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RESUMEN

Las infecciones constituyen la principal causa de morbi-mortalidad en los
pacientes con cancer debido a los avances importantes de la
quimioterapia en distintas neoplasias, intensificacion de tratamientos y el
aumento de los catéteres intravenosos por permanencia prolongada.

Durante las dos décadas pasadas estudios epidemiologicos han
demostrado que las bacterias son los agentes etiolégicos mayormente
causantes de infecciones agudas en pacientes neutropénicos durante
inicios de los afnos 50, encontrandose que aproximadamente de el 80 al
85% se origina de la flora microbiana endogena del huésped, esto ha
incrementado el riesgo de infecciones iniciales en un 50 a 70% causados
por bacilos entéricos.

Por lo que es importante la evaluacion de hemocultivos en sistemas
automatizados (BACTEC 9120) para su presuncion diagnoéstica a fin de
ofrecer un tratamiento adecuado y oportuno.

El estudio const6 de dos fases una in vitro, en la que se realizaron
diluciones de carga bacteriana de los microorganismos de mayor
frecuencia, inoculandoseles en botellas de cultivo Bactec para
posteriormente obtener las curvas de crecimiento dadas por el
instrumento.

En la fase in vivo se analizaron los estudios clinicos patolégicos de 106
pacientes y sus diferentes curvas de crecimiento correlacionandolas con
diferentes aspectos clinicos, realizandose pruebas de resistencia y
susceptibilidad en sistema Micro-Scan.

La frecuencia de hemocultivos procesados en sistema BACTEC 9120 en
el ano de 1995 fué de 34.63% positivos, presentandose 70.75%
septicemia y 29.24% bacteremia, predominando Escherichia coli para
gram negativos y Staphylococcus aureus en gram positivos.



Se obtuvo una resistencia para gram negativos en piperacilina y
cotrimazol, en cuanto a gram positivos se presenté en ampicilina y
penicilina, de acuerdo a esto la introduccién de sistema BACTEC 9120 en
el INCan aumenté la positividad de hemocultivos estableciendose la
frecuencia de Escherichia coli ademas de detectar otros
microorganismos en sangre a cualquier concentracion sin importar el tipo
de neoplasia que se esté tratando, observandose también que los
pacientes con neoplasias hematologicas y de cancer de mama se les
asocia frecuentemente con bacteremia y septicemia.

Se sugiere, ademas de los cuidados meticulosos asépticos se haga la
implementaciéon de técnicas que involucren los sistemas automatizados
para coadyuvar en la seleccion de microorganismos para el tratamiento
oportuno.



INTRODUCCION

El paciente con cancer presenta una mayor susceptibilidad a las
infecciones, debida a la neoplasia misma, y a los efectos de los
tratamientos como lo refiere Bonadonna en 1983, en especial, la
quimioterapia y radioterapia. (Whimbey 1987).

En pacientes oncolégicos las infecciones mas comunes se presentan en
el tracto digestivo, respiratorio y urinario; esto se debe a que las mucosas
pierden el epitelio y las bacterias que normalmente existen proliferan y
causan mucositis. Estas infecciones locales pueden dar lugar a
septicemias, que ocupan un lugar importante ya que causan elevada
morbi-mortalidad. Generalmente referido por Farreras en 1992, la secuencia
de eventos es la siguiente: existe una infeccion localizada o foco primario
(urinario, gastrointestinal), de ahi se produce una bacteremia (bacterias
circulantes en sangre), si ésta persiste y se establecen nuevos focos originan
una septicemia (Saez 1993, Wade 1986).

Los bacilos gram negativos son los agentes asociados con mayor
frecuencia a las bacteremias en pacientes oncolégicos, siendo
Escherichia coli el primer lugar en los focos primarios, por ser esta

bacteria la mas abundante dentro de este grupo de microorganismos
(Inagaki 1974, Wade 1986).

Una bacteremia se define como la presencia de microorganismos en la
sangre. Por otro lado, septicemia indica que no solo existe crecimiento
bacteriano en sangre, sino también un foco infeccioso primario, fiebre,
hipotension y/o choque hipovolémico. La septicemia puede sembrar otros
focos infecciosos intravasculares, endocarditis o extravasculares como

una neumonia o un absceso hepatico (Aronson 1987, Kelly 1990, Saez 1993,
T. Tilton 1982).



Las bacteremias se clasifican en bacteremias transitorias, intermitentes y
continuas. La bacteremia continua es un rasgo primordial de focos
intravasculares con diseminacion directa de la infeccion a corazén
(endocarditis infecciosa) y generalmente se debe a catéteres intravenosos
contaminados. La bacteremia transitoria puede tener pocas
consecuencias y ser asintomatica;, a menudo es consecuencia de
procedimientos o manipulacion de tejidos infectados o contaminados. La
bacteremia intermitente es causada por abscesos no drenados. Un
ejemplo es la neumonia neumocdsica que al inicio de la enfermedad se
presenta con escalofrios que desaparecen con rapidez. Sin embargo, 20
a 30% de las bacteremias intermitentes se convierten en continuas lo que

indica una invasién de diversos tejidos (Aronson 1987, McCabe 1962, Tilton
1982, Whimbey 1987).

Con la introduccion de quimioterapia, radioterapia y cirugia se ha
incrementado la sobrevida de los pacientes con padecimientos
neoplasicos, sin embargo, debido a estos mismos tratamientos los
pacientes se vuelven mas susceptibles a las infecciones (Pizzo 1979).

Los pacientes con cancer pueden estar inmunocomprometidos por la
misma neoplasia o por la terapia antineoplasica. Las neoplasias
hematopoyeticas, sarcomas y carcinomas estan asociadas con un déficit
inmunoldégico que predispone a infecciones con patégenos particulares.
Las anormalidades del sistema inmunoldgico en un paciente
inmunosuprimido con cancer se deben a alteraciones de células inmunes
y/o rompimiento de las barreras tegumentarias y mucosas. La piel y las
superficies mucosas gastrointestinales y respiratorias representan la
defensa primaria del huésped contra la invasion de microorganismos
endogenos y adquiridos. La integridad de esta barrera puede ser alterada
por el tumor o su tratamiento. Las células epiteliales de las mucosas
contienen receptores especificos para el ataque y adherencia de
microorganismos, estos receptores pueden ser alterados por
enfermedades y terapias antineoplasicas y/o antimicrobianas (Aronson
1987, Inagaki 1974). En cuanto a las células inmunes los neutréfilos y los
macroéfagos son la mayor defensa fagocitica del huésped contra la
mayoria de las bacterias y hongos.



En las enfermedades neoplasicas hematologicas o0 como consecuencia
de quimio y radioterapia, el grado de severidad de la neutropenia esta
directamente relacionada con el riesgo de infecciones. Para satisfacer las
necesidades cambiantes existe una reserva de granulocitos en la médula
6sea que excede el nimero de células en la circulaciéon sanguinea.
Cuando la granulopoyesis esta disminuida por enfermedad o el
tratamiento, la reserva de neutréfilos se depleta desarrollandose una
granulocitopenia severa (Pizzo 1979, Wade 1986). La quimioterapia para el
cancer puede también producir alteracion en la funcion de los neutrofilos:
se disminuyen los fagocitos y la migracion de neutréfilos, de acuerdo con
lo revisado en el libro de Vicent. (1994), la combinacion de prednisona
con vincristina y asparaginasa pueden producir una disminucion
significativa en la capacidad fagocitica. Por otra parte la inmunidad
humoral también juega un papel importante en pacientes con cancer, por
ejemplo en leucemia linfoblastica y mieloma multiple donde existe
produccion deficiente de anticuerpos se observa incremento de la
frecuencia de infecciones piogenas aunque el paciente no presenta
neutropenia (Wade 1986).

Los pacientes con cancer presentan con frecuencia desnutricion, ésta
contribuye a la pérdida de integridad de la barrera tegumentaria y
mucosa, y alteracion en la capacidad fagocitica. Los sitios de origen de
las infecciones en un paciente con cancer estan relacionados con la
microflora exégena y endogena. En la literatura revisada de Bonadonna
(1983) y Vicent. (1994) reportan que mas del 80 y 85% de las infecciones
que ocurren en este tipo de pacientes provienen de la microflora

endégena y de estos la mitad son adquiridas durante la hospitalizaciéon
(Pizzo 1987, Singer 1977).

