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JUSTIFICACION

Las botellas FAN del sistema BACT/ALERT han sido designadas
para minimizar el efecto téxico de los elementos de la sangre que
impedidan la  recuperacion de los microorganismos en los
hemocultivos , siendo de particular importancia en aquellos casos de
pacientes que se encuentran bajo tratamiento , asi como de aquellos

componentes naturales quc existen en la sangrc.



HIPOTESIS

La botella FAN entre sus componentes , incluye algunos que
tiene una accién neutralizante sobre varios antbidticos
(Ecosorb , Polianetol sulfonato de sodio , Carbén activado ) y
sobre los agentes especificos e inespecificos que se encuentran
en la sangre , puesto que los pacientes ya cuentan con una
terapia establecida. Si en realidad sc¢ lleva a cabo dicha accién
neutralizante entonces se podri realizar una mejor
recuperacién de microorganismos e¢n un menor tiempo al

descrito con el empleo de otros sistemas.

A A <




RESUMEN
El presente trabajo se realizé en ¢l laboratorio de bacteriologia del Instituto
Nacional de Pediatria de la Secretaria de salubridad y Asistencia, en el periodo

comprendido entre 1997 y 1999,

En la prictica bacteriolégica, el diagndstico de bacteremia o fungemia se realiza
por medio del hemocultivo. Para cllo, existen diferentes métodos de deteccién,
los cuales se han ido refinando, con el fin de acortar el tempo de obtencion del
resultado. Entre los sistemas con que se cuenta en la actualidad, sc tiene al
BACT/ALERT (Organon Tecknica), basado en el anilisis colorimétrico, que
permite detectar la produccion de bidxido de carbono, generado del metabolismo
bacteriano. Su monitoreo se realiza cada 10 minutos, por lo que la deteccién es
rapida en caso de positividad. Sin embargo, la sensibilidad puede ser afectada por
la terapia al paciente, recoleccion de la muestra, volumen de esta sobre todo en
neonatos, ctc. Por lo antenor, el sistema BACT/ALIERT, ha sido actualizando
las botellas de hemocultivo para su mayor eficiencia. Inicialmente se baso en la
utilizacién de medio soya tripticasa para la recuperacion de microorganismos
acrobios v anacrobios (botella estindar). Postenormente designd un medio hecho
a base de caldo infusidn cercbro corazon, para uso pedidtnico (Botella PEDI-
BACT) y recientemente desarrollo la botella FAN., con medio ennquecido y
componentes adicionales (Ecosorb, carbon acuvado, terra de Fulle'rs), cuya
accion neutralizante tiene por finalidad, la recuperacion de todo upo de
microorganismos causantes de septicema, incluyendo los fasadiosos, atn cuando

¢l paciente este recibiendo antimicrobianos.

El objedvo estuvo dingido a detenminar ¢l comportamiento in vitro de las

diferentes especies bacterianas en las botellas FAN y PEDI-BACT.



Para ello sc utilizaron cepas de Stapfiylococcus aureus ATCC 29313, Eschenichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC
14053, Brucella abortus y Clostridium perfringens cepas INP. De estas sc realizaron
diluciones en caldo de Miieller-Hinton de 1:100 a 1:100 000, a partir de una
densidad de McFarland de 0.5%. Se preparo un inéeulo bacteriano con un
volumen conocido de sangre, otros dos a los que se adicioné ademis amikacina y
cefotaxime respectivamente, los que fueron inoculados en botellas PEDI-BACT
y FAN acrobio y anaerobio segun ¢l caso, La incubacién fue a 37°C. durante 7
dias como maximo. Al finalizar este periodo, se realizd la corroboracion de
desarrollo ¢ identificacién de la especic tmabajada por los procedimientos

habituales.

Se observé que la cantidad minima de bacterias para evidenciar desarrollo en el
100% de los cultivos practicados, fue de 62 UFC por mililitro, ain considerando
los microorganismos fastidiosos. No siendo el caso de E.coli donde fue
suficiente un indculo de 3-6 UFC/m! tomando como punto de corte 0.5 ml de
sangre inoculada al medio de cultivo. Sin embargo no se recomiendan volimenes
menores ya que la sensibilidad dxsmmu.\'c; redundando en cultivos falsos
negativos. Se observo una curva de crecimiento caracteristica de la especie en
estudio, lo cual es explicable en base al merabolismo del microorganismo. En
tanto que dependiendo de la densidad v viabilidad de este, serd la cantidad de
biéxido de carbono producido y por lo tanto, la veloadad de detecaidon de un
cultivo positivo. La presencia de Ecosorb no mterfino con las botellas FAN para
recobrar y detectar microorganismos, ademis ¢l nempo de deteccian en FAN y
PEDI-BACT, fueron similares excepto en anacrobios.  Se demostro la
neutralizacion de antmicrobianos al emplear las botellas FAN | Eswdios
preliminares indican que el Ecosorb es capaz de remover otros factores

potencialmente inhibidores; complemento, lizosima, transfernina, etc.



1.0 INTRODUCCION

La bacteria es un organismo celular simple, diferente a las células del humano, no
tiene organelos de membrana intracelular como nucleo, aparato de golgi, reticulo

endoplasmico o mitocondrias.

Tiene un metabolismo esencial y una actividad biosintetica, que puede llevarse a
cabo tanto en citoplasma como en la envoltura celular. Las bacterias son
organismos procariotes cuya diferencia con las eucariotes es la presencia de un
ntcleo verdadero en estas ultimas, sin embargo, hay muchas mas diferencias,
incluyendo las estructurales, estas son importantes porque proveen un blanco
para la accion de los antibidticos , ya que estos son selectivamente toxicos . Un

buen antibibtico mata a la célula blanco sin dafar la célula huésped.

Para poder conocer a las bacterias, estas se clasifican taxonémicamente de
acuerdo a sus caracteristicas descriptivas como son : Estructura y morfologia,
estudios de ADN y actividad metabdlica .

También se pueden identificar a las bacterias por medio de su tamafio y forma.
El tamafo varia en un rango de 0.15 ym a 250 um, dependiendo del tipo de
bacteria que se trate . En cuanto a su forma, las bacterias de importancia clinica
se pueden encontrar con forma esférica (cocos), eliptica (bacilos), espirales

(espiroquetas) y pequefos bacilos cortos gordos ( cocobacilos ).

Asi mismo la agrupacién que presentan , es caracteristica de la bacteria, es
decir, pueden encontrarse en cadenas (Streptococcus), racimos (Staphylococcus),

tetradas de cocos llamadas sarcinas y cocos en pares denominadas diplococos.



La tinciéon de Gram ayuda a diferenciar a las bacterias en dos grandes grupos
que son: Gram positivos y Gram negativos de acuerdoc a sus componentes

estructurales’'.

En algunos casos la bacteria se subdivide en serotipos o subespecies en base a
sus antigenos de superficie, habilidad para infectar por medio de bacteriéfagos,
estado de enfermedad o caracteristicas metabdlicas y biosinteticas.

Las bacteremias constituyen un problema serio en el paciente pediatrico, que
puede conducir al desarrollo de sepsis y evolucionar a la muerte . De ahi la
urgencia de realizar una rapida deteccion e identificacién del microorganismo

causal , con el fin de establecer un diagnostico etioldgico definitivo.>

Existen diferentes factores que afectan la deteccion del agente causal, entre
estos se encuentran; el volumen de la muestra, presencia de agentes

antimicrobianos, composicién basal del medio de cultivo, etc.

En la actualidad es desconocido el numero 6ptimo de hemocuitivos, el volumen
de la muestra necesario para detectar bacteremia en nifios, que sea

suficientemente sensible para evidenciar una bacteremia verdadera.

En la solucién de estos problemas, se ha propiciado la creacion de diferentes
sistemas, como e! sistema BACT/ALERT (Organon teknica), con monitoreo
continuo, el cual realiza la deteccién de CO;, producto del metabolismo bacteriano
a través de un sistema colorimétrico, basado en el pH. Para su empleo se cuenta
con una gama de botellas entre las que se tienen la PEDI-BACT y la FAN, esta
uitima adicionada con componentes, cuya principal accién, es ia neutralizacién de
los agentes antimicrobianos, asi como un medio rico en nutrientes que permitira el

desarrolio del microorganismo para su futura identificacién.>®



2.0 GENERALIDADES

La fiebre es uno de los problemas comunes en pacientes pedidtricos, sin
embargo las bacteremias representan el 15% en los nifios con fiebre y constituye

una importante secuela de infeccién.?>>*

23.40

La bacteremia se define como la presencia de bacterias en sangre. Esta se

clasificaen :

¢ Bacteremia transitoria.- ocurre después de la manipulacion de tejido
infectado (ejemplo Abscesos), durante ciertos procedimientos quirurgicos,
cuando hay manipulacion de superficies mucosas contaminadas (manipulacién
dental y endoscopla gastrointestinal.

¢ Bacteremia intermitente.- cuando un microorganismo recurre en un Mismo
paciente, se caracteriza por esfar asociado a infecciones cerradas como
abscesos intra-abdominales y en pacientes con infecciones localizadas y
sistémicas.

¢+ Bacteremia continua.- caracteristica de endocarditis infectiva y otras
infecciones intravasculares (trombofiebitis supurativa, brucellosis, fiebre

tifoidea)

Las bacteremias se dividen en dos grupos: unimicrobianas vy
4,14 2140

polimicrobianas.
Sin embargo, de las infecciones bacterianas las septicemias son de gran
importancia, ya que constituyen un porcentaje significativo de mortalidad en los
hospitales. 3%
Para poder definir lo que es la sepsis se tiene que hablar de Sindrome De
Respuesta Inflamatoria Sistémica (SRIS) en el cual las manifestaciones clinicas
consisten en : taquicardia, hiperventilacion, disternias y alteraciones en la férmula




blanca, todas son evidencia de que el organismo entero, pero en especial en el
sistema cardiopulmonar, tiene que aumentar su trabajo para satisfacer las
demandas metabdlicas incrementadas de los tejidos, mismos que aumentaron su

metabolismo a consecuencia de un proceso inflamatorio generalizado.

