilitan el desarrollo de microorganismos de dificil
crecimiento, por lo cual se espera encontrar que en este exista crecimiento
de algunos microorganismos que en el medio de Ruiz Castafieda tienen
un desarrollo escaso o nulo.



5.1 Sistemas empleados para hemocultivos
Sistema Ruiz Castaiieda

Componentes del sistema
Frasco rectangular con doble tapdn rosca, que contiene medio en dos fases:
una sélida (20 mL) y una liquida (15 mL).

Perforacion del tapon interno
Tapén de caucho

Tapén rosca externo

Tapén rosca interno

-Medio sélido

Medio liquido



Formulacion del medio

Medio enriquecido que por sus dos fases permite el crecimiento de
microorganismos aerobios, microaerofilos y anaerobios,

Medio sélido

Gramos/Litro
Peptona de caseina 17.0
Peptona de harina de soya 3.0
D(+)Glucosa 2.5
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato dipotasico 2.5
Agar 10.0
Medio liquido

Gramos/Litro
Peptona de caseina 17.0
Peptona de harina de soya 3.0
D(+)Glucosa 2.5
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato dipotasico 2.5
Polianetol sulfonato de sodio 0.5
Fundamento

Al desplazar la muestra de sangre con medio liquido, sobre el medio sélido,
la presencia de microorganismos en la muestra provocard el desarrollo de
los mismos, ya sea inicamente en la fase liquida (desarrollo de anaerobios
y microaerdfilos), que se evidencia por cambios en el medio como
turbiedad, lisis de los eritrocitos, etc, o bien en ambas. Los microorganismos
aerotolerantes regularmente forman colonias en la fase sélida del medio con
lo que la evidenciacion es absoluta.
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Sistema Signal-Oxoid

Componentes del sistema
Frasco ampula sellado de hemocultivo conteniendo 80 mL con medio

|8

de cultivo especial.

Dispositivo indicador de crecimiento estéril, con membrana de

ventilacion hidrofébica de 0.2 de didmetro.

L

Membrana

Dispositivo indicador

T Tapdn de caucho

Aguja estéril

Medio de cultivo

[8]
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Formulacion del medio

La composicion del medio, favorece el crecimiento de organismos aerobios,
anaerobios y microaerofilos,

Gramos/Litro
Caldo triptona soya 10.0
Gelatina-peptona 10.0
Extracto de levadura 5.0
Extracto de carne 5.0
Cloruro sodico 8.0
Nitrato potdsico 2.0
Glucosa 1.0
L-arginina 1.0
Piruvato sddico 1.0
Gelatina 1.0
Tioglicolato sodico 0.5
Clorhidrato de cistina 0.4
Bicarbonato sodico 0.4
Buffer de fosfatos 0.3
Polianetol sulfonato sédico 0.3
Ditiotreitol 0.2
Sulfato de adenina 0.01
Succinato sddico 0.01
Cloruro aménico 0.008
Sulfato de magnesio 0.008
Menadiona 0.005

pH7.0

Se ha adicionado 0.03% de polianetol sulfonato sédico (SPS), para impedir
la coagulacion de la sangre, neutralizar la accién bactericida del suero
humano, evitar la fagocitosis, e inactivar parcialmente algunos antibioticos
(estreptomicina, kanamicina, gentamicina y polimixina B). El SPS puede
inhibir algunas cepas de N. meningitidis y N. gonorrheae, por lo que se ha
adicionado gelatina al medio para contarrestar esta inhibicion, Cuando se
adiciona sangre humana a este medio, se produce la liberacion de CO, en el
espacio superior del frasco, en la proporcion 2.5 a 5% V/V.



Fundamento

El medio esta ideado para crear cierta presion en el frasco cerrado, conforme
el microorganismo se va desarrollando. El aumento de presion positiva se
aprecia en el dispositivo indicador de crecimiento, conectado con el frasco
después de haber adicionado la muestra de sangre. La presion positiva en el
frasco desplaza una cantidad de la mezcla sangre/caldo a esta cdmara
indicadora de la actividad microbiana.

5.2 Seleccion de muestras

Poblacion objetivo

Muestras  sanguineas obtenidas para su cultivo, de pacientes
hospitalizados en el INP (Instituto Nacional de Pediatria) con

diagnodstico presuntivo de sepsis 6 sometidos a una intervencion
quirurgica, exanguineotranfusion, cateterizacion, etc.

Criterios de inclusion
Muestras sanguineas obtenidas del mismo paciente, en el mismo sitio de
puncién y que de manera paralela y simultanea fueron inoculadas en
ambos sistemas para hemocultivos.

Criterios de exclusion

Muestra sanguinea obtenida del paciente e inoculada en uno sélo de los
sistémas para hemocultivos.

Muestras sanguineas obtenidas del mismo paciente de lugares distintos
de puncién e inoculadas cada una en cada uno de los sistemas para
hemocultivos,

Muestras sanguineas obtenidas del mismo paciente y sitio de puncion,
inoculando cada uno de los sistemas en dias distintos.