Por otro lado, la flora exdégena contribuye a la colonizacion de los
pacientes neoplasicos, esto es através del medio ambiente como el aire,
fomites, agua y comida. Asi mismo, la tecnologia médica actual también
provee nuevas rutas para la transmision de los microorganismos,
particularmente el uso de catéteres intravenosos, ventiladores y sondas
vesicales (cuadro1). (Tilton.1982). Los microorganismos causantes de
estas infecciones nosocomiales generalmente son Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas y Candida albicans (Singer 1977).
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CATETERES
INSTRUMENTOS
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Cuadro tomado y adaptado de Vicent. D CANCER vol. Il 1994.
cuadro1. Fuente de infeccion nosocomial en pacientes de alto riesgo.
Interaccion entre colonizacion e infeccion.

Sistemas

de ventilacién,

aire acondicionado
materiales de
construccién.

Productos diarios,
frutas y vegetales
frescos, cames
crudas, mal cocidas,
efc.

Tapas de agua, hielo
humectadores, toallas
y batas, flores.

Soluciones intravenosas,

productos sanguineos,
catéteres profundos,
tubos de drenaje,
endoscopias, tapas a
presion.

Personal, pacientes,
visitantes, objetos,
(incluyendo jabén
limpiador).

PRINCIPALES

enterobacterias,
Pseudomonas,
Staphylococcus.
Aspergillius.

Varicela, zoster.

enterobacterias.
Pseudomonas,
Kiebsiella,
Staphylococcus,
Streptococcus.

enterobacterias
Pseudomonas,
Klebsiella.

enterobacterias,
Klebsiella sp.
Candida.

enterobacterias,
Pseudomonas,
Staphylococcus.

MICROORGANISMOS

v

DEFECTOS
MUCOSO0S
Y CUTANEOS

Tracto
gastrointestinal

orofaringe y
membranas
mucosas

superficies
con piel,
orificios
corporales,
ingles y axilas.

alteraciones
inducidas

por antibidticos.

ALTERACION
DE
DEFENSA

Deficiencias
inmunes:

humoral y
celular.

mala
nutricion.
Defensa
fagocitica

disminuida.

COMPLICACIONES
INFECCIOSAS



OBJETIVOS

¢ Inocular botellas de hemocultivo BACTEC con diluciones decrecientes
de las bacterias que con mayor frecuencia causan septicemia en
pacientes del INCAN, con el fin de relacionar las diferentes curvas
obtenidas en el BACTEC 9120 con la dilucion bacteriana.

e Correlacionar las curvas de crecimiento obtenidas de muestras de
pacientes con diferentes aspectos clinicos.

e Conocer el porcentaje de positividad de los hemocultivos mediante el
sistema BACTEC 9120.



ANTECEDENTES

En los individuos sanos los sitios de ataque en mucosa e inter-
tegumentarios son poblados con flora normal inocua, consistiendo
predominantemente de aerobios gram positivos, los pacientes con cancer
presentan una disminucion en la microflora normal de gram positivos
aerobios, por lo que la orofaringe y el tracto gastrointestinal se colonizan
por bacilos gram negativos tan pronto como se hospitaliza al paciente,
incluso antes de recibir el tratamiento antimicrobiano (Lowell S. Young y col.
1981, Saez X. y col. 1993, Wade 1986).

El patron de microorganismos aislados en pacientes con cancer ha
cambiado durante las ultimas décadas. Durante 1950 y principios de los
60s, Staphylococcus aureus fue la bacteria mas frecuentemente aislada.
Con el uso de las penicilinas semisintéticas resistentes a R-lactamasa, los
bacilos gram negativos se transformaron en los microorganismos mas
comunes (McCabe 1962), especialmente Escherichia coli, Klebsiella sp y
Pseudomonas aeruginosa, segun Bonadonna (1983), siendo un 50 a 70%
(Wade y col 1986, Pizzo y col. 1987, McMabe 1962) Por otro lado, durante la
ultima década, las infecciones debidas a Pseudomonas aeruginosa ha
disminuido en muchas instituciones.

Una explicacion a este fendbmeno es la utilizacion pronta de un esquema
terapéutico empirico apropiado (Pizzo 1979; Wade y col. 1987). Cabe
mencionar que el aislamiento de Pseudomonas no aeruginosas y
bacterias multiresistentes incluyendo Enterobacter sp, Citrobacter sp,
Acinetobacter y Serratia marcescens ha aumentado por el uso
indiscriminado de los agentes antimicrobianos, en multiples instituciones.
Esto, como es de esperarse, puede ser un gravisimo problema para los
pacientes inmunosuprimidos, ya que si el antibiético no tiene efecto sobre
la bacteria, ellos tampoco pueden utilizar mecanismos inmunolégicos
para luchar en contra de ellas (Whimbey y col. 1987).



Por otra parte, en otras instituciones las bacterias gram positivas aisladas;
mas importantes son los Staphylococcus aureus y los estafilococos
coagulasa negativos, como lo refiere en su libro Vicent en 1994, llegan a
representar hasta el 20% de los aislamientos, especialmente en los
pacientes que tienen catéteres. Los estreptococos alfa hemoliticos y los
del grupo viridans, asi como las corynebacterias también pueden ser
causantes de infecciones, particularmente en pacientes con
granulocitopenia prolongada (Weinstein 1991, Tilton 1982, Wade 1986)

Los hongos pueden ser patbgenos relevantes en pacientes
inmunosuprimidos que han presentado granulocitopenia prolongada y que
han recibido terapia antimicrobiana. Estos microorganismos incluyen
levaduras como Candida sp, y hongos como Aspergillus sp. y
Cryptococcus neoformans (Wade 1986, Pizzo y col. 1987).

Cabe mencionar que los anaerobios juegan un papel menor que los
aerobios en las infecciones primarias en pacientes oncologicos. Estos son
responsables del 5% de las bacteremias y con frecuencia se ven en las
infecciones polimicrobianas provenientes de sitios como la boca y el area
perianal (Whimbey 1987, Wade y col. 1986)

Aproximadamente del 10 al 20% de los pacientes con cancer que tienen
neutropénia y fiebre presentan bacteremia. Entre los pacientes
inmunocomprometidos, el tracto respiratorio es el sitio inicial mas comun
como foco primario de la sepsis (25%), seguido por celulitis perianal y
perioral y posteriormente por infecciones del tracto gastrointestinal y
genitourinario cada uno (10%) (Wade 1986, Saez y col 1993).

La terapia antimicrobiana de amplio espectro en forma empirica al
momento que se presenta fiebre en pacientes con cancer es de suma
importancia. Davis. en 1985 indica en su libro que el tratamiento debe
incluir agentes antimicrobianos para bacterias gram positivas y negativas,
ya que las infecciones en este tipo de pacientes son mixtas, por lo cual se
sugiere utilizar la combinacion de dos o0 mas agentes antimicrobianos.
Generalmente se utilizan aminoglucosidos combinados con

cefalosporinas de tercera generacion, o carbapenemes (Craig 1980, Wade
1986)



En el Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) de la ciudad de México
hasta el afilo de 1988, para la deteccion de bacteremias en sangre se
utilizé6 caldo de soya tripticaseina (método de Ruiz Castaieda) en el cual
se realizan siembras a las 24, 48 hrs. y 7 dias, con el fin de aumentar la
probabilidad de crecimiento de cualquier microorganismo (s) presente en
la muestra de las siembras. En 1989 debido a la literatura reportada se
cambi6é al método de lisis centrifugacion (Isolator/Dupont), que incluye
fundamentalmente menor tiempo para obtener resultados positivos, y no
necesitar subcultivos multiples, desventajosamente en este método su
medio de cultivo carece de nutrientes y por lo tanto los microorganismos
no pueden vivir a largo periodo de tiempo, ademas de que deben de ser
procesados de inmediato, tomar la muestra preferentemente sin terapia
antimicrobiana; y la velocidad de centrifugacién algunas veces hemoliza
la sangre depositada en el hemocultivo. Sin embargo, al finalizar el ano
de 1989 de acuerdo al trabajo de Montoya (publicado en 1995) reporté que
con el isolator la positividad en los hemocultivos disminuyé a 11.9%
contra lo obtenido en aifios anteriores con el método convencional de Ruiz
Castafneda 17.4%.