Esta respuesta es inespeclifica y puede presentarse por destruccién tisular
extensa como en quemaduras graves, traumatismo, hipoxia o pancreatitis. Si los
datos de SRIS ocurre en quien se sospeche o demuestre clinicamente uno o mas
focos infecciosos, la respuesta organica debe ser denominada como sepsis,
independientemente o no de que existan hemocultivos positivos, y sin importar
que el microorganismo involucrado sea bacteria, virus, hongo o parasito. Una vez
iniciado el proceso infeccioso SRIS-sepsis, el organismo afectado se encuentra en
alto riesgo de continuar la evolucién a veces fatal hacia sepsis grave ( choque
temprano ), choque séptico evidente y disfuncion multiorganica, en los cuales
todos son expresiones clinicas de gravedad creciente de un mismo proceso

fisiopatolégico.”
Existen diferentes definiciones de sepsis entre las que destacan:

La sepsis_se define como una enfermedad sistémica asociada con la presencia
de m.o. o de sus toxina ( constituyentes celulares y/o subproductos metabdlicos)
en la sangre.>®®*° Es decir, es una respuesta inflamatoria sistémica a una
infeccion demostrada por tanto se trata de un SRIS con cultivos positivos o
infeccion clinicamente evidente '

Sepsis grave - sepsis asociada con disfuncién organica o hipotensién arterial,

la cual responde a una o dos cargas rapidas de liquidos.

Choque séptico .- similar a sepsis grave, pero la hipotensién arterial no

reacciona a las cargas de fiquidos.



Sindrome de disfuncién organica miltiple .- Cualquier combinacion de

coagulacion intravascular diseminada, SRIS, insuficiencia renal, insuficiencia

hepatobiliar y alteraciones del sistema nervioso central. 3?5

La presencia de m.o. en la sangre se debe a la falla de ias defensas del

organismo ante una infeccién localizada.?>?’

acterias
irus
ongos
arasitos
tros
Traumatismo
Hipoxia
Pancreatitis
Quemaduras
Otros a\‘
\ﬁ v
SRIS-sepsis

is grave

Choque séptico

Disfuncién muitiorganica
MUERTE

-

CUADRO No. | : Sepsis y el concepto de Sindrome de Respuesta Inflamatoria
Sistémica (SRIS).*!



] Bacteria
| S )
A A
Unfeccién focal ] Bacteremia

A A
'Hipertermia / Hipotermia
Sepsis » Taquicardia , Taquipnea
Conteo anormal de G.B.

Cambios mentales , ' ; v
Hpoxia , Lactato ! : Sindrome
plasmatico , Oliguria. | i sepsis
v ) . -
Hipotensién , Fragilidad
Shock . capilar , Respuesta a
septico fluidos fV | Internvenciones
famacolodgicas.
Una combinacién: CID, v
SDRA ., Falla renal , Falla ' o
hepética , Disfuncionde | 4 : Mods
SNC
v
Muerte

CUADRO No.2:Terminologia propucsta de un proceso séptico. Sindrome de
Respuesta Inflamatoria Sistémica en nidos .27



CUADRO No 3: Microorganismos causantes de sepsis en los
diferentes grupos de edad en el paciente pediatrico.

ORGANISMO RN INFANTES NINOS
Gram positivos aerobios
2+ 2+ 3+
Staphiylococcus aureus
. 3+ 3+ 3+
Staphylococcus coagulasa negativos
. raro 4+ 3«
Streptococcus pneumoniae
faro + 2+
Streptococcus Gpo. A
4« + T
Streptococcus Gpo. B are
2+ +* +
Enterococcus y No Enterococcus
L . . raro raro
Listena monocitogenes
Gram negativos aerobios
I+ 2+ 2+
Escherichia coli
R ) 2+ - +
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter cloacae 2+ * *
. +* * +
Pseudomonas acruginosa
Salmonella * * rare




Otros bacilos Gram negativos entericos * + +
IHaemophilus influenzae raro 2+ +
Neisseria_meningitidis raro 2+ 2+
Anaerobios
Bacteroides fragilis raro + +
Otros Bacterotdes raro raro raro
Clostridium spp raro raro raro
Fusobactenum faro raro raro
Hongos
Candida albicans 2 * .
Candida spp * raro raro
Malassezia spp + raro raro

CUADRO No. 3 .- Donde : raramente(raro),+ ocasionalmente, 2+ moderadamente 3+
frecuentemente, 4+ muy frecuente. en base a su alslamlento.




CUADRO No 4: Sindromes clinicos causados por bacteremias y

fungemias en pediatria.

ORGANISMO

SINDROME

Gram positivos aerobios

Staphiylococcus aureus

Osteomielitis, sepsis, endocarditis, catéter
asociado a bacteremia.

Staphiylococcus coagulasa negativa

Bacteremia asociada a catéter

Strptococcus pneumoniae

Neumonia, meningitis, bacteremia oculta.

Streptococcus Gpo. A

Sepsis, neumonla, osteomielitis.

Streptococcus Gpo. B

Sepsis neonatal, neumonia y meningitis

Enterococcus y No Enterococcus

Sepsis neonatal, urosepsis, peritonitis.

Listeria monocitdgenes

Sepsis neonatal, meningitis.

Gram negativos aerobios

Escherichia coli

Sepsis neonatal, meningitis, urosepsis,

peritonitis.

Klebsicella pneumoniae

Sepsis neonatal, peritonitis.

Enterobacter cloacae

Sepsis asociada a catéter, peritonitis.

Pseudomona aeruginosa

Sepsis en pacientes neutropénicos.




Continua...

Continuacién de : SINDROMES CLINICOS.

Salmonella

Salmonelosis en infancia, enf. Celular
Sickle.

Otros Gram negativos entencos

Peritonitis, urosépsis.

Haemopfhitlus influenzae

Meningitis, artritis, celulitis, neumonia.

Neisseria meningitidis

Purpura fulminante, meningitis,

bacteremia oculta..

Anaerobios

(Bactermu‘mfmgiﬁ Peritonitis, fascitis.

Otros Bacterotdes Peritonitis, fascitis.

Clostridium spp Peritonitis, fascitis.

Fusobacterium Peritonitis, tromboflebitis séptico.

Hongos

Candida albicans Fungemia asociada a catéter.,
neumonia

Candida spp. Fungemia asociada a catéter,
neumonia.

Malassezia spp Sepsis neonatal.
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2.1 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO.

El diagnostico de sepsis, sepsis grave, shock séptico y bacteremia es de tipo
clinico, ya que la confirmacion de estos, es realizada a través de los hemocultivos,
los cuales se practican cuando hay sospecha de dichos procesos infecciosos’.
Debido a la importancia de los hemocultivos, estos se deben efectuar con

procedimientos adecuados, y evitando la contaminacion.*

Sin embargo para lograr el aislamiento de los microorganismos en cuestion se
le deben de proporcionar todos los nutrientes necesarios para que el
microorganismo realiza su biosintesis y produzca la energia necesaria para su
desarrollo, como carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrébgeno, azufre y fésforo.
Ademas de oligoelementos los cuales le ayudan en la catélisis de reacciones
estos son: magnesio, zinc, cobaito, molibdeno, niquel y cobre. Por lo que un
medio de cultivo adecuado debe de contener dichos nutrientes en cantidades
adecuadas, y para ello existen diferentes tipos de medios de cultivo que ayudaran
en la identificacién del microorganismo: medios definidos o sintéticos porque sus
componentes son conocidos y complejos por que algunos de los ingredientes son

de concentracion desconocida .

Hay otro tipo de medios: Unos permiten el crecimiento de unos
microorganismos e inhiben a otros ,estos son denominados selectivos (ejemplo.
Sales biliares, colorantes fucsina basica y cristal violeta). Los medios diferenciaies
ayudan a diferenciar entre grupos o bien a realizar una identificacién tentativa
segun sus caracteristicas biolégicas. Un tercer grupo mantiene el crecimiento de
muchos microorganismos , son de uso general , pero al incorporar sangre y otros

nutrientes especiales se denominan enriquecidos, el hemocultivo pertenece a este

grupo



El hemocultivo .- Se realiza con la sangre obtenida del paciente por
venipuntura e inoculada en una o mas botellas o tubos de cultivo. Estrictamente
hablando, se refiere a la sangre obtenida del paciente que es cultivada para hacer

evidente la presencia de un m.o.*'

En muchas situaciones los hemocultivos son la Gnica fuente inmediata posible
de hallazgos del agente etioldgico, para la determinacion de sensibilidad o

antimicrobianos.*
2.2 SISTEMAS DE HEMOCULTIVO
Los sistemas de hemocultivo se pueden dividir en dos grupos:
2.2.1 Hemocultivos manuales,

Los hemocuitivos manuales consisten en utilizar botellas con medio de cultivo y
una atmosfera parcial de CO;. Para poder convertir las botellas a aerobias, se
incrementa la concentracién de oxigeno mediante la ventilacién de las mismas,

después de haber sido inoculadas.

Posterior a la inoculacién, las botellas son inoculadas con o sin agitacion y se
revisan periédicamente para observar el crecimiento mediante evidencias
macroscopicas, dichas evidencias consisten en la presencia de: hemdlisis,
turbidez, produccidon de gas. chocolatizacién de la sangre, y la ‘presencia de

colonias en al agar o en el menisco del fluido '

Dentro de este grupo se encuentran los hemocultivos bifasicos :

2.2.1.1 Ruiz - Castaiicda .- consiste en una fase sodlida estéril ( que se

localiza en posicién vertical, esta al vaciarse es en forma tiquida), después se




agrega una fase liquida estéril que se encontrara en el fondo del frasco. La
deteccién de crecimiento es a través de la visualizacién de colonias en el medio
sélido o bien cambios en el medio liquido. Sirve para la deteccién de m.o.

fastidiosos aerobios asi como Brucella®® (Ver fig. 5).