Criterios de eliminacion

1. Muestras sanguineas obtenidas bajo los criterios de inclusion y que al
momento de inocularse en los sistemas para hemocultivos, alguno de
estos o ambos fueron abiertos en su totalidad, pudiéndose evidenciar
posteriormente en €l laboratorio.

2. Muestras sanguineas que fueron obtenidas anteriormente y llevadas al
laboratorio en recipentes no estériles para su posterior cultivo.

5.3 Diserio experimental

Se les entregd, a cada médico que requeria del analisis de hemocultivo para
su paciente, un frasco con medio de cultivo de Ruiz Castaiieda y un segundo
frasco con el medio de cultivo comercial SIGNAL-OXOIDMR; adjunto a
estos frascos, un instructivo sefialando que la muestra sanguinea debia ser
tomada del mismo sitio de puncion del paciente, inoculada en ambos
sistemas para hemocultivos de manera paralela y simultdnea, y que debian
ser remitidos al Laboratorio de Bacteriologia Clinica del INP.

Toma de muestra

Cuando el sitio de venopuncion ha sido seleccionado, es necesaria la
descontaminacion de la piel, ya sea con alcohol al 70% o solucién al 2%
de yodo (cuando no existe hipersensibilidad). La puncion se realiza con
aguja y jeringa estériles, teniendo cuidado de no tocar con la mano la
zona ya desinfectada. La cantidad de sangre que se extrae varia de
acuerdo con la edad y el estado del paciente. Usualmente 10 mL de
sangre enel adulto y de | a 2 mL en nifios son suficientes para el cultivo,
Sin embargo en recién nacidos no es posible extraer la cantidad de
sangre recomendada y lo que mds se puede obtener son 0.5 mL,



Inoculacion de los hemocultivos

Antes de extraer la muestra sanguinea se preparan los frascos para
hemocultivos, Se revisan de que no presenten ninguna alteracion y
enseguida se remueve el tapon rosca externo del sistema Ruiz Castafieda
y la proteccion de pldstico verde del sistema OXOID, dejando ver en
ambos sistemas el tapon de caucho, que en el sistema Ruiz Castaiieda se
observa a través del tapdn rosca interno el cual tiene un orificio y en el
sistema OXOID rodeado por una rosca metdlica. Estos tapones se
desinfectan con alcohol o solucién de yodo cuidando de no dejar un
exceso,

Ya extraida la muestra sanguinea se inocula {a mitad del volumen a
través del tapon de caucho de cada uno de los sistemas para
hemocultivos de manera equitativa, La cantidad de sangre requerida para
los sistemas es variada, se ha recomendado que la dilucidn seade 1:10a
1:20 volumen de sangre/volumen de medio de cultivo liquido, sin
embargo en el sistema OXOID de 0.5 mL a 10 mL y en el sistema Ruiz
Castafieda de 0.5 mL hasta igualar la cantidad de medio de cultivo
liquido, han reportado buenos resultados.

Después de inoculados los hemocultivos son rotulados para ser
identificados posteriormente en el laboratorio.

Procedimicento del laboratorio

Al recibirse [a muestra en el laboratorio de Bacteriologia se realizo ¢l
registro de ambos sistemas en base al nimero de identificacion del
paciente, nombre, edad, servicio hospitalario en que se encuentra,
numero de cama y fecha de recoleccion de los hemocultivos. Al mismo
tiempo se le asignd un nimero progresivo interno del laboratorio.

El sistema Ruiz Castafieda fue inclinado para que la mezcla sangre
medio de cultivo liquido permaneciera por espacio de 30 minutos sobre
la pared de medio solido para facilitar la formacion de colonias (observar
esquema en Sistemas para hemocultivos, pdgina 20), mientras el
hemocultivo comecial fue incubado durante una hora a 37°C previa
agitacion, en |a mayoria de los casos esto no se hizo necesario ya que los



hemocultivos no eran enviados ininediatamente al laboratorio sino
algunas horas después de haber sido inoculados, sin embargo en algunos
casos los cultivos si eran llevados luego de haberse inoculado y por lo
tanto requerian de esta incubacion para la posterior introduccion del
dispositivo indicador el cual es colocado en condiciones de esterilidad,
limpiando el tapén de caucho del frasco con medio de cultivo/sangre y
destapando de manera cuidadosa la aguja del dispositivo para introducir
esta a través del tapén. Luego del tratamiento ambos hemocultivos
fueron incubados en iguales condiciones (35°C).

Los hemocultivos fueron revisados diariamente en busca de positividad,
de lo contrario el hemocultivo de Ruiz Castafieda era inclinado durante
unos segundos. Los hemocultivos se manifestaban como positivos
cuando en el sistema de Ruiz Castafieda presentaba formacién de
colonias en el medio sélido o bien cambios como turbidez en el medio
liquido, y en el sistema OXOID cuando existia desplazamiento de la
mezcla sangre/medio de cultivo hacia el contenedor del dispositivo
indicador.

En los hemocultivos positivos se realizaron subcultivos en medios
distintos: enriquecidos (Agar Sangre y Agar Chocolate), selectivos (Etil
fenil agar y Saboraud), y diferenciales (Agar McConkey), para el
posterior aislamiento e identificacion del microorganismo presente.