En 1990, en el INCan se realizd6 un estudio prospectivo pareando
hemocultivos realizados tanto con Isolator como con Ruiz Castafieda,
encontrando que era mejor utilizar caldo de soya tripticaseina. Esto se
debié a que los cultivos que llegaban en la tarde y en la noche no eran
procesados inmediatamente por lo que el método de caldo de soya
tripticaseina permitia el crecimiento mientras que con el Isolator no
existen nutrientes en los tubos y morian las bacterias al no ser
procesadas.



A partir de 1991 se volvié a utilizar el método de Ruiz Castafeda, y
nosteriormente en agosto de 1995 se introdujo, el sistema automatizado
BACTEC 9120 (Becton Dickinson). Este es un sistema automatizado para
determinar con mayor rapidez crecimiento bacteriano en sangre; el
sistema detecta CO; producido por el metabolismo de los
microorganismos mediante fluorometria (Appelbaum 1983, S. Nolte.1993).

Con el fin de evaluar distintos aspectos del sistema BACTEC 9120, se
realizé este estudio que tuvo dos fases, una in vitro y otra in vivo. En la
fase in vitro se realizaron diluciones de colonias bacterianas
(seleccionando aquellos microorganismos aislados con mayor frecuencia
en hemocultivos de pacientes del INCan) que se inocularon en las
botellas de cultivo Bactec, y posteriormente se realizaron las curvas de
crecimiento dadas por el instrumento. La fase in vivo incluyé el estudio
clinico patologico de 106 pacientes con diferentes curvas de crecimiento
en el instrumento para ver si éstas tienen relacion con diversos aspectos
clinicos.

METODOS DIAGNOSTICOS DE LAS BACTEREMIAS.

El hemocultivo es util para establecer el diagnostico etiolégico de las
bacteremias. Debe de tomarse en pacientes con sintomas de septicemia
(fiebre y/o hipotension arterial) o en todo aquel paciente de alto riesgo,
(pacientes oncologicos neutropénicos) o aquellos que han estado
hospitalizados por periodos prolongados. Stanford. en 1994 senala que
los hemocultivos permiten diagnosticar infecciones intravasculares, como
endocarditis. Asi mismo, los cultivos identifican la bacteria que esta
causando la infeccion local que ha dado lugar a la bacteremia y que en
ocasiones resulta dificil de aislar del sitio primario (celulitis, ostiomielitis,
neumonia, etc..) (Tilton 1982, Aronson 1983, Inagaki 1974, Saez 1993).



La muestra debe de extraerse utilizando técnicas estériles para reducir la
posibilidad de contaminacién por bacterias presentes en la piel. Se debe
de seleccionar un sitio 6ptimo para la puncion, primero desinfectando
concentricamente la piel con alcohol y luego con isodine concentrado. Se
utiliza equipo estéril, guantes de latex y cubrebocas. Se desinfecta con
yodo el tapén del frasco del hemocultivo antes de inocularlo. Es
importante obtener un volimen de muestra adecuado con respecto a la

cantidad de medio de cultivo, generalmente es de 8 a 10 ml (Aronson
1987, Becton Dickinson 1995, Weinstein 1988).

Para lograr el aislamiento de la bacteria, se recomienda que a cada
paciente se le realicen 3 hemocultivos separados por lo menos de 20 a 30
minutos; logrando asi mayor posibilidad de aislar el microorganismo
causante del problema. Asi mismo, el primer hemocultivo debe tratarse
de obtener durante el pico febril (Aronson 1987).

Existen dos tipos de métodos para la deteccion de bacterias en los
hemocultivos: El método convencional y los métodos no convencionales.

El método convencional se denomina bifasico (caldo/agar) de Ruiz
Castarieda, y contiene caldo de soya tripticaseina como medio de cultivo.
El procedimiento generalmente se lleva a cabo de la siguiente manera:

1. Limpiar el tapon del frasco con isodine e inyectar en él 10 ml. de
sangre.

2. Incubar 24 hrs el frasco a 35°C. ademas de:

3. Sembrar en una caja de agar sangre, una de MacConkey, una de
chocolate y una de Sabouraud, tomando el material con una asa
a través de una aguja estéril.

4. En caso de no ser positiva a las 24 hrs. esta primera siembra se
resiembra y se incuba nuevamente por 48 hrs y siete dias a 35°C
en los medios sélidos antes mencionados.

5. Se incuba el frasco de hemocultivo por 7 dias cuando se vuelve a
sembrar en los medios soélidos; si no existe evidencia de
crecimiento se reporta como negativo.
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Los métodos no convencionales existentes se citan a continuacion:

a) Lisis centrifugacion (isolator / Dupont de Nemours). Este sistema
consiste en un tubo con doble tapon que contiene como principales
reactivos: saponina para lisar las células sanguineas, propilenglicol para
disminuir la espuma, polianetol sulfanato de sodio y EDTA como
anticoagulantes, ademas de un compuesto fluorado inerte para
amortiguar y concentrar los microorganismos durante la centrifugacion.

De acuerdo a la literatura revisada en el libro de L.Wilson (1994), este
método ofrece las siguientes ventajas: obtener resultados positivos en
menor tiempo, no necesitar subcultivos multiples, mayor probabilidad de
tener cultivos positivos en pacientes que han recibido antibiéticos y en
aquellos en que se sospecha infeccibn por microorganismos
intracelulares como hongos y micobacterias (Bille 1984, Doern 1978, Singer
1977). Se procesa de la siguiente manera:

1. En condiciones de asepsia y después de limpiar el tapén del tubo
con isodine se toma la muestra de 10 ml. de sangre del paciente
directamente al tubo.

2. Se traslada lo mas rapido posible al laboratorio.
3. Centrifugar los tubos a 3500 rpm. durante 15 min.

4. Limpiar el tapon del tubo con isodine y colocar el adaptador para
perforarlo con la prensa, absorber el sobrenadante y desecharlo
con una macropipeta, dar vortex (mezclar) durante 10 segundos.

5. Absorber el precipitado con una micropipeta, sembrar en agar
sangre, chocolate MacConkey y Sabouraud; dibujando una linea
recta con la pipeta y estriar esta en forma perpendicular con el
asa.

6. Incubar las cajas a 35° C.durante las primeras 24 hrs. y los
siguientes 6 dias a temperatura ambiente y observar.

Si las cajas no presentan crecimiento dejar en observacion durante 7 dias
a temperatura ambiente.
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b) Subcultivo incluido (Septi Chek / Roche Diagnostics).- A partir de 1992
Wilson y col., demuestran la importancia de este método de cultivo
mejorando  principalmente la recuperacion de microorganismos
anaerobios, y levaduras. Este método requiere de un tiempo de
incubacién de 2 semanas a 35°C, resultando ser analogo a los métodos
convencionales. Consiste en una botella convencional para hemocultivo a
la que se le incluye una camara que contiene una lamina de vidrio con
tres medios sélidos de cultivo diferentes; el medio liquido esta
enriquecido con soya tripticaseina y saponinas (R. Murray. 1991).

c) Sistemas automatizados.- En los trabajos de 1915 por Judd y Simmon,
se fundamentan las técnicas actuales de los sistemas automatizados.
Ellos utilizaban aproximadamente 5 ml. de sangre y 1.5 % de citrato de
sodio como anticoagulante, logrando incrementar la posibilidad de
deteccion de bacteremias y fungemias (Tilton 1982).En 1970 se introdujo al
comercio la primera generacion de sistemas automatizados para la
deteccion temprana de bacterias en sangre, en estos anos iniciales se
hace uso de métodos radiométricos (Tabla1). Estas técnicas se basaron
en el principio de que las bacterias se nutririan con el medio de cultivo
que tenia carbon radioactivo, de tal manera que la deteccion de
crecimiento del microorganismo se hacia al medir el CO2 producto del
metabolismo bacteriano. Este CO2 era radioactivo ya que el
microorganismo lo obtenia de los nutrientes presentes en el medio que
tenia la botella. EI Bactec 225, manufacturado por Becton Dickinson,
requeria de agitacion continua de las botellas, precaucion para el manejo
de radioactividad y labor intensa. Diez afos después, se presenta la
segunda generacion: Bactec 301 y 460, mientras que otros sistemas de
Difco Sentinel y Bactometer nunca fueron aceptados de acuerdo a lo que
refiere en su libro L.Wilson en 1994 (Tilton 1982) .
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SISTEMA

MANUFACTURADO

METODO DE MONITOREO ANO DE

DETECCION CONTINUO INA'I'E::I'EJ:‘(:):B%N
Bactec 225 BDDIS Radiométrico No 1970
Bactec 301 BDDIS Radiométrico No 1980
Bactec 460 BDDIS Radiomeétrico No 1980
Bactec 660 BDDIS Espectrofo- No 1990

tométrico
Bactec 730 BDDIS Radiométrico No 1990
Bactec 860 BDDIS Radiométrico No 1990
Bactec 9120 BDDIS Fluorimétrico Si 1993
Bactec 9240 BDDIS Fluorimétrico Si 1994
Bact/Alert oTC Colorimétrico Si 1993

BDDIS = Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems.