Existen sistemas comerciales que emplean el mismo fundamento de Ruiz-

Castaneda utilizando medios de cultivo enriquecido como:
2.2..1.2 Septi - Check ( Becton Dickinson Microbiology Systems).

Las botellas empleadas para este sistema tienen una placa que sostiene agar,
estas después de haber sido inoculadas ia placa que contiene el agar queda
sumergida al ser invertida la botella temporalmente, esta posicion le permite el
depoésito de m.o. ahi presentes y por consiguiente la formacién de colonias,
posteriormente son revisadas para observar la evidencia de crecimiento en el agar

contenido en la placa. (Ver fig. 6).

Al igual que Septi-Check ., Opticult (Becton Dickinson Microbiology Systems),

presenta el mismo fundamento.?>*' (Ver fig. 7).
2.2.1.3 Oxoid Slgnal { Oxoid USA Columbia. MO).

Consiste en una botella aerobia, después de que se inocula se observa para ver
si hay desarrollo microbiano, en este hay produccidn de metabolitos como el CO;
(gases) por lo que la presién interna se incrementa. Este sistema usa el principio
del mandmetro, tiene una salida que es una aguja que termina en un colector en
el cual se deposita la sangre y medio de cultivo, estas seran desplazadas por ia

presion que se ejerce dentro del vial debido al desarrolio microbiano. > (Ver

fig8).



2.2.1.4 Isolator ( Wampole Laboratories, Crambury , NJ) .

Es un sistema manual que se basa en Ia lisis centrifugacién. Este sistema utiliza
tubos que contiene reactivos que provocan la lisis, después de esta se requiere
una centrifugacion ( 3000 rpm/30°) de la muestra, el sobrenadante se descarta y
la pastilla se remueve en el tubo y se inocula en medios sélidos de acuerdo al tipo
de cultivo.?**'

La utilizacion de métodos manuales de hemocultivo depende de las necesidades
y recursos con los que cuenta el laboratorio asi como del material y equipo

elegido.?>*' (Ver fig. 9).

2.2.2 Sistemas de hemocultivo automatizados

Los sistemas automatizados no han eliminado en su totalidad a los métodos
manuales, puesto que se adapla el sistema a las necesidades del laboratorio, ya

que si este procesa un nimero pequefic de muestras se debe considerar el costo.

Los sistemas automatizados cuentan con una incubadora y generaimente un
sistema de agitacién , todo esto es para hacer mas eficiente el procesamiento de

los hemocultivos.
Dentro de este grupo encontramos:

2.2.2.1 BACTEC radiometrico ( Becton Dickinson Microbiology Systems).
225,301, y 460.
Este sistema detecta el crecimiento microbiano mediante la concentracion de

CO; presente en la botella. Conforme el crecimiento bacteriano avanza, de su
metlabolismo se libera CO; al medio. Este es liberado en la atmésfera del frasco.



La atmosfera es posteriormente muestreada y se detecta el cambio de CO, en el
medio. La cantidad esta relacionada con el indice de crecimiento, un exceso en

este Indice, es considerado evidencia de crecimiento bacteriano %4’

2.2.2.2 BACTEC No radiométrico. (BDMS) . 660,730,860.

Ei sistema operacional es similar al radiométrico, excepto que utiliza
espectrofotometria de infrarrojo para la deteccién de CO; en la atmdsfera de la
botella. La utilizacion del infrarrojo es para la eliminacién de sustancias

radiactivas . El monitoreo es por tiempo.*%234"4?

2.2.2.3 Bio Argos ( Sanofi Diagnostics Pasteur,Mames la Coquett,France).

Es similar a BACTEC No radiométrico . No es de monitoreo continuo y utiliza
espectrofotometria de infrarrojo para ia deteccién de CO2 producido. Cuenta con

un equipo computarizado muy sofisticado %%

2.2.3 Hemocultivos de monitoreo continuo.

Difiere de los otros sistemas de hemocultivo en que monitorea el crecimiento
bacteriano cada 10 minutos, los datos obtenidos los transmite a la computadora
donde son analizados. Dichos datos se colectan por dla y por botella. Un nimero
de datos suficientes avalan la determinacidn para decidir si un cultivo es positivo.

Los algoritmos utilizados por la computadora minimizan el nimero de falsos

positivos.

Estos sistémicos incorporan un sistema incubador y mecanismo de agitacién,
las botellas examinadas y dadas como positivas requieren ser manipuladas

después de haber eliminado la contaminacion cruzada. 2



Dentro de este tipo de sistemas sobresalen:
2.2.3.1 BACTEC 9120/9240. (BDMS).

Utiliza a la fluorescencia como método de deteccién. Conforme aumenta el CO;
proveniente del crecimiento bacteriano, el sensor fluorescente incide en el botén y
entonces la botelia incrementa la fluorescencia.

El sistema se monitores cada 10°. 2**' (Ver fig. 10).

2.2.3.2 ESP (Difco Laboratorios).

Detecta el crecimiento bacteriano por monitoreo de botellas basandose en un
principio de monitoreo manométrico por consumo y/o produccién de gas. Lo que
se monitoreo es la concentracion de CO, que ocasiona directamente los cambios

en el sensor.?>*’

2.2.3.3 Vital ( bioMerieux Vitek , Hazelwood,Mo).

El crecimiento bacteriano es detectado por medio de un compuesto liquido
fluorescente, presente en el medio, este compuesto lo que detecta son iones
hidrénio, electrones y radicales producidos por el metabolismo bacteriano. Lee la

disminucién de ia fluorescencia por medio de algoritmo computarizado, 24"
2.2.3.4 MicroScan .
Detecta el crecimiento por medio de fluorescencia . utiliza sensores

fluorescentes en el fondo de la botella *'
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2.2.3.5 BACT/ALERT ( Organon Teknica Corp Durham, N.C).

Se basa en la deteccion de CO, por colorimetria, el CO, proviene del
metabolismo bacteriano e interactia con el agua incorporada, liberandose asi
iones hidrénio, los cuales disminuyen el pH en el sensor causando asl el cambio
de color del mismo, este en un inicio es negro luego pasara a verde y por Uitimo
toma una coloracién amarillo, de acuerdo al incremento de la concentracion de
CO, . 24" (ver fig 11).

FIG. 1.- SISTEMA BACT/ALERT

TESIS CON "
| FALLA DE ORIGEN




En resumen los sistemas automatizados son:

SISTEMA MANUFACTURA MET. DE MONITOREO
DETECCION DE CONTINUO
CRECIMIENTO
BACTEC 460 BDMS Radiométrico NO
BACTEC 660 BDMS Espectrofotometria NO
infrarrojo
BACTEC 70 BDMS Espectrofotometria NO
Infrarrojo
BACTEC 860 BDMS Espectrofotometria NO
infrarrojo
BACTEC 9240 BDMS Fluorescente Sl
BACTEC 9120 BDMS Fluorescente Si
ESP DIFCO LAB. Presién de gas 8
BIO ARGOS SDP Espectrofotometria NO
infrarrojo
VITAL bio MERIEUX Fluorescencia St
BACTE/ALERT oTC Colorimetria sl




2,2.3.5.1 FUNCIONAMIENTO DEL Bact/Alert

El BACT/ALERT es un Sistema Vigilante de Deteccién Microbiana, utiliza un
sensor colorimétrico y refleja ta luz para determinar la cantidad de diéxido de
carbono (CO:; ) que se disuelve en la medio de cultivo.

El sistema BACT/ALERT uliliza una botella especial para sus tipos de celdas .
Existen varios tipos de botellas, las cuales se designan con nombres de acuerdo
al medio, volumen del mismo y atmédsfera que contiene la botella, como son las
botellas estandares ( aerobia y anaerobia ), PEDI-BACT (aerobia y anaerobia) y

finalmente las FAN (aerobia y anaerobia).

La propiedad del medio de cultivo, esta constituido por caldo soya tripticasa o
caldo infusién cerebro corazén, segin sea el caso, ademas, de un complejo de
aminoacidos y carbohidratos, ambos designados como soporte de crecimiento
para la produccion de CO; optima . Asi como polianetol sulfonato de sodio como

anticoagulante.

En el fondo de las botellas existe un sensor en forma de botén, el cual esta
separado del medio de cultivo por una membrana semipermeable . E! sensor se
impregna con vapor de agua al ser autoclaveadas durante el proceso de

manufactura.

La membrana tiene la propiedad de ser impermeable para mds iones,
incluyendo iones hidrégenc de algunos componentes del medio, asi como los
productos provenientes de la degradacion de la sangre . Aunque hay que sefalar

que también es impermeable al agua .

Sin embargo. es permeable al CO, .El didoxido de carbono producido por el
crecimiento de los microorganismos difunde a través de la membrana hacia el

19



sensor, ahi se disuelve en el agua, generando iones hidrogeno, de acuerdo a la

siguiente ecuacién :
CO, + H,O ———» H,COy «— H' + HCO,*

Los iones hidrogeno pueden interactuar con el sensor, el cual es azul o verde
oscuro en medio alcalino . Conforme el CO; es producido y se disuelve en el
agua, la concentracién de iones hidrégeno incrementa y el pH disminuye .Esto
hace que el sensor cambie de color eventualmente a amarillo . La luz roja se

refleja por el sensor y es proporcional a la concentracion de CO, .

Para {a detecciéon de este CO;, el sistema se divide en dos : una primera mitad
que contiene una incubadora ( donde la temperatura se puede ajustar de 35 -
37°C +/- 0.5°C ), esta se compone de 11 bloques, los cuales se agitan
continuamente a 60 rpm, ademas de contar con un detector colorimétrico.