A los hemocultivos negativos, en el caso del sistema Ruiz Castaileda se
realizaron subcultivos en Agar Sangre y Agar Chocolate a los 7 y 30
dias de incubacién en bisqueda de microorganismos de lento
crecimiento, en el caso del sistema OXOID no es recomendado hacer
subcultivos periédicos después de 7 dias de incubacién, sin embargo se
realiz6 un subcultivo a los 30 dias de incubacién para buscar
microorganismos que no produzcan la cantidad suficiente de CO,
durante su desarrollo para manifestarse como positivo, como es el caso

de las Brucellas sp.

El procedimiento seguido en el laboratorio con los hemocultivos se
resume en el siguiente diagrama:



MUESTRA SANGUINEA

Hemocultivo & -» Hemocultivo
0OX0ID Ruiz Castaileda
Incubacién 350C 1 Incubacién 350C
Observacion diaria Observacion diaria
Desplazamiento del medio Desarrollo en el agar o
CULTIVO POSITIVO Cambios en el medio liquido
Subcultivos en AS, ACh, Positivo ] Negativo
McC, Saboraud y E¢A
Resiembras en AS, 350C
ACh, McC, Sab, EA 7 dias
Incubacion
350C,24 h. Cultivos
Incubacién 350C cicgosen
Aislamijento 241, l AS yACh
Aislamiento
Incubacién
350C, 24h.
v
Positivo ————-—Negativo
Identificacion Bioquimica @e———— Aislamiento q——‘ Incubacion
350C, 23d.
v
Cultivos ciegos en
AS y ACh,
Positivo *————-L’Negativo
Aislamiento
AS Agar Sangre
ACh Agar Chocolate
EdA Etil Fenil Ager
Sab Saboraud
AMcC Agar McConkey
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RESULTADOS

De 98 muestras recolectadas e inoculadas en ambos sistemas de
hemocultivos, se obtuvieron 25 aislamientos (Tabla 1), encontrandose
que solo en 11 de ellos el resultado es el mismo, mientras que en el
resto de los aislamientos (14) se tiene resultado distinto. Teniendo asi,
que para el sistema Ruiz Castafieda la positividad fue de 21.4% (21
resultados de un total de 98) y para el sisterna comercial de 17.3% (17
resultados de un total de 98).

Los microorganismos recuperados en ambos sistemas varfan en nimero
y género (Grafica 1).

En el hemocultivo de Ruiz Castaiieda los microorganismos con mayor
frecuencia aislados son los SCN; se presentan en un 47.6% (10
aislamientos, del total de 21 resultados positivos), en tanto que en el
sistema OXOID la frecuencia es de 35.3% (6 aislamientos, del total de
17 resultados positivos).

Sélo en el sistema OXOID se recuperd S_pneumoniae y Gnicamente en
el sistema Ruiz Castafieda se aislaron Micrococcus sp 'y Penicillium sp.

En los 14 casos de aislamientos con resultados distintos, la aplicacion
de cuestionarios de datos clinicos y hematologicos del paciente,
simultdneos al procesamiento de los hemocultivos (Anexo V),
permitieron llegar a una conclusion que permite diferenciar si se trata
de una sepsis verdadera o una contaminacién (Tabla 3).

Nota: Los valores fueron interpretados en base a la edad de los
pacientes (Anexos I-1V).
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TABLA 1. MICROORGANISMOS RECUPERADOS EN
HEMOCULTIVOS.
OXOID VS RUIZ CASTANEDA,

MICROORGANISMOS

OoXoID RUIZ CASTANEDA
1, S. aureus S. aureus
2, SCN SCN
3 SCN SCN
4, Negativo SCN
5. S. aureus Negativo
6. Salmonella sp Sulmonella sp
7 Aeromonas sp Aeromonas sp
8 Aeromonas sp Aeromonas sp
9. Negativo SCN
10 SCN SCN
11 Negativo Micrococcus sp
12. K. pneumoniaé K. pneumoniae
13. K. pneumoniaé K. pneumoniae
14, Negativo Candida sp
18. Negativo SCN
16. Negativo SCN
17, SCN Penicillium sp
18, Negativo SCN
19. SCN Negativo
20, Negativo SCN
21, K. pneumoniae SCN
22, SCN Negativo
23. S, pneuntoniae Negativo
4. S. aureus S. aureus
25. Candidu sp Candida sp

SCN  Staphylococcus congulasa negativos
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TABLA 2. COMPARACION DE AISLAMIENTOS EN
HEMOCULTIVOS.
OXOID VS RUIZ CASTANEDA.