OoTC

= Organon Teknika Corporation.

Tabla

tomada y adaptada de CLINICS
de Michael L. Wilson, MD, 1994.
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En 1981 los laboratorios Marion en Kansas City introdujeron resinas que
permitian atrapar antibiéticos para que estos no interfirieran con los
hemocultivos (antimicrobial removal device ARD). Estas resinas
catibnicas absorbentes poliméricas de agentes antimicrobianos en
sangre, permiten el desarrollo bacteriano a pesar de que el paciente esté
tomando antibiéticos (Doern 1983, Tilton 1982) Para la tercera generacion
estos avances tecnologicos optimizaron los medios de cultivo; asi mismo
se buscaron sistemas no radiométricos como el Bactec 660, 730, y 860.
En la cuarta generacion se optimizd la tecnologia dejando de usar
material radioactivo y pasando al monitoreo continuo de fluorescencia:
Esto es que la producciéon de COz2 provoca la formacion de compuestos
fluorescentes que con sensores colocados en la base de cada botella de
cultivo detecta el crecimiento de las bacterias (figura 1).

La fluorescencia del sensor cambia la sefal transmitida del componente
optico al electronico del instrumento. La computadora genera curvas de
crecimiento basadas en particulas de unidades de fluorescencia contra el
tiempo, los resultados son analizados automaticamente de acuerdo a los
algoritmos de deteccion de desarrollo cada 10 min. teniendo ademas la
capacidad de estandarizarlos dia con dia (S. Nolte 1993 ). Dentro de estos
sistemas automatizados fluorimétricos se encuentran dos tipos:

El sistema BACTEC de Becton Dickinson y Bact - Alert de Organon
Teknika. Ambos utilizan la fluorometria para la deteccion en la positividad
de los hemocultivos en relacion a la produccion de CO, por el
metabolismo microbiano, ademas de estandarizarlo. Estos métodos
tienen la capacidad de cultivar multiples tipos de microorganismos,
obteniendo resultados con mayor rapidez y sin necesidad de resiembras
(L.Wilson 1991, Prevost 1981, Saez 1993, Thorpe 1990). El sistema BACTEC
9120 cuenta con las siguientes caracteristicas.
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FIGURA1. BOTELLA PARA HEMOCULTIVO.
Adaptada y Modificada de S. Nolte Frederick 1993.
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El medio de cultivo BACTEC contiene nutrientes especiales que
favorecen el desarrollo de la mayoria de las bacterias: 1.- es hipertonico
ya que contiene un estabilizador osmoético (sacarosa) que ayuda a
restablecer la pared celular de las bacterias dafadas por los agentes
antimicrobianos y la accion del sistema inmune. 2.-contiene tioles que
favorecen las condiciones de anaerobiosis, disminuyendo el potencial de
oxido-reducciéon lo que incrementa la recuperacion de los
microorganismos anaerobios facultativos, 3.- el factor de dilucién medio
de cultivo/ sangre, es importantisimo para la recuperacion de
microorganismos, ya que neutraliza las propiedades bactericidas de la
sangre estableciéndose que la dilucion o6ptima es de 1:5 a 1:10. Sin
embargo, en los frascos de hemocultivos de BACTEC puede ser de
1:2.5; este incremento en la cantidad de sangre inoculada en los frascos,
unido a la presencia de resinas aumenta la frecuencia de aislamientos en
el sistema. Por otro lado, la resinas neutralizan la acciéon de los agentes
antimicrobianos y aumentan la lisis de leucocitos 2 a 4 veces mas que en

medios que solo contienen Polianetolsulfonato sodico (PSS) (Auckenthaler
1982, Craig 1980, Gary 1983, Weinstein 1991).

En relacion al tiempo para determinar el hemocultivo como positivo, el
sistema BACTEC 9120 es favorecido por la agitacion continua a la que se
someten los frascos de hemocultivos, lo cual, incrementa notablemente la
rapidez en la recuperacion de los microorganismos porque aumenta la
lisis de los leucocitos que contienen los microorganismos fagocitados,
mejorando la exposicion del microorganismo a los nutrientes (Tillton 1982,
Appelbaum 1983).
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Los sistemas automatizados de hemocultivos permiten la deteccion y
crecimiento bacteriano en forma rapida, después de esto es
indispensable identificar al microorganismo que esta causando los
problemas en el paciente. Para esto lo primero es conocer si se trata de
una bacteria gram positiva 0 negativa o de una levadura; para lo cual es
necesario realizar un extendido del hemocultivo en una laminilla y tefirlo
con gram. Con estos resultados se puede llamar al médico tratante y
comentar que en la sangre de su paciente esta creciendo una bacteria
gram positiva 0 negativa lo que hara que el doctor pueda disminuir o
cambiar los antibiéticos empiricos que fueron dados cuando se sospecho
la septicemia. El siguiente paso por el laboratorio de microbiologia es
identificar en sistema Micro-Scan exactamente cual es la bacteria u hongo
que esta creciendo y realizar pruebas de sensibilidad a los diversos
antibiéticos para que se pueda dar la terapia mas adecuada.

En el manual de Ballows (1991), sefiala que originalmente la identificacion
de un microorganismo se hacia en tubos de ensaye con diferentes
medios que contenian, nutrientes especificos e indicadores de que los
nutrientes habian sido utilizados por la bacteria. Esto puede darnos una
idea de que microorganismo se trata, ya que cada uno tiene un patron
peculiar de utilizacion de nutrientes. La preparaciéon de los medios
especificos o bioquimicas se hacian de forma manual al igual que la
lectura. Los patrones se revisaban en libros de taxonomia bacteriana. Por
lo que toca a la susceptibilidad a antibiéticos se utilizaba el medio Miiller
Hinton al que se le sembraba la bacteria a forma de llenar la caja de petri
y se afnadia un disco de papel con el antibiético. Si las bacterias crecian
alrededor del disco con el antibiético el microorganismo es resistente,
pero si existe un halo alrededor del disco donde no crecen bacterias se
trata de un microorganismo sensible al antibiotico.