Los detectores consisten en un diodo que emite una luz roja y un fotodiodo, el

cual absorbe esa misma luz.

ta luz emitida por el diodo interactiua con el sensor, para después ser reflejada
por el mismo y ser absorbida por e! fotodiodo, el cual produce un cierto voltaje,
que es proporcional a !a intensidad de la luz reflejada y a su vez a la
concentracion de CO; dentro de la botella.

Después de haber absorbido la luz, la sefial se amplifica, el voltaje queda

registrado y transmitido hacia la microcomputadora para su analisis.

El instrumento realiza este proceso cada 10 minutos (144 veces al dia). Los
puntos de los datos son registrados como unidades de reflectancia contra tiempo

y el resultado es una curva de crecimiento.
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El algoritmo para la detecciéon de crecimiento esta basada en el andlisis de la
velocidad de cambio de la concentracion de CO; en la botella.

La concentracion de CO; de la botella es comparada contra su misma velocidad
de cambio, mas que contra un valor fijo.**

CO, Sensor

FIG 3.- FORMA DE MONITOREAR LAS CELDAS DEL SISTEMA
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2.2.3.5.2 OPERACION DEL SISTEMA BACT/ALERT

Una vez inoculadas las botellas, se cargan en el sistema, asignandoles un

numero y una identificacién del paciente dentro de la computadora.

La computadora le designa un lugar en el sistema y por tanto, una celda . Estas
celdas son identificadas por iluminacibn de un pequefio rayo de luz verde
adyacente a la celda.

Después de ser introducidas las botellas en la incubadora, la computadora envia
un rayo de luz, que pasara por las celdas para obtener lecturas iniciales de las

botellas nuevas.

Cuando se detecta un incremento de la concentracién de CO; en la botella |, la
luz adyacente a la celda se ilumina y la computadora imprime el numero
asignando, identificacién del paciente, nimero de celda, tiempo de crecimiento
(cuando la botella es positiva ) y tiempo de crecimiento . Después la botella es
removida del instrumento, y la luz enviada a la celda indicard que puede ser usada

para nuevos cultivos.

Las botellas falsas positivas ( botellas dadas como positivas pero con frotis
negativo) pueden ser regresadas al sistema para una incubacién adicional .
Botellas que no estadn positivas se dejan 7 dias, pasado este tiempo la
computadora imprime una lista de botellas negativas e ilumina la luz adyacente a
la celda que contiene la botella negativa. Estas son removidas y descargadas del

sistema.>
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FIG 5.- BOTELLA DE FIG 6.- BOTELLA DE SISTEMA
RUIZ CASTANEDA. SEPTI-CHEK.

FIG 7.- BOTELLA DE SISTEMA FiG 8.- BOTELLA DE SISTEMA
OPTICULT. OXOID.
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FIG 9.- TUBO DE SISTEMA FIG 10.- BOTELLA DE SISTEMA
ISOLATOR. BACTEC.

FIG 11.- BOTELLA DE SISTEMA
BACT/ALERT.




3.0 EPIDEMIOLOGIA

La epidemiologia proporciona datos orientadores sumamente importantes
acerca de un tratamiento antibidtico precoz. Para ello las septicemias deben
clasificarse en dos grupos: Sepsis hospitalarias y extra - hospitalarias . Las
primeras son las que se presentan en enfermos ingresados en el hospital sin que
su patologia fundamental justifique su desarrollo. Las segundas son aquellas en
las que los enfermos, debido a su patologla fundamental, ingresan ya en el

hospital con el cuadro clinico séptico o una predisposicién especial.*?°

La frecuencia de las infecciones nosocomiales varia de unos hospitales a otros,
dependiendo de las caracteristicas propias de cada uno de ellos, siendo los

hospitales con mayor numero de camas los que presentan mayor frecuencia. 2!

En el pals el indice de mortalidad relacionado con infecciones nosocomiales,
fue de aproximadamente 7.5 % . Las cifras varian de acuerdo a; el método de
vigilancia empleado, la localizacidén del proceso infeccioso, el agente causal
responsable y las caracteristicas de los pacientes ingresados a las diferentes

areas de hospitalizacién.

Dentro de los métodos los mas utilizados por su facilidad de realizacién son los
estudios de prevalencia que como contabilizan las infecciones nuevas y antiguas;
son ios que presentan tasas mayores de infeccion nosocomial.?' También se
realizan estudios de incidencia, donde se recogen datos para su informatizacién y

posterior analisis.

El analisis de vigilancia utiliza como primera fuente de informacion al laboratorio
de microbiologia, complementando con las historias clinicas. Dentro de un mismo
hospital los servicios de mayor nesgo son : las unidades de cuidado intensivo,

quemados, recién nacidos y hemodialisis.
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El riesgo de un paciente viene determinado por tres factores:

a) La susceptibilidad inherente del individuo, condicionada por las caracteristicas
de edad, estado nutricional, naturaleza y gravedad de la enfermedad subyacente,

etc.

b) Modificacién de la susceptibilidad intrinseca del paciente por los tratamientos
que recibe en el hospital. Numerosos farmacos entre los que se encuentran los
corticoides y citostaticos, o la radioterapia, producen un estado de

inmunosupresion que facilita la infeccién.
c) Exposicién del paciente hospitalizado a m.o. potencialmente patégenos.?®

De todas las infecciones nosocomiales el 5% es debido a bacteremias,
presentandose una incidencia de 0.1-1.4 % de un hospital a otro.

La mayoria de las bacteremias son secundarias a un foco infeccioso con otra
localizacion, principalmente de tracto urinario, neumonia y herida quin)rgica.”
Esta es elevada ya que si se contabilizan las muertes se encuentran en la

decimosegunda causa de muerte a nivel nacional. **'
Tasa de mortalidad a nivel nacional’:
EDAD No. DE CASOS
<1 ano 118
1-4 afos 38
5-14 afios 18
15-44 afios 52
145-64 anos 57
155 afios en adelante 118
Total 402

Tasa de mortalidad debido a sepsis:
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EDAD No. DE CASOS
SEXO MASCULINO | FEMENINO
< 1 afio 66 51
1-4 afios 18 20
5-14 anos 9 9
15-44 arnos 28 24
45-64 anos 33 24
65 afios en adelante 57 60
Total 212 188

4.0 ANTIBIOTICOS

Los antibidticos son substancias producidas por varias especies de
microorganismos (bacterias, hongos. actinomicetos) , que suprimen el crecimiento
de otros microorganismos e incluso de destruirlos a bajas concentraciones y sin
producir efectos téxicos en el huésped. Los antibidticos se pueden clasificar en
naturales, sintéticos y semisintéticos.®'°

Un farmaco antimicrobiano ideal es de toxicidad selectiva, ya que puede dafar
al microorganismo en concentraciones tales que pueden ser toleradas por el

huésped.

Varios métodos se usan para clasificar y agrupar a los agentes antimicrobianos,
que van de acuerdo al microorganismo sobre el que actian, efecto
antimicrobiano. espectro de actividad, mecanismo de accién y estructura quimica.

I.- Segun el microorganismo sobre el que actuan (antibacterianos, antiviricos,

antifungicos, antiparasitarios)

11.- Por su efecto antimicrobiano: a)Bacteriostaticos.- cuando las concentraciones

que alcanzan en suero y tejido impiden el desarrolio y muitiplicacion de las
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bacterias sin destruirlas; y al retirarlo el microorganismo puede multiplicarse de
nuevo. b)Bactericidas.- su accién es letal produciendo la lisis bacteriana con
efectos irreversibles.

IIl.- Por su espectro de actividad (amplio espectro, espectro intermedio, espectro
reducido).

IV.- Por su mecanismo de accién.-Histéricamente la clasificacién esta basada
sobre los mecanismos de accién. 1) antagonismo competitivo, 2) inhibicién de la
sintesis de la pared celular, 3) accién sobre membrana celular, 4) inhibicién de la
sintesis proteica, 5) inhibicién de la sintesis de acido nucleico .%'°

V.- Por su estructura quimica: La cual es esencial para la actividad bioldgica de
las moléculas. a) Penicilinas, b) cefalosporinas, c¢) tetraciclinas, d) macrolidos,
e)aminoglucosidos, f) nitrofuranos, g) sulfonamidas, h) quinolonas .

En el presente trabajo nos enfocaremos a las cefalosporinas y a los

aminoglucésidos ya que de esta naturaleza son ios antibidticos utilizados.

Las cefalosporinas derivan de un nucleo comun, el acido cefalosporanico,
sistema anular semejante al acido penicilanico, con su anillo f-lactamico y con la
diferencia que en vez del anillo pentagonal de tiazolidina, e! acido cefalosporanico
posee uno hexagonal de dihidrotiazida.

Las cefalosporinas pueden ser parcialmente desactivadas por p-lactamasas y
en menor grado por las penicilasas de las bacterias a través del anillo p-iactamico.
Mediante la introduccién de sustitutos adecuados se ha logrado desarrollar
cefalosporinas de diferentes grados de sensibiidad bhasta alcanzar una total
resistencia frente a las [i-lactamasas. Las distintas cefalosporinas se distinguen
por sus cadenas laterales y por su origen, estos farmacos pueden clasificarse en:
1) naturales.- derivan de hongos del genero Cephalosporium , ninguna se utiliza en

terapéutica por no tener accidn antibacteriana potente. 2) Semisintéticas.- Por



hidrélisis la cefalosporina C da origen al 4cido 7-aminocefalospordnico a partir del
cual se han obtenido diversas cefalosporinas semisintéticas mas potentes que las

naturales °.

Asli las cefalosporinas generalmente se han clasificado en generaciones,

basandose en su actividad antimicrobiana.