Microorganismos OXO0Ib Ruiz Castaneda
Gram (+) 58.8% 61.9%
SCN 35.3% 47.6%
S. aureus 17.6% 9.5%
S. pneumoniae 5.9% ND
Micrococcus sp ND 4.8%
Gram (-) 35.3% 23.8%
Salmonella sp 5.9% 4.8%
Aeromonas sp 11.8% 9.5%
K. prneumoniae 17.6% 9.5%
Hongos 5.9% 14.3%
Candida sp 5.9% 9.5%
Penicillium sp ND 4.8%

SCN Staphyvlococcus coagulasa negativos
ND No desarrolio
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TABLA 3. RESULTADOS DEL ANALISIS DE LOS 14
AISLAMIENTOS DISTINTOS PARA
DIFERENCIAR ENTRE SEPSIS Y

CONTAMINACION.
No, de Sistema Sistema
aislamicnto * oxXoin RC Conclusién
4 Negativo SCN Contaminacion por
catéter.
5 S. aureus Negativo Sepsis por
transfusion,
9 Negativo SCN Contaminacion,
1 Negativo Micracaceus sp Contaminacion.
14 Negativo Candida sp Sepsis verdadera,
15 Negativo SCN Contaminacién
16 Negativo SCN Contaminacion.
17 SCN Penicillium sp Contaminacion.
18 Negativo SCN Contaminacion,
19 SCN Negativo Contaminacién
20 Negativo SCN Contaminacion,
21 K. pneumoniae SCN Sepsis verdadera,
22 SCN Negativo Contaminacion
23 S. pnevmoniae Negativo Sepsis verdadera,

* No. asignado de acuerdo a la Tabla 1,




GRAFICA 1. MICROORGANISMOS RECUPERADOS

ENHEMOCULTIVOS
OXOID VS RUIZ CASTANEDA
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GRAFICA 2. MICROORGANISMOS RECUPERADOS
SISTEMA OXOID
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GRAFICA 4. MICROORGANISMOS RECUPERADOS
SISTEMA OXOID
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GRAFICA 5. MICROORGANISMOS RECUPERADOS
SISTEMA RUIZ CASTANEDA
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos para ammbos sistemas de hemocultivos son muy
variados, esto radica en que se utilizaron para la comparacién muestras
clinicas, nuestro interés fue el de observar como cra el comportamiento de
los sistemas en muestras de pacientes reales, donde existe una diversidad de
factores antagonicos para el desarrollo de los microorganisnios como son:
altos niveles de antimicrobianos, anticuerpos circulantes, factores del
complemento, etc.

En el sistema de Ruiz Castafieda, el nimero de aislamientos fue superior,
en relacion con el sistema OXOID. Sin embargo, el principal
microorganismo recuperado fue SCN, que por ser tlora habitual de la piel,
estd considerado como el principal contaminante de hemocultivos; ademas
se aislacon en el sistema Ruiz Castafieda otros micoorganismos
contaminantes provenientes del medio ambiente (Micrococeus sp v
Penicilliwm sp), en tanto que en el sistema OXOID la recuperacion de SCN
fue menor. Estos resultados tienen razon de ser, ya que el sistema Ruiz
Castaiieda no es hermético, mientras que el sistema comercial si lo es.

De 25 aislamientos totales, en 14 de ellos, el resultado no fue el mismo y
aqui surgid la duda en cuanto a la interpretacion del resultado, para conocer
si el microorganismo aislado era realmente causante de bacteremia, o bien
provenia de una contaminacion, por lo cual, fue necesaria la aplicacion de
un cuestionario para cada caso en donde se recopilaron datos clinicos y
otros cstudios de laboratorio que indicaran por una parte rasgos de infeccion
y por otra, cudl podria ser el origen del microorganismo aislado (los datos se
recopilaron en base al dia en que se recolectaron los hemocultivos)
{AnexoV),



En los 11 casos donde el resuitado fue el mismo se interpretaron como
sepsis verdadera, mientras que en los 14 casos con aislamientos distintos, el
andlisis de cada uno es el siguiente (el nimero es asignado de acuerdo
con la Tabla 1):

Aislamiento 4:

Paciente temenino de 17 aflos de edad con diagndstico de sindrome
encefalico, Presentd fiebre, frecuencia respiratoria aumentada y taquicardia,
ademds con contco leucocitario ligeramente elevado, sin presencia de
células inmaduras. En los hemocultivos tomados el mismo dia se aisld en el
sistema Ruiz Castaieda SCN, mientras que en el sistema OXOID el
resultado [ue negativo, en otros hemocultivos tomados un dia anterior y dos
dias después, asi como el cultivo de LCR y urocultivo, {os resultados fueron
negativos, sin embargo al retirar el catéter y ser cultivado se aistd SCN.
Esto sugiere que el aislamiento de SCN del hemocuitivo provino de catéter,
por lo tanto se trata de una contaminacion por colonizacion del catéter.

Aislamiento 5:

Paciente masculino de 4 meses de edad, con diagnostico de probable
cardiopatia aciandgena, ictericia en estudio y hemorragia. No presentd
fiebre, su frecuencia respiratoria y cardiaca se ignoran, conteo leucocitario
normal, sin presencia de células inmaduras y trombocitopenia, debido a la
hemorragia, fue sometido a exanguineotranfusion y venodiseccion para la
implantacion de un catéter. Los hemocultivos tomados ese dia reportan los
siguientes resultados: sistema Ruiz Castaiieda negativo, y sistema
OX0ID reus, no se realizaron otros estudios bacteriologicos y el
resultado del cultivo del catéter no se encontré (o tal vez no se realizd). Ya
que cl paciente sc habia cubierto contra Gram positivos con vancomicina
desde cuatro dias anteriores a la recoleccion de los hemocultivos, el
aislamiento de S._qureus del hemocultivo puede ser el resultado de una
bacteremia transitoria, causa de una exanguincotransfusion, que sélo fue
detectada en el sistema OXOID por el bajo nimero de microorganismos
circulantes y el nivel de antimicrobiano presente en la sangre.