Estos métodos de identificacion y susceptibilidad toman por lo menos 24
a 48 horas para su realizacion y son dificiles de estandarizar por lo que se
han ideado sistemas automatizados para hacer mas eficiente este
trabajo.
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La identificacién se basa en la detecciéon de cambios de pH, utilizacion de
sustratos y crecimiento en presencia de agentes antimicrobianos después
de una incubaciéon durante 15 a 48 hrs. a 35°C. como se presenta en la
tabla 2. Las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos en sistema
MicroScan (DADE, Sacramento CA) son una miniaturizacion de las
pruebas de identificacion y sensibilidad realizadas en placas, sustituyendo
a los tubos por pozos. Las pruebas bioquimicas usadas anteriormente
son hechas a pequefia escala en los pocillos donde ya existen los medios
con los nutrientes y solo se afade la bacteria a cierta dilucién en una
soluciéon que rehidrata los medios. Las pruebas de susceptibilidad se
realizan en caldo de Miiller Hinton, ion calcio y magnesio o en caldo
Miiller enriquecido, con concentraciones de los antimicrobianos que
abarcan el intervalo de interés clinico. Después de inocular una solucién
estandarizada de microorganismos e incubar durante 15 hrs a 35°C se
determina la concentraciébn minima inhibitoria MIC: esta es la menor
concentracion en Mg/ml del antibiotico que inhibe totalmente el desarrollo
del microorganismo en estudio (NCCLS 1995). La sensibilidad cualitativa
(sensible, intermedio o resistente) se determina observando la menor
concentracion de antimicrobiano que muestra inhibicién del crecimiento.
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TABLA 2
SUSTRATOS DE IDENTIFICACION

COMPONENTES
Cristal violeta Ccv Optoquina OP
Prueba presuntiva MS fosfatasa PHO
Nitrato NIT Esculina bilis al 40% BE
Novobiocina NOV L-Pirrolidonil-B- natilamida PYR
PNP-B-D- Glucurénido PGR Arginina ARG
Indoxil fosfatasa IDX urea URE
Voges-Proskauer VP rafinosa RAF
Lactosa LAC Trehalosa TRE
Manosa MNS Cloruro sédico 6,5% NACL
sorbitol SOR arabinosa ARA
ribosa RBS inulina INU
manitol MAN  bacitracina BAC
piruvato PRV Dbeta - lactamasa BL

(Manual de Micro Scan Dried Panel 1995)
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METODOLOGIA

SELECCION DE CEPAS BACTERIANAS PARA
LA ELABORACION DE CURVAS METABOLICAS

Se seleccionaron las siguientes cepas bacterianas Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, klebsiella
pneumoniae y la levadura Candida albicans,. tomando como base la
mayor frecuencia de aislamiento en hemocultivos durante agosto de 1995
a mayo de 1996.

De acuerdo a las cepas seleccionadas se utilizaron cepas tipo de la
ATCC para :2alizar control de calidad.

SELECCION DE PACIENTES PARA EL ESTUDIO CLINICO.

En agosto de 1995 se implementé el uso del sistema BACTEC 9120, se
seleccionaron a106 pacientes a los que se les realizd6 hemocultivos en
este sistema registrandose si sus hemocultivos eran puros o0
polimicrobianos, ademas de presentar expediente clinico en el INCAN,

Se analizo el tiempo de deteccion para cepas ATCC y clinicas, ademas
de considerar si los pacientes eran bacterémicos, septisémicos, su tipo
de neoplasia, episodio clinico y ubicacion del foco de infeccion.
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MATERIAL Y METODOS.

MATERIAL DE LABORATORIO.

Cepas estandarizadas  Staphylococcus  aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Candida albicans.

CRITERIOS DE EXCLUSION.
« ausencia de resultados en hemocultivo con BACTEC 9120
e ausencia de expediente clinico en hospital

e ausencia de datos de episodio clinico

MEDIOS DE CULTIVO.
gelosa sangre (Becton Dickinson).
gelosa chocolate (Becton Dickinson).
gelosa dextrosa sabouraud. (Becton Dickinson).
agar MacConkey (Becton Dickinson).
medio BHI infusién cerebro corazén (Becton Dickinson).
Frascos de cultivo de liquido Bactec ~ (Becton Dickinson).

plus aerobic/F
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PANELES DE IDENTIFICACION Y SUSCEPTIBILIDAD.

*Paneles combo gram positivos tipo 6 (MicroScan DADE).
Agentes antimicrobianos:

Amoxicilina’/k Clavulanato , Ampicilina, Cefalotina, Ciprofloxacina,
Eritromicina, Gentamicina, Oxacilina, Penicilina, Rifampicina, Tetraciclina,
Trimetoprim sulfametoxazol, Vancomicina.

*Paneles combo gram negativo tipo 14 (MicroScan DADE).

Agentes antimicrobianos:

Amikacina, Ampicilina, Aztreonam, Cefotaxime, Ceftazidime, Ceftriaxona,
Cefuroxime, Ciprofloxacina, Gentamicina, Imipenem, Piperacilina,
Tobramicina, Trimetoprim/ sulfametozaxol.

*Paneles para identificacion de levaduras.

Sistema promt: botellas con solucién dilutora, puntas de pipetas,

charolas.
Agua para inoculo Pluronic -D 25 ml.
Inoculadores D e inoculador RENOK (sistema Prompt)
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EQUIPO

BACTEC 9120 (Becton Dickinson)
autoScan-MicroScan (DADE).
microscopio (Leitz Wetzlar).
incubadora (Rios Rocha).
VARIOS.

Equipo para tincion de Gram.

Cristal violeta

Lugol
Alcohol acetona

Safranina
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PROCEDIMIENTOS METODOLOGICOS.
ESTUDIO DEL MATERIAL PROVENIENTE DE PACIENTES

La toma de muestra estuvo a cargo de personal capacitado del hospital,
pudiendo ser médicos residentes o enfermeras, quienes siguiendo las
indicaciones de asepsia para cada caso, hicieron la toma de sangre
inoculandola en las botellas BACTEC, siendo transportadas al laboratorio
donde se accesan en el sistema de computo y se les introduce en la
camara de incubacion del BACTEC 9120 por el personal del laboratorio.

BACTEC 9120

PROCEDIMIENTO DE LOS HEMOCULTIVOS POR EL SISTEMA
BACTEC 9120.

Incubar los hemocultivos en el instrumento durante 5 dias. Si el
instrumento indica que existe crecimiento bacteriano antes se pasa a
subcultivos inmediatamente.

Efectuar un subcultivo de los frascos de hemocultivos positivos en gelosa
sangre, gelosa chocolate, gelosa sabouraud y agar MacConkey.

Ademas preparar un portaobjetos tefiido mediante la tincion de Gram.

Observar el frotis para investigar la presencia de microorganismos.

MICROSCAN

IDENTIFICACION Y SUSCEPTIBILIDAD DE LOS MICROORGANISMOS
AISLADOS DE LOS HEMOCULTIVOS POSITIVOS.

Tomar 4 o 5 colonias similares morfolégicamente de los cultivos en
placas (sangre,chocolate, MacConkey, o Sabouraud) provenientes de los
frascos de Bactec.

24



Emulsionar las colonias en agua pluronic.

Inocular la muestra en el panel correspondiente mediante sistema
RENOK.

Incubar los paneles a 37°C por 24 hrs.

Realizar la lectura de paneles en sistema Micro Scan para su
identificacion y susceptibilidad.

Determinar la susceptibilidad de los microorganismos aislados de
hemocultivos positivos por el sistema MicroScan, que se basa en
métodos convencionales (NCCLS 1995).

PRUEBAS IN VITRO

Se obtuvieron cepas tipo del American Tissue Culture Rigestry (ATCC)
para Escherichia coli 25922, Staphylococcus aureus 25923,
Pseudomonas aeruginosa 27853, Candida albicans 14053, y una cepa de
subcultivo de *Klebsiella pneumoniae utilizada como control en el
laboratorio del INCan. Estas fueron utilizadas para realizar las siguientes
pruebas.

REACTIVACION Y VERIFICACION DE LAS CEPAS
ESTANDARIZADAS Y CLINICAS.

Las cepas almacenadas en refrigeraciébn se les reactivd elevando la
temperatura progresivamente y sembrando de la siguiente manera:

Staphylococcus aureus por estria cruzada en agar sangre (Becton
dickinson), Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, *Klebsiella
pneumoniae por estria cruzada en agar MacConkey (Becton Dickinson), y
Candida albicans en medio sabouraud (Becton Dickinson).

25



Se dejaron a 37°C durante 24 hrs. y en incubadora (Rios Rocha de
temperatura controlada).

Los crecimientos obtenidos puros fueron lavados con agua pluronic-D 25
ml. y se ajusté su turbidez con el tubo n° 5 de MacFarland.

Se hicieron diluciones de infusion cerebro corazén (BHI) (Becton
Dickinson) a volumen final de 10 mi.

Se crecieron las bacterias ATCC en medio BHI de Becton Dickinson, de
ahi se hicieron diferentes diluciones con micropipetas automaticas (de 20
a 200 pl, y de 0.5 a 10 pl) siguiendo la siguiente relaciéon (1:50, 1:100,
1:500, 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:5000, 1:7000,1:8000 y 1:9000), en 10 ml.
de cada bacteria.