Las cefalosporinas de tercera generacién son menos activas contra cocos Gram

positivos pero mucho mas activas contra las Gram negativas.

Mecanismo de accién.-La sintesis de la pared es un proceso donde intervienen al
menos treinta enzimas y tiene lugar en cuatro etapas: la primera constituye el
eslabon que une dos bloques basicos, el acido acetiimuramico y la
acetilglucosamina. En la segunda los precursores se unen para formar un
pentapéptido — disacarido que es transportado a través e la membrana celular
hasta el lugar que ocupa en la pared celular, la tercera etapa consiste en {a unién
transversal de las cadenas de péptidos glucanos, este tipo de enlace es el que le
da la fuerza tensora y el que capacita para soportar la membrana celular. En la
cuarta etapa las cadenas de glucopéptido lineal son unidos en forma cruzada por
un paso de transpeptidacion en el cual se forma un puente peptidico entre dos
cadenas adyacentes con eliminaciéon de la D - alanina terminal. La unién labil C-
N en el anillo - lactdmico se encuentra en la misma posicidn que la unién
peptidica involucrada en la transpeptidacion. Asi se ha propuesto que los B -
lactdmicos actuan como un analogo del substrato de la transpeptidacién normal,

estos se combinan con la transpeptidasa y por to tanto la inactiva 84

Esto hace que se bloque la tercera fase de la sintesis del peptidoglicano. Una
vez que se pierde la pared y entonces penetra el agua al espacio intracelular y por
diferencia osmética hay salida de los elementos intracelulares.



Cefotaxima .- pertenece a este grupo y cuyo espectro de accién es sobre

FHaemophylus influenzar , neumococo y enterobacterias.

Aminoglucésidos.- Son antibidticos de espectro reducido y predominantemente
bactericidas '* . Grupo de antibiéticos que actiian sobre Gram. negativos. Estos
actuan inhibiendo la sintesis de proteinas bacterianas al fijarse a proteinas
ribosémicas especificas de la subunidad 30S del ribosoma bacteriano por medio

de15.28.

a) Inhiben el comienzo de sintesis proteica.

b) impiden alargamiento de cadena polipeptidica.

c) Elevan la frecuencia de lecturas errébneas del cédigo genético, lo cual da
como resultado, proteinas estructurales anormmales. Por tanto se incapacita a la
bacteria para producir proteinas vitales. Entre este grupo esta la
AMIKACINA ?24.2°

La amikacina es un aminoglucésido semisintético eficiente contra ®Pseudomonas

aeruginosa y contra cepas resistentes a gentamicina.
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5.0 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

5.1.1 Realizar el estudio de las botellas FAN utilizando el sistema de deteccién
microbiana BACT/ALERT, con el fin de determinar el efecto de sus componentes

sobre el desarrollo de los microorganismos.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

5.2.1 Realizar la evaluacion de la botella FAN (aerobia y anaerobia ) y comprobar
si facilita la deteccidn de los microorganismos causantes de bacteremias,

septicemias o fungemias en pacientes pediatricos.

5.2.2 Determinar el comportamiento de cada microorganismo mediante la ayuda

de una curva de crecimiento evaluando uno de los metabolitos producidos (CO2).

5.2.3 Determinar el tiempo de deteccion positivo de las botellas FAN de acuerdo
a los componentes (Ecosorb, tierra de Fuller's, Carbén activado) del medio para la

rapida recuperacién de microorganismos y su posterior identificacion.

5.2.4 Comparar los tiempos de deteccion entre las botellas PEDI-BAC y las FAN

(aerobias y anaerobias ).

5.2.5 Comprobar si la neutralizaciéon de antibidticos por los componentes en el
medio ejercen dicha accidon y permiten evaluar el hemocultivo (positivo o

negativo).

5.2.6 Determinar las ventajas y desventajas que presentan el uso de las botellas
FAN y el sistema de deteccién microbiana BACT/ALERT.
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6.0 MATERIAL

MATERIAL BIOLOGICO

Sangre humana

Cepa:
Staphylococcus aureus
Escherichia coli.
fPseudbmona.t aerugl'no.\'a
Brucella abortus

Candida albicans
Clostridium perfringes

Botellas FAN (Acrobio)
Caldo infusién cerebro corazén
Polianetolsulfonato de sodio
Piridoxina HCL
Hemina

Carbén activado
L-Cisteina
Aminoacidos
Carbohidratos
H;O purificada

MATERIAL DE VIDRIO

Matraces erlenmeyer de 125 mi  (PYREX)
Probetas graduadas de 100 mi (KYMAX)
Tubos de ensaye 15x75 (KYMAX)
Vasos de precipitado de 200 m! ( PYREX)

ATCC
29213

25922
27853
INP
14053
INP

Botellas FAN (Anaerobio )
Caldo infusién cerebro corazén
Polianetolsulfonato de sodio
Piridoxina HCL
Hemina
Ecosorb
L-Cistelna
Aminoacidos
Carbohidratos
H»0 purificada.
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Tubos de rosca estériles 13 x 100 ( PYREX)
Tubos celda para Klettde 10 mi (PK)
Portaobjetos (MADESA)

Frascos de vidrio &mbar

OTROS

Jarra Gaspack (SYSTEM)

Micropipetas de ( 1000, 100,y 40 ) ! (LABSYSTEM)
Cajas petri (TECHNICARE)

Catalizadores de paladium

Algodén

Mechero

Pinzas

Puntas para micropipetas ( azules y amarillas) estériles
Guantes desechables

Cubrebocas

Contenedores para desechos ( BD)

Jeringas ( 1,3,5,10,209 m!

Agitador magnético ( )

Filtros Supor Acrodisc 0.45 um

Agujas ( YALE BD)

Asa bacterioldgica

Gradilla

EQUIPO

Klett ( SUMMERSON)

Sistema BACT/ALERT ( ORGANON TEKNIKA)
Cuarto estufa (IND. KROYLIT)

Refrigerador ( NIETO)



Microscopio ( OLYMPUS)
Horno (HERAEUS)
Balanza analitica ( KERN)

MEDIOS DE CULTIVOS Y ANTIBIOTICOS

Caldo Mdller Hinton (DIFCO )
Caldo tioglicolato ( DIFCO)
Agar base sangre (DIFCO)

Agar Mackonkey, Sabouraud, Brucella, Sales manitol, Casoy (DIFCO)

Medios semisdlidos : SIM | Kligler (DIFCO)
Antisueros contra Brucella abortus_ (DIFCO)
Botellas FAN aerobias ( ORGANON TEKNIKA)
Botellas FAN anaerobias ( ORGANON TEKNIKA)
Botellas PEDI-BAC (ORGANON TEKNIKA)
Antibidticos : Cefotaxima 20 mg/m! (BRISTOL)
Amikacina 20 mg/m! (GROSSMAN)

REACTIVOS:

Alcohol etilico al 70 % (SIGMA)

Hipoclorito ( QUIROMED)

Generadores de anaerobios ( Gas pack ) ( BBL)

Indicadores de anaerobiosis (Tiras de azul de metileno) ( MERCK)
Aceite de imersion (MERCK)

Anticoagulante Citrato de sodio al 3.8% (MERCK)

Reactivos para nefeldmetro de McFarland.
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7.0 METODO
PREPARACION DEL INOCULO.(1)

Se partidé de una cepa de coleccion del laboratorio de bacteriologlia del Instituto
Nacional de Pediatria(iNP), donde se encontraba concentrada de acuerdo al caso
: cepas ATCC en su forma liofilizada, fue resuspendida en caldo de BHI (infusion
cerebro corazén) como en el caso de S.aureus, ‘E.cofi, P.aeruginosa, y C.albicans .
En las cepas INP concentradas en un medio de conservaciéon de glicerol al 40%
(BHI 60/40 glicerol), para B.abortus y (.perfringens en caldo de BHI en condiciones
anaerobias . Todas fueron rechecadas para comprobar su viabilidad y pureza,
para ello se sembraron en medios selectivos de cultivo de acuerdo a la especie

del microorganismo empleado . Se utilizd Agar Sales Manitol (S.aureus) , Agar
MacConkey (‘E.coli y P.aeruginosa), Agar Brucella (B.abortus),Agar base sangre +

sangre de carnero 5% con hemina y menadiona (C. perfringens).

Aislado el microorganismo este, se sometidé a la identificacién bioguimica y

seroldgica, segun el caso, donde se empleo un antisuero contra el antigeno O

(DIFCO) especifico para Brucella abortus.

Conocida la pureza y probada la identificacion de la cepa, esta se sembrd en
Agar Mueller — Hinton y se incubaron a 37°/24 horas, para la obtencion de
colonias jovenes, las cuales posteriormente se suspendieron en caldo Maséller-
Hinton para alcanzar la concentracidon de 0.5 McFarland y asi preparar las
diluciones correspondientes a : 1/100 (625 Y 312 UFC/mI), 1/1000 (625 Y 31.2
UFC/mI), 1710000 (6.25 Y 3.12 UFC/ml), 17100000 (0.062 Y 0.03 UFC/mI).(Ver

diagrama No.1).
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8.0 DIAGRAMA DE TRABAJO
IN VITRO (1)

PREPARACION DE LA CEPA PARA SU UTILIZACION

CEPA

AISLAMIENTO

4

IDENTIFICACION
BIOQUIMICA

AJUSTAR AL M.O. CON EL 0.5 DE MACFARLAND
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ESQUEMA DE TRABAJO.(2)

Del 0.5 de McFarland se realizé la dilucion de cada microorganismo a 1/100 y
asi se prepararon los sistemas a emplear sangre como control negativo, sangre +
microorganismo, sangre + amikacina + microorganismo, y sangre + cefotaxima +
microorganismo, de estos cuatro sistemas se tomaron volumenes de 0.25 ml, 0.5
ml, 1.0 mi, 1.5 ml, y 2.0 ml, para ser inoculados en condiciones adecuadas de

acuerdo al microorganismo (aerobias o anaerobias) en las botellas FAN.
En el caso de las botellas PEDI-BACT se empled solo un volumen de 0.5 ml .