Aislamiento 9:

Paciente masculino de 2 meses de edad, con diagndstico de
bronconeumonia. Present¢  fiebre, frecuencia respiratoria elevada,
frecuencia respiratoria elevada y frecuencia cardiaca normai, conteo
leucocitario normal, sin  presencia de neutrdfilos inmaduros 'y
trombocitopenia. Los resultados de los hemocultivos fueron para el sistema
OXOID, ncgativo y para el sistema Ruiz Castafieda SCN, sin existir otros
estudios bacteriologicos, ya que no se encuentran otros factores que indique
que se trataba de sepsis bacteriana, el padecimiento pudo deberse a otro
origeny por lo tanto el SCN provino de una contaminacion,

Aislamiento 11:

Paciente femenino de 4 afios de edad HIV(+), con diagnéstico de
brorniconeumonia ¢ infeccion de vias urinarias por Candida sp. Presentd
fiebre, frecuencia  respiratoria  elevada, taquicardia, leucopenia y
trombocitosis, ademds de candidiasis oral. Los resultados de los
hemocultivos tomados en dos dias diferentes son: para el sisterna OXOID,
negativos y pdara el sistema Ruiz Castafieda, el primero negativo y el
segundo con un aislamiento de Microcoecus sp, sin haber referencia de otro
estudio bacteriolégico. Se administraron tres diferentes antimicrobianos
(vancomicina, ceftazidime y ifluconazol), para cubrir al paciente contra
cocos Gram positivos, bacilos Gram negativos y levaduras., Los signos
clinicos y valores hematologicos del paciente indican que presentd sepsis
sin embargo el uso de antimicrobianos impidieron el aislamiento de
Candida sp, que en el estado inmunologico del paciente, es el principal
microorganismo oportunista. Por lo tanto el aislamiento de Migrococeus
$p, que es un microorganismo presente en el ambiente es debido a una
contaminacion durante la manipulacion del hemocuitivo.

Aislamiento 14:

Paciente femenino de 14 afios de edad, con diagnodstico de insutficiencia
hepdtica y eritema multiple medicamentoso. Presentd candidiasis oral 'y
vulvovaginitis, fiebre. frecuencia respiratoria y cardiaca normales, asi como
valores hematologicos normales. Los resuliados de los hemnocultivos son:
para el sistema OXOID negativo y para el sistema Ruiz Castafieda
Candida_sp, ambos tomados a través del catéter, otros hemocultivos
tomados con anterioridad reportaron resultados negativos, al igual que el
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resultado del catéter, sin embargo los resultados del urocultivo y exudado
faringeo reportaron aislamiento de Candida sp. Por lo tanto, esto indica que
el paciente presenté sepsis por Candida sp y Unicamente fue recuperado en
el sistema Ruiz Castaneda, ademis de que no se tenia cubierto al paciente
contra levaduras, si no inicamente con vancomicina y ceftazidime.

Aislamiento 15:

Paciente femenino de 10 afos de edad con diagnodstico de sindrome febril
debido a una probable endocarditis, probable otitis media crénica o
probable mononucleosis infecciosa. Presentd vomito, febre y leucocitosts,
mientras que sus demds valores hematologicos y signos clinicos fueron
normales, segun lo reportado por el médico. El cultivo de sangre en el
sistema OXOID fue negativo, mientras que el sistema Ruiz Castaileda,
SCN, en otros hemocultivos posteriores no se  obtuvo aislamiento, en tanto
que en exudado faringeo y cultivo de secrecion nasal se aislaron Neisseria
spy S_aureys respectivamente. No se administro al paciente ningtin tipo de
antimicrobiano, por lo tanto el aislamiento de SCN fue probablemente
provocado por contaminacion que pudo provenir de piel y la fiebre no fue
causada por bacterias, sino por otra etiologia,

Aislamiento 16:

Paciente femenino de 1 mes de vida, habiendo nacido a las 38 semanas de
gestacion durante un parto séptico, se diagndstico una probable endocarditis
bacteriana v probable sepsis. Presentd enterocolitis, hemorragia e
hiperbilirnrubinemia por lo que la paciente fue transfundida. No
presentd fiebre, su frecuencia cardiaca y respiratoria fueron normales, con
conteo leucocitario normal, sin presencia de formas inmaduras y
trombocitosis. En los hemocultivas simultdneos se aislé del sistema de
Ruiz Castafieda SCN y en el sistema OXOID no hubo desarrollo; en un
hemocultivo previo asi como en el urocultivo y en el coprocultivo sélo se
encontrd {lora normal, se reportd presencia de catéter sin que se le haya
practicado cultivo, por lo cual ¢l SCN aislado pudo provenir de una
contaminacion de picl, o bien que el catéter se encontraba colonizado. El
paciente tiene el antecedente de haber recibido antimicrobiano contra cocos
Gram positivos.