1. Se sembraron las diferentes diluciones bacterianas inoculandolas con
asa calibrada 0.001 pl, depositando la muestra en el centro de la caja
en forma perpendicular a la linea del inéculo en medios (enriquecidos y
selectivos) correspondientes para cada microorganismo.

2.Se incubdé a 35°C por 24hrs.

3. Se realizé el conteo de colonias para cada cepa en cada dilucion,
obteniéndose el numero de unidades formadoras de colonias.

4. Se seleccionaron las diluciones en las que se obtuvieron entre 1 y 50
colonias, 51 y 100 colonias y mas de 101 colonias para inocular las
botellas de Bactec.

5. Se inocularon en botellas bactec las diluciones seleccionadas para
obtener su tiempo de deteccion y unidades fluorimétricas, mediante las
curvas de positividad reportadas por el sistema Bactec 9120.
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REVISION DE EXPEDIENTES

En la revision de expedientes de los pacientes con hemocultivos positivos
se buscaron los siguientes datos:

e edad

e sexo

e tipo de neoplasia

e estadio clinico

e terapia recibida para la neoplasia

datos clinicos al tiempo de la toma del hemocultivo (fiebre, tensiéon
arterial, estado mental, foco infeccioso en otro sitio, neutropenia)
tratamiento empirico y final para la septicemia.

Se consider6 como bacteremia real a aquellos pacientes que tuvieran dos
de tres de los siguientes datos:

o fiebre.
¢ hipotension arterial.
e foco infeccioso en otro sitio.

aunados al cultivo positivo en sangre. Aquellos que no cumplieron con
estos requisitos fueron considerados pseudobacteremias.

En las curvas de crecimiento en el Bactec se estudi6 el tiempo en que el
instrumento detectaba positividad y se correlacioné con datos clinicos en
especial al considerar la bacteremia como causa de muerte.

Se hizo andlisis de frecuencia de los microorganismos aislados, los
diversos datos clinicos, y la frecuencia de bacteremias reales.
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Dlagrama 1
Correlacién del estudio retrospectivo y prospectivo en sistema BACTEC 9120

IN VIVO IN VITRO
Revisar expedientes de pacientes con Obtener cepas mas frecuentes
sospecha de bacteremia en hemocultivos.
Inocular en medio infusién
v cerebro-corazén a 0.5 de
MacFarland.

(Anélisis de datos dinicos)

A
l (Diluciones de las bacterias)

/" Obtener la frecuencia de
microorganismos
causantes de septicemia
Sembrar las diluciones con
asa calibrada (0.001microlitros)
en gelosa sangre, agar MacConkey
y Sabouraud.
Andlisis de tiempo de deteccion.
Sistema BACTEC 9120, curvas
de crecimiento y susceptibilidad anubar a 35°C por 24 hrs)
con el sistema Microscan

Conteo de colonias

v

Seleccionar diluciones:

1. entre 1 y 50 colonias
2. entre 51 y 100 colonias
3. entre 101 y mas colonia

Inocular diluciones seleccionadas
en botella BACTEC.

v Y

" Andlisis de:
Correlacién de datos in vivo Tiempo de deteccion, tipo de
@ in vitro. ) curva de crecimiento en el
BACTEC 9120.
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RESULTADOS Y DISCUSION DE
HEMOCULTIVOS DE PACIENTES.

DATOS GENERALES.

Los datos obtenidos en cuanto a hemocuiltivos en el periodo entre agosto
de 1995 y mayo de 1996. Como se puede ver existieron 690 cultivos de
sangre en los que los médicos sospecharon bacteremia, teniendo un
promedio de 98 hemocultivos mensuales. De estos, 239 (34.63%) fueron
positivos, esto es que se detect6 crecimiento con el sistema Bactec 9120
y que al realizar subcultivos éstos resultaron en el aislamiento de uno o
mas microorganismos. De las botellas subcultivadas a los 5 dias, en las
que el Bactec 9120 nos di6 lecturas negativas, los subcultivos fueron
negativos (no se aislaron microorganismos), por lo que se considera que
no existieron falsos negativos. En la tabla 3 se observan los hemocultivos
positivos que correspondieron a 106 pacientes, lo que indica que se tuvo
mas de un cultivo. Recordemos que es importante que se tenga mas de
un cultivo por paciente para obtener mayores posibilidades de detectar las
bacteremias.

Total de hemocultivos 690

Total de hemocultivos positivos 239 (34.63 %)
Pacientes con septicemias 75 (70.75%)
Pacientes con bacteremias 31 (29.24%)
Total de pacientes con hemocultivos|106 (29.24 %)
positivos
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En la tabla 4 podemos observar que la mayoria de nuestros pacientes
tuvieron de 1 a 2 botellas de hemocultivo, decreciendo el nimero de
casos con 3 de estos.

N° DE HEMOCULTIVOS N° DE PACIENTES TOTAL DE %
HEMOCULTIVOS
1 31 (29.0%) 31 12.97
2 35 (33.0%) 70 29.29
3 22 (21.0%) 66 27.62
4 18 (17%) 72 30.12
TOTAL 106(100%) 239 100

De los 106 pacientes registrados se reportaron 239 hemocultivos
positivos, los cuales correspondieron a 18 pacientes con cuatro
hemocultivos, 22 con tres, 35 con dos y 31 con un solo hemocultivo con
un porcentaje de 57.7% de las muestras corresponden al 38% de los
pacientes. Estos datos resultaron interesantes ya que en estudios previos
realizados por Montoya (1995) en el laboratorio del INCan la mayoria de
los casos tuvieron un cultivo y una minoria 2 6 mas. Esto puede indicar
que existe una mayor conciencia por parte de los médicos para tomar
mas de un cultivo por paciente, lo que resulta en un incremento en la
frecuencia de positividad y por tanto se ayuda a obtener mejores
resultados.
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RESULTADOS BACTERIOLOGICOS Y
CORRELACION CLINICA.

Los resultados de los aislamientos bacterianos en los primeros siete
meses que se utilizé el sistema Bactec 9120.se presentan en la tabla 5
Como se puede observar las bacterias que se aislaron con mayor
frecuencia fueron gram negativas y de estas la Escherichia coli es la que
predomina. Esto es similar a lo que se ha encontrado en aios previos en
el INCan. Las bacterias gram positivas solo se presentan en menos del
20% de los hemocultivos y las levaduras en 5%. Es interesante notar que
los aislamientos polimicrobianos han disminuido; esto probablemente se
debe a que el sistema Bactec disminuye la contaminaciéon que si se
puede presentar cuando se preparan los medios en forma casera, al
momento de inocular las botellas (tapon estéril anterior al tapon de hule) y
en el momento de las lecturas (ya que no se abre la botella, sino hasta
que el cultivo es positivo.

Al hacer la diferenciacion de las septicemias con las bacteremias, se
encontr6 75 pacientes con septicemia y 31 con bacteremias (tabla 5).
Recordemos aqui que la presencia de microorganismos en sangre puede
ser una situacion transitoria debida a situaciones como el aseo dental,
defecar y otras. En pacientes inmunosuprimidos las bacteremias cobran
importancia ya que pueden sembrarse sitios con los microorganismos

dando lugar después a septicemias (Inagaki 1974, Singer 1977. W.Mayo 1982,
Weinstein 1991, Whimbey 1987).
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' A DE MICROORGANISMOS AISLADOS EN PACIENTES Y SU
_ RELACION CON SEPTICEMIA O BACTEREMIA.

MICROORGANISMOS N BACTEREMIA SIN N SEPTICEMIA (%)
SEPTICEMIA (%)

Estafilococos

Staphylococcus epidermidis 4 3.77 2 1.88
Staphylococcus aureus d 11 10.3
Estreptococos
Stmp(ococcus pneumoniae 6 5.66
2
4

No Enterobactarias 8.49
Aeromona hidrophyla 1 0.94
Pseudomonas aeruginosa 3 2.83 9 1.88
Acinetobacter baumanm 1 0.94 10.37
XMhomona makop 1
Lwaduras 0.94
Candida albicans 2 1.88 3 0.94
Candida tropicalis 1 0.94 1 5.66
Candida parapsilosis 1

1

Proto!hsca Sp

'olimicroblanos
Enterobacter agglomerans/Enterobacter cloacae.
Staphylococcus aureus/Candida albicans.