Posteriormente las botellas se dieron de alta en el sistema BACT/ALERT a
través del cddigo de barras que presentan las botellas, una vez ingresadas al
sistema se incubaron a 37°C, sometidas a agitacién y a ser monitoreadas a partir

de ese momento, cada 10 minutos por 7 dias.

Cada lectura fue registrada y almacenada por la computadora para cada botella.
Al termino de los siete dias las botellas se retiraron y se determinaron los faisos
positivos y falsos negativos al realizar subcultivos de todas las botellas en medios
selectivos (Agar sales manitol, Agar McConkey, Agar Sabouraud, Agar sangre de
carnero 5% + hemina + menadiona), para su identificacidon asi como comprobar la

pureza de la cepa.

Al mismo tiempo se obtiene la informacién de la computadora por botella. esto
es: tiempo de deteccién, grafica de crecimiento e indice de positividad para su

posterior andlisis ( Ver diagrama No.2)
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8.1 DIAGRAMA DE TRABAJO IV VITRO (2)

CEPA 0.5 DE MACFARI.AND
Dilucién 1:100 tanto para bacterias como nara levadura

v
PREPARACION DE LOS SISTEMAS

A y

SANGRE SANGRE SANGRE + M.O. SANGRE + M.O.
(CONTROL + + +
NEGATIVO) M.0. AMIKACINA CEFOTAXIMA

‘ , : ;

v
INOCULACION DE LAS BOTELLAS FAN Y PEDI-BACT l

CARGAR EN EL SISTEMA BACT/ALERT ]

v

INCUBACION A 37°C, AGITACION Y MONITOREO
CONTINUO

7 DIAS
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l

l RETIRAR LAS BOTELLAS |

|

I OBTENER |

y

GRAFICAS, INFORMACION
DE LA BOTELLA (TIEMPO
DE DETECCION)

v
REALIZAR EL
ANALISIS DE LOS
DATOS

:

| DETERMINAR ]

v

FALSOS POSITIVOS
FALSOS NEGATIVOS

SUBCULTIVOS EN
MEDIOS
SELECTIVOS

IDENTIFICACION

NOTA: LOS VOLUMENES FINALES EMPLEADOS EN CADA SISTEMA SON LOS SIGUIENTES:

(0.25,05,10,1.5Y2.0 )ml



9.0 RESULTADOS

FIG 12-19 .- Las figuras que se muestran son las cofrespondientes a la curva de
crecimiento bacteriana de cada una de ias especies utilizadas en el presente
estudio, dicha curva es construida de manera indirecta basandose en el
metabolismo bacteriano (produccion de CO;).El tiempo de detecciétn maximo de
monitoreo para las botellas es de siete dias de acuerdo a la programacién del
equipo, lo cual respaldado por estudios previos indica que mientras haya
microorganismos viables presentes en el medio, serd suficiente para que haya
desarrollo y por consecuencia una suficiente producciéon de CO, .o cual
provocara un vire del color en el sensor y esta botella sea determinada como

positiva.

El tiempo de generacién bacteriana varia de una especie a otra, hecho que se
comprueba al revisar las graficas de crecimiento donde la que pertenece a
Eschenchia coli,se dispara de manera rapida en un tiempo de aproximadamente 4
horas y por ende la grafica presenta un gran salto de las unidades de reflectancia

iniciales ( ver figura 13 ).

S.aureus presento un tiempo de 11-12 horas para producir CO; suficiente y ser
detectado , lo que graficamente se observa en unidades de reflectancia y estas al

ser comparadas con las de E.cofi son menores. ( Verfig 12).

P.acruginosa presentd cambios en promedio de tiempo de 12-14 horas, ademas

de presentar una curva poco pronunciada y muy caracteristica , lo que indica que
su produccion de CO; no es tan elevada , por lo que se debe de tener cuidado
para que no pase desapercibida cuando no haya condiciones favorables. ( Ver fig.
14Y 15).
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B.abortus presenta una curva de crecimiento similar a la de ®Pseudomonas, solo
que a excepcibn de esta, el tiempo para ser detectada es mayor
(aproximadamente de 37 horas en promedio), y el cambio que sufre la curva es
minimo para ser determinada como positiva la botella, permaneciendo constante
hasta que es retirada del equipo. ( Ver fig 16). Sin embargo, por ser este un
microorganismo fastidioso para su recuperacion en el laboratorio se considero
basandose en antecedentes, que el tiempo de recuperacién es de 20-30 dias por
su lento crecimiento y por tanto en un primer ensayo se programé a 30 dias, pero
la grafica que se presento es idéntica a la ya mencionada perteneciente a un
tiempo mas corto. ( Ver fig.17),por lo tanto la curva es caracteristica del

microorganismo.

Candida albicans presentd un tiempo de deteccion entre 29 y 36 horas para ser

detectado por el equipo como positivo y la curva de crecimiento siguid registrando
incremento en las unidades de reflectancia lo que indica que el microorganismo
sigue desarrollando y por tanto produciendo CO; ,curva que se caracterizo en

todos los casos donde se encontraba el microorganismo.(Ver fig.18).

Clostndium perfringens es un microorganismo anaerobio cuya curva de
crecimiento evidencia que en condiciones favorables produce una gran cantidad
de COa, lo cual justifica que las unidades de reflectancia se incrementen en un
tiempo corto( 14-56 horas), la curva obtenida también se presento de manera

caracteristica en todos los casos. ( Ver fig. 19).

Por ser muy idénticas las curvas de crecimiento para cada microorganismo
aunque hubiera antibidtico presente, es la razon para mostrar solo una figura de

cada especie.
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GRAFICAS CORRESPONDIENTES AL METABOLISMO
BACTERIANO DE LOS GENEROS EN ESTUDIO.
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Para poder mostrar mas entendiblemente los microorganismos en estudio se
separaron en tres grupos: a) anaerobios facuitativos, b) aerobics y ¢) anaerobios

estrictos.

A) ANAEROBIOS FACULTATIVOS:

Fig. 20 Nos muestra a la Eschienichia coli cuyo comportamiento indica, que el
tiempo de deteccién es mas corto en los sistemas donde estd la bacteria
presente, esto al ser comparado contra el control ( sangre), el cual fue retirado
hasta el tiempo maximo de 7 dias (168 horas).Los tiempos obtenidos en donde
habla bacteria fueron: sangre + bacteria + amikacina de 3.5 hrs y en el caso de
cefotaxime presente de 5.0 horas, este ultimo es ligeramente mas largo que los
anteriores, debido al espectro de acciétn de dicho antibiético sobre las bacterias
Gram. negativas . E! volumen cuya variable es de gran importancia en el estudio,
no presento una diferencia significativa (P=0.9997) en el empleo de volumenes
pequefos de muestra, ya que el comportamiento de la bacteria, asi como el
tiempo de deteccién son parecidos, por lo que, en caso de esta enterobacterias se
pueden utilizar volumenes pequefos para su deteccién, siempre y cuando estén
viables los m.o presentes, ya que la rapidez de su metabolismo es lo que se

refleja en el tiempo de deteccion.

Fig: 21 En caso de Staphylococcus aureus su tipo de metabolismo le permite ser

detectado rapidamente, porque al observar la grafica podemos decir que el
comportamiento es idéntico en todos los volimenes empleados aunque estos
sean pequenos (0.25 ml,0.5 ml) , el tiempo no se vio afectado por el antibidtico
presente tal vez por que a pesar de ser la cefotaxima una cefalosporina de
tercera generacion no tiene mucho efecto sobre los cocos positivos. Por tanto la
diferencia entre los volimenes no es significativa y los tiempos obtenidos fueron

de 8.5 horas a 10.0 horas.
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.En cuanto al tiempo, este va a variar dependiendo del inéculo (densidad
bacteriana), y volumen, los cuales tienen una relacién inversamente proporcional,
lo cual es altamente significativo (P=0) .

En este caso el tiempo se puede englobar en un rango (8.6-10.75 horas), ya que
este no presenta una variacidon significativa ( 0.9€5), aun en presencia de
antibidtico. Este tiempo es similar debido a la accién neutralizante sobre el
antibiotico por parte del carbon activado y del ecosorb, tierra de fuller’s.




FIG 20.

FIG. 21
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Fig : 22y Fig 23 .- En estos graficos podemos evaluar el crecimiento de estos
m.o. en los dos tipos de botellas aerobias y anaerobias, cuya diferencia radica en
la composicion de la atmésfera de las mismas. Debido al tipo de m.o que se tratan
cuyo metabolismo es facultativo, es decir, que se puede desarrollar tanto en
condiciones aerobias como anaerobias, este comportamiento se puede observar
en ambos graficos, y cuyos tiempos de deteccidon son similares haya o no
presencia de antibioticos, por lo que se puede utilizar una u otra botella para su

deteccién.

Al analizar los datos, podemos observar que la recuperacidon del E.coli no

depende de la atmoésfera, por lo que tienen una diferencia no significativa
(P=0.954), esto es al hacerla crecer en ambos ambientes atmosféricos ( aerébico,

anaerdbico).