Aislamiento 17:

Paciente masculino de 5 meses de vida con diagnastico de otitis media
izquierda supurativa y neumonia basal derecha. Presentd fiebre, frecuencia
cardiaca normal y aumento en la frecuencia respiratoria debido a la
neumonia, ademads de letargo, trombocitopenia, el conteo de leucocitos fue
normal, sin presencia de neutréfilos inmaduros. En los hemocultivos se
aislo en el sistema Ruiz Castaieda, Penicillium sp y en sisteina OXOID,
SCN sin haber otros estudios bacterioldgicos; no se administro previamente
al paciente algin antimicrobiano. Por esto, la diferencia del tipo de
microorganismos aislados en los hemocultivos, sugiere que se trata de una
contaminacion y el estado  del  paciente fue provocado por otro
agente no bacteriano.

Penicillium sp es un hongo presente en el ambiente, mientras que SCN es
flora habitual de piel, ademas de que al paciente no se le habia implantado
catéter que pudiera ser colonizado por SCN justificando el aislamiento de
este microorganismo.

Aislamiento 18:

Paciente femenino de 15 aiios de edad con diagndstico de celulitis de
miembro toracico izquierdo y crisis convulsivas  tonico  crénicas
generalizadas; el dia que se tomaron los hemocultivos se presentd afebril,
con frecuencia respiratoria disminuida y frecuencia cardiaca normal, sin
embargo, se refiere con sindrome disirico y picos febriles con anterioridad;
no se reportd conteo de leucocitos y el conteo plaquetario fue normal,
mientras que el tratamiento antimicrobiano anterior a la toma de la muestra
fue con amikacina. El resultado de los hemocultivos reportan para el
sistema Ruiz Castafieda, SCN y para el sistema OXOID negativo, ademds
de un urocultivo con aislamiento negativo. Aunque es posible aislar SCN
por infecciones urinarias, el urocultivo no respalda al aislamiento del
hemocultivo, por lo que puede ser que el resultado se deba a una
contaminacion en el momento de la obtencién de la sangre o bien del
sistema, ya que los signos clinicos y valores hematologicos no apoyan la
presencia de sepsis y no existen sondas o catéteres implantados que
pudiesen haber sido fuente de infeccion.



Aislamiento 19:

Paciente masculino de 3 aios de edad, con diagndstico de bronconeumonia,
otitis media aguda izquierda y sindrome encefilico en estudio; presenta
ficbre, frecuencia respiratoria elevada, taquipnea, alteraciones neuraldgicas,
irritabilidad, conteo  de leucocitos ligeramente elevados y conteo de
plaquetas normal. En el hemocultivo de Ruiz Castafieda el resultado fue
negativo mientras que en el sistema OXOID se aislo SCN, sin haber
referencia de otros estudios bacteriologicos, se comenzd a administrar
amikacina y PGP (Penicilina G potésica) dias antes de la toma de la
muestra, Aunque los signos clinicos del paciente reflejan la presencia de
sepsis, la ausencia de otros estudios bacteriologicos que confirmen el
atslamiento del hemocultivo, asi como el {ratamiento antimicrobiano
administrado indican que se trata de una contaminacion al tornar la muestra.

Aislamientc 20:

Paciente femenino de 1 afio de edad con diagndstico de bronconeumonia;
presenta fiebre, frecuencia respiratoria elevada, taquicardia, gastroenteritis,
conteo de leucocitos bajo y conteo plaquetario normal. Los hemocultivos
fueron tomados al ingreso de la paciente sin haberse administrado
antimicrobianos y los resultados fueron: para el sistema Ruiz Castafieda
SCN y para el sistema OXOID negativo; posteriormente se comenzé el
tratamiento con PGS (Penicilina G sadica) y ne se realizd otro estudio
bacterioldgico. Por lo que, la mayorfa de las cepas de SCN son sensibles a
PGS y el paciente presento las condiciones de sepsis, el SCN no se relaciona
dentro de los principales microorganismos causantes de broncaoneumonia,
por lo que es mas factible que provenga de piel, adquirido durante la toma
de a muestra,

Aislamiento 21:

Paciente masculino de | mes de vida con diagndstico de bronconeumonia,
presentd febricula, frecuencia respiratoria elevada, taquipnea, leucopenia y
trombocitopenia, El resultado de los hemocultivos simultaneos fue: para el
sistema Ruiz Castafieda SCN vy para el sistema OXOID K._pneumoniae,
cultivos posteriores reportaron para sangre, urocultivo y catéter aislamiento
de K._pueumoniae. Por esto se deduce que se produjo una metdstasis séptica.
El no haberse aislado el microorganismo en ambos sistemas en un principic
fue debido a la amplia variedad de antimicrobianos administrados al
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paciente contra bacilos Gram negativos (ceftazidima, amikacina vy
ampicilina), que redujeron el nimero de microorganismos viables,
inhibiendo ¢l desarrollo de K._pnewmoniae, y permitiendo el crecimiento de
SCN. El deceso del paciente fue provocado por choque séptico.