TOTAL 2 1.88

*Estreptococos **Oftros ***Enterobacterias

Enterococo del grupo D Streptococcus beta hemolitico Enterobacter Cloacae

Enterococo faecium Streptococcus bovis Enterobacter agglomerans

Enterococo faecalis Streptotoccus morbillorum Kiebsiella pneumoniae
Streptococcus mitis
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Se puede observar que en las bacterias gram positivas, el Instituto no parece tener el problema de
enterococo resistente a vancomicina como sucede actualmente en muchos hospitales de los E.U.A. Sin
embargo si estamos viendo resistencia de los Enterococos a eritromicina, cefalotina y gentamicina. Por lo
que toca a los bacilos gram negativos, el hospital tiene cepas altamente resistentes a ampicilina, incluso
se esta viendo con mayor frecuencia de resistencia imipenem, Piperacilina y Cefuroxime. En las tablas 6
y 7, se presentan los datos de suceptibilidad y resistencia de las bacterias que con mayor frecuencia
fueron aisladas.

N [ TS [RF | TE | OX P | VA CF_[AUG [GM | cP
Staphylococcus epidermidis | 2 50 50 50 100 | 100 0 50 0 0 50 50
Staphylococcus aureus [11 ] 20 | o [277 [1818[9.09 [9.09 | o [4545[18.18 [18.18 [ 0 [9.09

Streptococcus pneumoniae | 6 [16.66 | 50 [33.33 [ 50 [33333333] o [16.66 [16.66 |33.33 [33.33 |33.33

Enterococos [ 2 | 50 [ 50 [ 50 [ s0 [50 [50 [ o [100 [100 | 10 |[100 ]| 10
Otros estreptococos |4 | 20 [ 25 [ 50 [ 25 [ 50 [ 50 [ o |2 [50 |25 |20 | 25
N = No. de cepas

T/S Trimethoprim Sulfamethoxazole P Penicilina AM Ampicilina Te Tetraciclina

AUG Amoxicilina/K Clavulanate GM Gentamicina CP Ciprofioxacina Ox Oxacilina

Rif Rifampicina E Eritromicina Va Vancomicina CF Cefalotina




Esche CcO

10

Morganella morganii

Enterobacter cloacae 4 0

Klebsiella pneumoniae | 9 50 100 | 10 |50 10

Citrobacter frundii 1 10 100 [ 100 |10 | 100 10 20 10 10 10

Serratia marcescens 2 10 100 | 30 |50 | 100 50 20 50 20 50
2

Pseudomonas 9 15 80 10 |10 | 40 15 | 22.2 0 40 10 80 |44.4 | 40
aeruginosa

| Xanthomonas 2 100 | 100 | 100 (100 | 100 0 100 100 100 100 0 50 |100
maltophilia

N = No. de cepas

CP Ciprofloxacina AM Ampicilina IMP Imipenem Pl Piperacilina To tobramicina
CFT Cefotaxime CRMCefuroxime AZT Aztreonam GM Gentamicina

TS Trimethoprim/sulfamethoxazol AK Amikacina CAZ Ceftazidime CAX Ceftriaxona




En cuanto a las neoplasias hematol6gicas (24 casos, 13 con linfomas y
11 con leucemias) presentan con mayor frecuencia septicemias como se
observa en la tabla 8, esto probablemente se debe a que la misma
neoplasia deja severos defectos en el sistema inmune asi como a la
terapia para ellas ya que se merma de forma notable a la médula 6sea.
Le siguen en frecuencia los canceres de mama, esto posiblemente se
debe a la quimioterapia que se les da a estas pacientes. La frecuencia de
los canceres en este trabajo contrasta con lo que sucede a nivel nacional,
ya que sabemos que el tumor maligno mas frecuente es el cérvico-
uterino, sin embargo a éste se le trata con radioterapia y cirugia por lo que
el sistema inmune no se compromete de manera fundamental y por tanto
los pacientes no son susceptibles a septicemia con la frecuencia de otras
neoplasias .
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TABLA 8 TIPOS DE NEOPLASIA Y MICROORGANISMOS CAUSANTES DE

SEPTICEMIA.

MNP

ot pobal, bbbt o o B
A A I d A L1 A S

Enterobacter agglomerans

o b b s

Staphylococcus aureus
A icali
: 1

1

Citrobacter freundi 1
1
13
133

(6 casos) ;mﬁﬂmmmumwm
gram + {:n Strepfacoccus pneumaniae
(3) ili

BB BBBEBBEBREE BB

o181 8] 81 L] N1 R S]FREY L] Y Ry Y EY g Ry Ty Ty Y

Y Y I I A XY S 5] 51 A1 5] 51 X)) BN BN Y SN RN Y Y N Y Y SN 5N Y 5] Y Y Y I Y Y ) Y Y Y Y SN ALSE ST ST Y R

el el e
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Los datos clinicos de los pacientes permiten ver que en nuestra serie los
organismos gram negativos presentan en mas de la mitad de los casos
neutropenia, son febriles el 45% y 30% presentan hipotension. Mientras
que las septicemias con cocos gram positivos presentan neutropenia en
un tercio de los casos, y las levaduras raramente presentan sintomas. Los
focos infecciosos secundarios mas frecuentes fueron el genitourinario y el
respiratorio .(Tabla 9)

MICROORGANISMOS MICROORGANISMOS LEVADURAS
GRAM NEGATIVOS GRAM POSITIVOS

.N°DE % N° DE % N° DE %
EPISOD'OS PACIENTES PACIENTES PACIENTES
Febril 34 4533 18 24 3 4
Choque Sépﬁco 17 22.66 12 48 1 1.33
Neutropenja 44 58.66 25 33.33 0 0
Focol/infeccién 20 26.6 2 2.66 2 2.66
gastrointestinal '
Genitouﬁnaﬁc\a 9 12 2 2.66 1 1.33
Respiratorio 1 14.66 20 26.6 3 4
Hepatico 2 2.66 1 1.33 0 0
Renal 2 2.66 0 0 0 0
Mortalidad 23 52% 5 20% 2 33.3%

TOTAL DE 75
BACTEREMIAS
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Por ultimo, quisiera llamar la atencién hacia la mortalidad en este grupo
de pacientes. Es importante notar que aquellas septicemias por bacilos
gram negativos tienen una alta mortalidad, no asi aquellas causadas por
gram positivos. Dos de los seis casos con levaduras resultaron en
muerte.

RESULTADOS Y DISCUSION DE ESTUDIO IN VITRO.
ANALISIS DE CRECIMIENTO EN EL BACTEC 9120 DE CEPAS TIPO.

Los resultados que se obtuvieron por conteo de colonias en las diluciones
realizadas para la seleccion de inéculo en botellas BACTEC se observan
en la siguiente tabla.

1:50 600 195 5500 750 1120
1:100 127 79 550 304 54
1:500 93 75 448 205 23
1:1000 81 47 246 134 20
1:1500 200 12
1:2000 70 14 158 48 7
1:4000 50 135 45
1:5000 47 122 14
1:7000 118
1:8000 21 90
1:9000 | 14 76

NOTA:* Cepas tipo ATCC
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Los datos de las cepas ATCC que reporta como positivos el Bactec 9120
en cuanto al tiempo y las unidades fluorométricas se presentan en la tabla

13

MICROORGANISMO | DILUCION | UFC* TIEMPO DE X UNIDADES
DETECCION EN FLUOROME-
HORAS. TRICAS
1:500 93 2:50 2.33 |35238
Escherichia coli 1:4000 50 2:50 38178
1:9000 14 2:00 35643
*klebsiella 1:100 79 3.33 2.94 |59729
pneumoniae
1:1000 47 2.83 37054
1:2000 14 2.67 31389
Pseudomonas 1:1000 134 |6:67 8.10 |38819
aeruginosa
1:2000 48 9.98 35320
1:5000 14 7.67 34359
Staphylococcus 1:100 550 |(4.84 4.08 |37433
aureus
1:1500 200 |3.67 39397
1:5000 122 [4.34 30354
1:9000 76 3.50 30822
Candida albicans [1:100 54 11.92 8.92 (36214
1:1000 20 7.51 38400
1:2000 7 7.35 29135

*Nota UFC = Conteo de colonias en placas a la dilucion.
X = Promedio de los tiempos.
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Es interesante notar que no importa la concentracion de bacterias presentes en las
botellas, cada cepa es reportada por el instrumento como positiva en un tiempo
determinado (Appelbaum 1983, S Nolte 1993, T.Kelly 1991, W. Mayo 1982) por lo tanto no
hay comrelacion de las curvas de crecimiento con los diferentes aspectos clinicos de
los pacientes. Las 2 bacterias que presentan positividad en menos tiempo son
Escherichia coli y *Klebsiella pneumoniae en aproximadamente 2 horas y media.