Staphiylococcus aureus a su vez, crece sin ningun impedimento en las dos

atmosferas, lo cual se comprueba con su diferencia aitamente significativa (P = 0)
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FIG. 22

FIG. 23

Ecoli TIEMPO DE DETECCION (hrs)
8

ATMOSFERA
—
AEROBLIA
0 ANALROBIA
Sangre controt {- } Sang +Bact +Amka
Sang + Bacteria Sang +Bact+Cefotax!
TRATAMIENTOS
200
3
=
=
o
g
E
o
w
W 100
g
w
[= ATMOSFERA
3 AEROBIA
3 ——
L]
n 0 ANAEROSIA
Sanmgre control (-} Sang+Bact +Amia
Sangre ¢ Bactena Sang+Bact «Cefotaxi

TRATAMIENTOS

49



B) AEROBIOS

Fig. 24 La ®seudomonas aeruginosa es un microorganismo de lento crecimiento o

que hace dificil su determinacién, tal y como lo muestra el grafico, en condiciones
adecuadas de atmosfera principalmente crece haya o no presencia de
antibidticos. La variable volumen, nos permite apreciar que en 0.25 ml, 1.5 mly
2.0 ml el comportamiento es similar, debido a que el tiempo que registraron fue el
maximo de 7 dias, sin embargo, en los subcultivos terminales que se hicieron si
hubo desarrollo dando pie a pensar que el m.o si estuvo presente en el medio,
pero que la atmosfera no fue suficiente para hacer el desarrollo evidente, dando
como consecuencia, hemocultivos falsos positivos y como consecuencia una
prolongacion en el tiempo de deteccion. En casos donde sé aerearon las botellas
(3-5 minutos), el crecimiento no se hizo esperar, obteniéndose un tiempo de 10.2
horas para el volumen de 0.5 ml y de 32.2 horas. Para el de 1 ml, de acuerdo con
estos resultados si se pueden emplear volumenes pequeios para la recuperaciéon
de este m.o. causal, siempre y cuando se le proporcione el oxigeno necesario
para su desarrollo. En cuanto al volumen, se puede emplear cualquiera de los
utilizados en los sistemas, siempre y cuando, los microorganismos estén viables y
estandarizados a la concentracién planteada en un inicio. (P=0). Pero en casos de

0.25 m! no se recomienda debido a que no es muy confiable.

Fig. 25.- Al igual que en Pseudomonas aeruginosa los tiempos para Brucella abortus

no son favorecidos si no hay una aereacién de la botella , considerando esto se
realizo dicho proceso 3 minutos y como resultado se obtuvo un desarrollo en los
sistemas incluyendo a los de antibidticos , dejando claro que mientras haya m.o.
viables no importa el volumen, ya que en este caso se logro una deteccion en
todos los volumenes empleados (0.25 mMlO.5 ml , 1.0 ml , 1.5 mi, 2.0 mi ),
teniendo asl como resultado en el sistema donde habia amikacina un tiempo casi
igual en los volumenes de 025ml y 1.0 ml (398 horas y 36.3 horas
respectivamente) y en los de 0.5, 1.5 mly 2.0 ml de 40.2 horas, 34.7 horas y 35.3



horas respectivamente, para el sistema de cefotaxima presente, el tiempo fue de
40.2 horas para el volumen de 0.5 ml. Una vez mas se logra apreciar la accién del
carbén activado, tierra de fuller's del medio de cultivo ya que permite el

crecimiento microbiano.

En cuanto al volumen se puede utilizar cualquiera de los planteados en el inicio
para la recuperacidon del microorganismo, ya que a esa concentraciéon se puede
detectar el desarrollo. ( P=0.999) .

Como ya mencionamos, el tiempo es lo que interesa en este ensayo y este se
determind en horas. Nuevamente se observa gque al ser aereada la botella el
tiempo disminuye, en ios sistemas donde habia antibiético. El tiempo fue de 37.14
horas, en presencia de amikacina, el tiempo promedio fue de 36.62 horas, pero
cuando no hay suficiente aire (3 minutos de aereacion) el tiempo de deteccion fue

de 142.9 horas en presencia de cefotaxima.

Fig. 26 En caso de (andida albicans En el ensayo se aumento el tiempo de
aereacion a 5 minutos para aumentar la concentracion de oxigeno en el medio
obteniéndose asl tiempos similares en todos los sistemas de 27.2 horas a 36.2
horas. Nuevamente el volumen no es una variable determinante para ia detecciéon

de este microorganismo puesto que se recuperd en un tiempo razonable.

En cuanto al volumen, se puede utilizar cualquiera (0.5 a 2.0 ml), mientras el
indculo sea suficiente, ademas de ser viable.(P= 0.606) , se confirma al observar

que la diferencia entre ellos es no significativa.

En cuanto al tiempo es de 29.2 a 36 hrs. en promedio haya o no antibiotico
presente, ya que los antibibticos presentes no tienen ninguna accién sobre el
microorganismo, lo indicado hubiera sido utilizar un antimicotico, sin embargo, por

cuestiones de presupuesto no fue posible.
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Una vez mds, en las botellas no aereadas se observa un tiempo de deteccion de
7 dias como maximo y a! igual que en los dos casos anteriores pueden darse
falsos negativos. La confirmacién de la presencia del microorganismo se realizé
utilizando Agar Sabouraud.
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Fig. 27 La ®Pseudomona aeruginosa como ya lo mencionamos es de metabolismo
aerobio y oxidativo por lo que utiliza solo al oxigeno como ultimo aceptor de
electrones, por tanto este microorganismo requiere de este elemento para su
crecimiento, aunque este no es el Unico proceso metabdlico que puede utilizar, ya
que como alternativa en ausencia de oxigeno, emplea al nitrato como Ultimo

aceptor, pero su crecimiento es mas bajo.

Esto se ve reflejado en los hemocultivos en el tiempo de deteccién, es decir,
que al ser aereados, el microorganismo crece mas rapidamente y su tiempo
promedio es de 12.8 horas. , aunque haya antibidtico presente. No siendo el
mismo caso donde hubo poco tiempo de aereacion por lo que el tiempo promedio
va desde 106.89 a 163.6 horas. . Pero cuando no son aereados los hemocultivos
tardan mas de 7 dias o bien el equipo los determina como negativos aunque la

bacteria este presente.

Debido a lo anterior el factor atmosférico es de gran importancia y esto se
aprecia al analizar los datos y ver que la probabilidad de crecimiento es altamente
significativa ( P= 0.), por lo que si hay diferencia en el crecimiento en ambas

atmosferas.

Fig 28 La Brucefla abortus es un m.o fastidioso y lento en su crecimiento, por lo

que la atmoésfera es muy importante y su tiempo de deteccidén disminuye al

encontrar oxigeno disponible.

Brucella al igual que Pseudomonas cuenta con un metabolismo oxidativo, es

aerobio estricto, por tanto este microorganismo depende del factor atmosférico, lo
que se ve reflejado en el tiempo. La probabilidad es de ( P= 0.834), la cual no es
significativa, indicandonos que la atmodsfera es importante para su desarrollo.
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No siendo el caso de aquellos frascos que no se aerearon por lo que al estar
programados a 30 dias, las botellas se determinaron como negativas por el
equipo. Sin embargo, estos falsos negativos se confirmaron en las resiembras
realizadas en Agar Brucella, y su tiempo de crecimiento fue de 72 horas.

Fig. 29 La Candida albicans por ser una levadura es una célula eucariética cuya

respiracion es aerobia obligada para su crecimiento tal y como es comprobado en
el comportamiento observado en el grafico, donde los tiempos son un reflejo de
ello ( 27.2 horas a 31.3 horas ). Este microorganismo por sus caracteristicas
celulares, tiene un metabolismo aerobio, por 1o que se requiere oxigeno para su
desarrollo. Estadisticamente hablando la probabilidad de crecimiento se ve
afectada con la atmoésfera (P= 0), esta se observa que es altamente significativa, y
por tanto si hay diferencia entre una y otra afectando la deteccion del hemocultivio

y por ende su identificacion.

Los hemocultivos no aereados presentan un tiempo mas prolongado, incluso de
7 dias (168 horas), al ser determinados por el equipo como negativos, mientras
que en las resiembras en agar Sabouraud mostraron lo contrario.
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O ANAEROBIO ESTRICTO

Fig 30 Los anaerobios son de un manejo mas delicado para su recuperacion, sin
embargo, es posible recuperario al evitar algunos factores que pueden afectar su
desarrollo. Una buena inoculaciéon en la botella (ausencia de burbujas) favorece
e! crecimiento. La presencia de antibidticos no influye en la deteccién del
microorganismo, aunque en el sistema donde hay cefotaxima el tiempo es mas
prolongado (13.5 horas — 2.8 dias) que en el caso de amikacina presente (8.7
horas a 10.8 horas), el volumen no fue un factor importante que impida la
recuperacion del microorganismo, por tanto se puede utilizar desde un volumen
pequefio (0.25 ml) hasta uno mayor (2.0 ml).Con respecto al volumen se puede
emplear cualquiera de los utilizados a ese indculo, puesto que hay recuperacion.

La diferencia es no significativa (P= 0.499).

Fig 31 La atmosfera es de gran importancia para la recuperacion del m.o., ya que
como podemos ver en el grafico, el desarrolio del m.o. se favorece al estar en
condiciones anaerdbicas, esto por el metabolismo que presenta, debido a que
éste utiliza SO> como Ultimo aceptor de electrones y por tanto no ser
aerotolerante®® . La presencia de oxigeno, significa no desarrollo y como
consecuencia muerte del microorganismo, repercutiendo en el tiempo de

detecciodn siendo este corto.

Todo lo anterior repercute en el tiempo, es decir, cuando el microorganismo esta
en condiciones aerbbicas, el tiempo maximo es de 7 dias y por tanto el
hemocultivo se da como negativo. En condiciones anaerébicas hay desarrollo,
observando una diferencia altamente significativa ( P= 0). El tempo fue para el
microorganismo mas sangre de 14.23 hrs. Y en el caso de los sistemas con
antibiéticos fue de 14.46 hrs. en presencia de amikacina y de 56.15 horas en el

caso de cefotaxima.
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COMPARACION ENTRE LAS BOTELLAS FAN Y PEDI-BACT CON RESPECTO
A TIEMPO DE DETECCION

A) ANAEROBIOS FACULTATIVOS
Para comprobar la funcién de los componentes nuevos que caracteriza a las

tltimas botellas producidas para el BACT/ALERT, se realizd una comparaciéon
entre las FAN y las PEDI-BACT ya existentes para pacientes pediatricos.