Aislamiento 22:

Paciente femenino de 3 afos de edad con diagnodstico de cdema de glotis,
cardiopatia congénita y probable endocarditis bacteriana por S_awreus,
S_epidermidis v Pseudonomas sp, 1o que sugirié la toma de hemocultivos y
administrar tratamiento antimicrobiano para cubrir al paciente contra
estos microorganismos, sin embargo, se presenta afebril, frecuencia
respiratoria elevada, frecuencia cardiaca normal, conteo de leucocitos y
plaquetas normales. El resultado de los hemocultivos simultaneos fue: para
el sistema de Ruiz Castafieda negativo y para el sistema OXOID, SCN y en
cultivos diversas el resultado también fue negativo, aln el cultivo del
catéter. Ya que no existen condiciones ni cultivos que apoyen el aislamiento
del SCN, ademds de que el paciente murid a causa de insuficiencia
cardiaca, la presencia de este microorganismo es debida a una
contaminacion al momento de la toma de la muestra,

Aislamiento 23:

Paciente masculino de 4 afios de edad, con diagnéstico de derrame pleural
derecho, empiema, neumonia, presentd fiebre, frecuencia respiratoria
aumentada, taquicardia, leucocitosis y trombocitosis. El resultado de los
hemocultivos reportd para el sistema Ruiz Castaiieda negativo y para el
sistema OXOID S._puewmoniae sin haberse realizado otros cultivos
bacteriologicos. Los signos y sintomas clinicos, asi como los valores
hematoldgicos apoyan el aislamiento de S.__prewmonige, ademas  de
reportarse  como el principal agente causal de neumonfa. Es un
microorganismo de dificil crecimiento, por lo cual no puede ser tomado
como contaminacion, aunado a que se realizd una coaglutinacion en latex en
el suero del paciente encontrdndose antigeno para S_pneumoniae.

En base al analisis de cada caso se llegd a una conclusion en cada uno de
ellos (Tabla3), donde se observa que 6 de los SCN recuperados en el

sistema Ruiz Castafieda, son provenientes de contaminacién de diversas
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fuentes, en tanto que en ¢l sistema OXOID 3 de los aislamientos tienen las
mismas caracteristicas.

El aislamiento de Micrococeus sp y Penicillium_sp, pueden atribuirse al
mismo factor,

Se encontrd que los restantes 5 aislamientos del andlisis, si correspondian a
una bacteremia o septicemia, siendo apoyados por los cuestionarios; 3 de
estos aislamientos se realizaron en el sistema OXOID y 2 en el sistema
Ruiz Castafieda.

Observamos por lo tanto, que en el sistema OXOID se recuperaron en total
14 microorganismos causantes de septicemia y en el sistema Ruiz Castarieda
13. La diferencia es insignificante, sin embargo, cabe mencionar que el tipo
de microorganismos aislados en ambos sistemas es igual, a excepcidn de
que Unicamente en el sistema OXOID se aisld S_pneumonige, que es un
microorganismo de dificil recuperacion.



ro

8. CONCLUSIONES

. De 98 mwestras recolectadas, se obtuvo un aislamiento microbiano de

21.4% para sistema Ruiz Castaiieda y de 17.3% para el sistema OXOID.

En 56% de los aislamientos, el resultado fue distinto y en 44% fue igual
para ambos sistemas en cuanto al aislamiento e identificacion de los
siguientes Imicroorganismos:  S,._qureus, SCN,  Salmonella_sp,
deromonas sp, Klebsiellasp y Candida sp.

. Del total de los aislamientos, se confirmaron 16 como bacteremia, que

corresponde al 64%, mientras el 36% restante es proveniente de
contaminacion.

La frecuencia mas alta de aislamientos de microorganismos counsiderados
como contaminantes se observo en el sistema Ruiz Castafieda con 72%,
mientras que en el sistema OXOID solo 28%.

. El microorganismo aislado con mayor frecuencia considerado como

contaminante, fue SCN.

En el sistema OXOID se detectaron 14 bacteremias, en tanto que en el
sistema de Ruiz Castaileda 13.

. Unicamente en el sistema QOXOID se recuperd 8. pueumaoniae.

En el sistema comercial OXOID presenta hasta el momento, una buena
alternativa para ser usado en el laboratorio de rutina, en sustitucion del
sistema de Ruiz Castaiieda, sin embargo, el trabajo continita ya que atn
el nimero de muestras es escaso para tomar un decision definitiva,
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ANEXO I

GLOSARIO

Bacteremia. La presencia de bacterias viables en la sangre.

Bradicardia.Disminucion de la respuesta cardiaca por debajo del percentil
2.

Falla orgdnica multiple, Presencia de una alterada funcién organica,
Febricula. Temperatura del cuerpo comprendida entre 37.6 a 37.90C.
Fiebre. Temperatura corporal por encima de 380C,

Hipotermia. Temperatura corporal por debajo de 35.6°C.

Infeccién, Fenémeno caracterizado por una respuesta inflamatoria a la

presencia de microorganismos por la invasién de tejidos del huesped
normalmente estériles.

Leucocitosis. Aumento del nimero total de leucocitos por encima del
limite superior normal para la edad y sexo.

Leucopenia. Es un descenso del niimero total de leucocitos por debajo de
los valores normales.
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Sepsis. La respuesta sistémica a la infeccion. Esta respuesta sistémica es
manifestada por dos 0 mds de las siguientes condiciones como el resultado
de infeccion:

Temperatura mayor a 38°C o menor a 360C.