En lugar intermedio estan los Staphyiococcus aureus y aquellos que tardan mas
tiempo en ser detectados son Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans con
un promedio de 8 horas y sin importar la concentracion bacteriana presente. Las
unidades fluorimétricas para decidir si hay crecimiento tienen un rango entre 29135
y 59727 con un promedio de 39000 unidades.

Estos hallazgos son diferentes a lo que loégicamente uno podria pensar. Uno
supone que al disminuir el nimero de colonias inoculadas en el medio el
instrumento tardara mas tiempo en obtener positividad, sin embargo esto no es asi.
Posiblemente los sensores en el sistema estan disefiados para detectar la menor
cantidad de CO; producido, no importando el volumen, asi que suponemos que los
tiempos de positividad van en relacién con el tiempo de doblaje de cada tipo de
bactena, esto es aquellas con tiempo de doblaje corto son detectadas mas rapido
que aquellas con tiempos de doblaje mas largo (Auckenthaler 1982, Becton Dickinson
1995, S. Nolte1993, L Wilson 1993).

ANALISIS DE CRECIMIENTO EN EL BACTEC 9120 DE
BACTERIAS DERIVADAS DE PACIENTES.

Es interesante notar que para todas las bacterias gram positivas y
negativas existe gran variabilidad, cosa que no parece suceder con las
levaduras. Por esto concluimos que es posible que el tiempo de
positividad vaya en relacion a la cepa y no tanto en cuanto al numero de
colonias presentes. Esto es, habra cepas de Escherichia coli que crezcan
en 4 horas, mientras que habra otras que tardan hasta 22 horas, y esta
variabilidad puede relacionarse con los antibiéticos o antiquimioterapicos
presentes en el paciente. En las tablas 12, 13 y 14 se presentan los datos
de los pacientes con septicemia en cuanto al tiempo de deteccion de las

bacterias y las unidades fluorimetricas.
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TABLA 12 TIEMPO D

NEGATIVOS DETECTADOS DE PACIENTES CC

TIEMPO DE DETECCION

MICROORGANISMOS N X UNIDADES
EN HORAS FLUORIMETRICAS
3 10.90 11.78 30492
18.90 37289
554 37103
2 14.00 18.73 44573
23.46 29961
2 3.00 10.25 37459
17.50 59609
15 6.23 11.64 36887
13.53 36731
401 39406
15.53 93108
12.48 32854
12.54 37971
11.17 41884
6.69 37147
23 36169
3.45 39526
18.84 45868
22.67 38761
9.38 32881
525 43201
9.93 39139
9 1.00 7.42 41116
15.28 32900
9.81 32925
13.50 36916
3.32 44210
9.27 35749
3.86 38979
5.71 35939
5.07 48858
1 10.90 10.09 39492
1 11.01 11.01 44053
2 15.91 12.07 42365
9.50 37579
9 10.03 13.37 33203
10.38 34066
16.02 33698
1,00 52864
4.03 35937
48 39564
6.79 38182
20.61 41516
3.55 40623

TOTAL 44 BACTEREMIAS.

Nota: N = nimero de casos con esa bacteria.

X = promedio de horas en que se obtuvo el resultado positivo.
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MICROORGANISMO N TIEMPO DE UNIDADES
DETECCION EN X FLUORIMETRICAS
HORAS
Staphylococcus epidermidis 2 [13.79 7.64 |34593
1.50 37503
Streptococcus pneumoniae 6 |5.95 11.08 | 43266
20.38 31456
0.80 34673
25.25 34359
11.53 36076
2.60 40167
Enterococo faecalis 2 |12.34 6.2 36214
10.06 37780
Streptococcus mitis 2 |20.10 14.65 |41106
9.21 37487
Streptococcus Beta hemolitco  [1 [21.56 [21.56 [48177
Enterococo faecium 1 [10.21 10.21 | 37409
Staphylococcus aureus 11 [3.32 15.54 |44210
20.62 37894
18.15 40125
23.10 35866
1.00 33582
18.98 42098
1.00 36123
23.84 37733
48.75 45564
2.03 47838
10.22 34052
TOTAL 25 BACTEREMIAS.

Nota: N = numero de pacientes con esa bacteria.
X = promedio en horas en que se obtuvo el resultado positivo.
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El sistema Bactec intenta con las resinas atrapar antibiéticos pero no se
toman en cuenta otros medicamentos que podrian también afectar el
crecimiento de las bacterias.

MICROORGANISMOS TIEMPO DE X UNIDADES
DETECCION EN FLUORIMETRICAS
HORAS

Candida albicans 23.95 22.60 /48070
20.62 37814
20.26 35948

Candida tropicalis 20.39 33021

Candida parapsilosis 16.17 36170

Protoheca sp 34.26 51768

TOTAL 6 BACTEREMIAS DE 75 PACIENTES.

Nota: X = Promedio en horas en que se obtuvo el resultado positivo.

COMPARACION DE CRECIMIENTO ENTRE CEPAS TIPO Y
BACTERIAS PROVENIENTES DE PACIENTES.

Es evidente que existen variaciones entre la media de los pacientes y las
cepas de la ATCC para Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
*Klebsiella pneumoniae y Candida albicans. En la tabla 15 se presentan
los tiempos de crecimiento y positividad de las bacterias provenientes de
pacientes y de las cepas tipo.
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TABLA 15. COMPARACION DE TIEMPO DE CRECIMIENTO ENTRE CEPAS
| TIPO Y BACTERIAS PROVENIENTES DE PACIENTES

MICROORGANISMOS TIEMPO TIEMPO DE DETECCION
ESTANDARIZADO EN HORAS DE
EN HORAS DE BACTERIAS EN
CEPAS TIPO PACIENTES
Escherichia coli 2.33 11.64
Pseudomonas aeruginosa 8.10 7.42
*Klebsiella pneumoniae 2.94 13.37
Staphylococcus aureus 4.08 15.54
Candida albicans 8.92 22.60

Estas diferencias son las mismas observadas entre las diferentes cepas
de los pacientes por lo que suponemos que los tiempos en que el
instrumento da como positivo un cultivo, van de acuerdo con la cepa
bacteriana y no con la carga bacteriana como se mostro en la tabla 11.
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CONCLUSIONES

En pacientes oncologicos del Instituto Nacional de Cancerologia el
microorganismo mas frecuentemente causante de bacteremias, fué el
bacilo gram negativo Escherichia coli, mientras que Staphylococcus
aureus para cocos gram positivos.

El sistema BACTEC reporta curvas de tiempos de deteccion de
acuerdo a la produccién de CO,, de cualquier microorganismo presente
en la muestra sin importar cantidades de estos mismos.

El sistema BACTEC reporté en menores tiempos curvas de produccion
de CO2 de cepas estandarizadas, a diferentes concentraciones.

A traves del sistema BACTEC se obtienen tiempos de positividad en
los hemocultivos sin importar tratamiento.

El perfil de susceptibilidad de los cocos gram positivos presenta una
elevada resistencia a los R-lactamicos como la ampicilina y la
penicilina.

Las enterobacterias muestran una mayor resistencia a la piperacilina y
cotrimazol.

La resistencia del grupo de las no enterobacterias es alta para
aminoglucésidos.
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e Las septicemias causadas por bacterias gram negativas presentan
sintomas con mayor frecuencia que las causadas por bacterias gram
positivas y levaduras.

¢ Los pacientes con neoplasias hematolégicas y cancer de mama son los
que con mayor frecuencia se asocian con bacteremia y septicemia.
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