Frecuencia cardiaca mayor a 90 latidos/min.

Frecuencia respiratoria mayor a 20 respiraciones/min.

Leucocitos, conteo mayor a 12,00 cells/fmm3, menor a 4,000

cells/mm?

o mds de 10% de formas inmaduras.

Sepsis severa. Sepsis asociada con la disfuncion de un orgéano,
hipoperfusion, o hipotension. Hipoperfusion y anormalidades en la
perfusién pueden ser incluidas, pero no delimitan a la acidosis ldctica,
oliguria, o una alteracion de la conciencia.

Shock séptico. Sepis con hipotension.

Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica. La respuesta inflamatoria
sistémica a una variedad de severos insultos clinicos. La respuesta es
manifestada por dos 0 mas de las siguientes condiciones:

Temperatura mayor a 38°C o menor a 36¢C.,

Frecuencia cardiaca mayor a 90 latidos/min.

Frecuencia respiratoria mayor a 20 respiraciones/min,

Leucocitos, conteo mayor a 12,00 cells/mm3, menor a 4,000

cells/mm?3

o mas de 10% de formas inmaduras.

Taquicardia. Aumento de la respuesta cardiaca.
Taquipnea, Aumento de la frecuencia respiratoria.

Trombocitopenia, Disminucion del nimero de plaquetas circulantes
(ejemplo: infeccion, hemorragia).

Trombacitosis, Aumento del recuento plaquetario.



ANEXO Il

CONTEO LEUCOCITARIO Y PLAQUETARIO NORMAL, DE

ACUERDOQO A LA EDAD.

Leucocitos/mm3 Plaquetas
Edad X 1000 media (+2SD) (103/mm3) media
26-30 semanas 44 254
Gestacién 2-7 (180-327)
28 semanas - 275
32 semanas - 290
Term? (cord) 18.1 (9-30) 290
1-3 dias 18.9 (9.4-34) 192
2 semanas 11.4 (5-20) 252
| mes 10.8 (5-19.5)
2 meses
6 meses 11.9 (6-17.5)
6 m a 2 ailos 10.6 (6-17) (150-350)
2 a 6 afios 8.5 (5-15.5) ¢
6 a 12 afios 8.1 (4.5-13.5) “
12 a 18 afios
hombres 7.8 (4.5-13.5) “*
mujeres 7.8 (4.5-13.5) “
Adultos
hombres 7.4 (4.5-11) “
mujeres 7.4(4,5-11) “

3 Media (95% de confiabliidad), The Harrlet Lane Handbaok. 13th edition, 1993,
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ANEXO 11

FRECUENCIA CARDIACA ESPECIFICA A LA EDAD

(Latidos/min)
Edad 2% Media 98%
<1ldia 93 123 154
| a 2 dias 91 123 159
3 a6 dias 91 129 166
I a 3 semanas 107 148 182
1 a 2 meses 121 149 179
3 a5 meses 106 141 186
6 a1l meses 109 134 169
1 a2 afios 89 119 151
3 a 4 afios 73 108 137
5 a7 afios 65 100 133
8 a1l afios 62 91 130
12 a 15 aflos 60 85 119

The Harriet Lane Handbook. 13th edition, 1993,
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ANEXO IV

FRECUENCIA RESPIRATORIA NORMAL*
(Respiraciones por minuto)

Edad (aiios) Nifios Niiias
Oal 31+8 30+6
la2 26+4 27+4
2a3 2544 25+3
3a4 24+3 24+3
4a$ 2342 22+2
5a6 2242 2142
6a7 21+3 21+3
7a8 2043 20+2
8a9 20+2 2042
9al0 19+2 1942
10all 19+2 19+2
l1al2 1943 19+3
12a13 1943 1942
13al4 19+2 18+2
14als 18+2 18+3
15al16 17+3 1843
16al7 17+2 1743
17al18 16+3 17+3

ﬁc Harret Lane Handbook. 13th edition, 1993,



ANEXOV
DATOS CLINICOS DE PACIENTES CON HEMOCULTIVOS

Expediente Servicio Edad

Diagnastico de hospitalizacion

Diagnadstico actual

Choque ( ) Choque séptico () Neumonia ( ) Hemorragia ( )
Fallarenal ( ) Metastasis séptica ( ) Foco aparente de infeccion ( )
Signos clinicos:

a) Temperatura oC
b) Frecuencia respiratoria resp/min
¢) Frecuencia cardiaca lat/min
d) D. gastrointestinales
e) Otros
Bacteriologia:
Sistema Fechadetoma  Resultado

1. Hemocultivo

2. Hemocultivo

|

3. Hemocultivo

4. Hemocultivo

Otros estudios Bacterioldgicos:

Presencia de catéter: Si ( ) No ( )
Resultado del cultivo

Biometria Hematica:

Leucocitos cells/mm3
Plaquetas  ___ cells/mm3
Neutréfilos inmaduros

Tratamiento antimicrobiano:

Tipo de agente(s) y fecha de inicio.

Montalidad: No ( ) Si ( ) Causa
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