FIG.- 32 En caso de Eschenchia coli, se observa un comportamiento similar en

ambas botellas en cuanto a crecimiento, pero un poco menor en unidades de
reflectancia (U.R.), siendo estas las que el equipo reporta como signo de
evidencia de crecimiento bacteriano, en la botella FAN que en la PEDI-BACT en el
sistema donde hay cefotaxima, lo cual repercute en el tiempo de deteccion, el
cual es mayor que en los otros sistemas. La diferencia en estas unidades de
reflectancia no es significativa, ya que el tiempo de deteccidn es similar en ambas
botellas ( 9.3 horas para FAN Vs 8.8 horas de PEDI-BACT ). Por tanto el efecto

dilucién no influyo en la deteccion del microorganismo.

Los tiempos entre los tratamientos son similares en ambas botellas ( 8.3 - 10.1)
para los sistemas donde no hay antibidtico y amikacina presente respectivamente,
en caso de cefotaxima, los tiempos fueron mas largos ( 141.6 horas). Para este
microorganismo no hubo una diferencia significativa en cuanto al tiempo

(P=0.546),por lo que se puede utilizar una botella u otra para su recuperacion.

FIG. 33 Para el caso de Staphylococcus aureus el comportamiento es

practicamente el mismo. por lo que el tiempo en todos los sistemas donde hay
bacteria presente es el mismo (11.7 horas para PEDI-BACT Vs 11.8 horas en
FAN ). Nuevamente la recuperacién del microorganismo no se vio afectada por la
dilucion, por tanto se puede utlizar cualquiera de las dos botellas para su
recuperacion al no presentar una diferencia no significativa (P=0.004), por lo que
los datos son practicamente los mismos, tanto entre los tratamientos como en

ambas botellas. El rango de tiempo es de 11.5a 12.5 horas.
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B)AEROBIOS

FIG. 34 vLa ®Pseudomonas aeruginosamuestra un comportamiento idéntico en ambas

botellas, solo que en la botella FAN, las unidades de reflectancia estuvieron mas
altas que en la PEDI-BACT como signo de crecimiento, pero esto no repercutié en
el tiempo de deteccidn, puesto que fue similar en ambas botellas y en todos los
sistemas (12.8 horas para FAN Vs 14.0 de PEDI-BACT). La diferencia entre ellas
es No significativa (P=0.127), por lo que se puede emplear una u otra para la
recuperacién del microorganismo. Los tiempos de deteccién entre tratamientos
son similares en todos y van de 12.7 a 14.5 horas. Sélo hay que tener en cuenta

la aereacion del frasco.

FIG. 35 ta Brucella abortus un tiempo de deteccidbn mas prolongado en el

sistema donde solo habla sangre + bacteria en 1a botella FAN (7 dias) que en la
PEDI-BACT (30.8 horas), esto es posible debido a una mala aereacién del frasco,
no es el caso para los otros dos sistemas donde habia presencia de antibiético,
cuyos tiempos fueron muy cercanos entre ellos. En donde hay amikacina
presente, el tiempo obtenido fue de 28.2 horas para FAN Vs 40.horas de PEDI-
BACT, mientras que en el sistema de cefotaxima fue de 35 horas para FAN Vs 93
de PEDI-BACT. Pese a lo anterior se puede utilizar cualquiera de las dos botellas
al ser estadisticamente su diferencia no significativa (P=0.689)Como

microorganismo aerobio hay que aereario.

FIG. 36 Candida albicans presenta un crecimiento similar en las dos botellas , ya
que el antibidtico no interfiere en su desarrollo , salvo en el sistema donde hay
sangre + levadura el tiempo de deteccion fue mas corto en PEDI-BACT que en
FAN (29.2 horas en PEDI-BACT Vs 353 horas de FAN ) , mientras que en los
otros sistemas se obtuvieron tiempos similares oscilando entre 31.5 horas de
PEDI-BACT Vs 36.0 horas de FAN . Teniendo esto como consecuencia una
diferencia no significativa y por tanto se determina que se pueden utilizar ambas

botellas para la deteccidn de este microorganismo.
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COANAEOBIO ESTRICTO

FIG. 37.- El crecimiento de Clostridium perfringens es practicamente el mismo por
lo que los tiempos de deteccién son similares en ambas botellas y entre sistemas,
slendo mas prolongados donde hay antibidticos, esto debido a la accion del
antibidtico sobre la bacteria, lo cual hace que su fase de adaptacion sea mas
largo, sin embargo, se puede utilizar una u otra para la recuperacién del
microorganismo, solo que evitando la entrada de aire al frasco para obtener

resultados positivos, ya que la diferencia es no significativa entre ellas.

Los tiempos determinados fueron: 15.2 horas para FAN Vs 28.5 horas de PEDI-
BACT para el sistema de sangre + bacteria , en presencia de amikacina el tiempo
fue de 15.3 horas de FAN Vs 23.2 horas de PEDI-BACT y para cefotaxima de
16.5 horas de FAN Vs 19.3 horas de PEDI-BACT.

La recuperacién de este microorganismo se puede llevar a cabo en ambas
botellas aunque ligeramente es mas adecuada una botella FAN anaerobia (tiempo
promedio 16.5 horas) que en PEDI-BACT ( donde el tiempo va de 19.3 a 28.5
horas), aunque la diferencia es no significativa ( P= 0.934). Por lo que solo hay
que hacer una buena inoculacién del! frasco para proporcionarie condiciones

favorables y obtener buenos resultados.'®
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Tabla 1 y 2.- La sensibilidad de deteccion del sistema utilizado y la probabilidad
de encontrar m.o, en el medio de cultivo, influye en la determinacién. Para ello el
equipo esta disefiado para detectar UFC/m| en pequefia cantidad ( 1-3 UFC/mi).
Respaldando esto por estudios anteriores en los que se detectan hasta 4 UFC/mi

en caso de ‘E.cofi , recuperandose a los hemocullivos en un porcentaje elevado

como positivos.*

En las diluciones empleadas e! porcentaje de recuperacion en hemocultivos
probados es alto, ya que con ello se cofrobora la sensibilidad de deteccion del
instrumento. Sin embargo los resultados muestran al volumen de 0.5 mi como
ideal para la deteccién de bacteremia o sepsis, en casos pediatricos, siendo este
el volumen minimo de empleo en cada hemocultivo a una densidad bacteriana de
hasta 6 UFC/ml esto en caso de E.cofli, no siendo la misma situacién para los
demas microorganismos utilizados en el estudio, puesto que para §. aureus la
densidad bacteriana para su deteccion fue de 31.2 UFC/m, y para los aerobios de
62.5 UFC/ml, esto tal vez debido a su lento desarrollo. En caso del anaerobio
(,‘.pcg”n'ngm.r este no se determino mas que a una densidad bacteriana de hasta

312 UFC/m! , debido a que después se contamino y ya no se pudo contar con

mas bacteria.(Ver tabla 1).

Por otra parte se confimo dicha deteccién mediante el uso de subcultivos
terminales, es decir que se realizaron subcultivos en medios selectivos tanto para
corroborar que el tiempo de deteccidon de la botella no pertenencia a
contaminaciones sino al microorganismo en cuestion, como para detectar que
hubiese la presencia de estos en todas las botellas empleadas ( tanto positivas
como negativas), observandose de esta forma que habia botellas determinadas
como negativas y que no lo eran al obtener positivos los subcultivos, es decir, que
para que un hemocultivo sea dado como positivo debe de tener un indice de
positividad de 1.0, y en caso de ser menor , este se da como negativo, por lo que

el equipo no detecta a un 100% (Ver tabla 2).



Por tanto, no es posible afirmar que se pueden detectar- todos los
microorganismos a una misma densidad bacteriana, porque a mayor densidad
bacteriana menor es el volumen ( 0.5 ml) que se puede utilizar para evidenciar
bacteremia, pero en caso de que esta sea baja, se podrian tener falsos negativos
y por tanto no se harla evidente una bacteremia; es decir, que al! utilizar
volumenes pequefios a 0.5 ml se disminuye la probabilidad de recuperacion del
microorganismo y se eleva el porcentaje de hemocultivos falsos negativos,
aunque si se aumenta el volumen de muestra en el caso de neonatos, se puede

. . 7
poner en riesgo al paciente.'’¥?



DILUCIONES
BACTERIA SISTEMA 1:100 1:1000 1:10000 1:100000
0.5 ml 0.25ml 0.5ml 0.25 m! 0.5ml 0.25ml 0.5ml 0.25 m!
(625 UFC/m) | (312 UFC/ml) | (62.5 UFC/mi) | (31 UFC/m) | (6.2 UFC/mI) | (3.1 UFC/mi) | (0.6 UFC/mi) | (0.3 UFC/miy
Sangre + + + + + + - -
Escherichia Amikacina + + + + + - - -
coli
Cefotaxima + + + + + - - -
Sangre + + + + - - - -
Staphylococcus Amikacina + + + + - - - -
aureus -
Cefotaxima + + + + - - - -
Sangre + + + - - - - -
Pseudomonas Amikacina " + T - - - - -
aeruginesa Cefotaxima + + + - - - - -
Sangre + + + - - - - -
Brucella Amikacina + + + - - - - -
abortus Cefotaxima + + + - - - - -
Sangre + + + - - - - -
Candida Amikacina + ¥ Y : - - - -
albicans
Cefotaxima + + + - - - - -
Sangre + + ND ND ND ND ND ND
Clostndum ™ Knikacina + + ND ND ND ND ND ND
perfnngens
Cefotaxima + + ND ND ND ND ND ND

Tabla No. 1 UFC/ml que detecta ¢l sistema BACT/ALERT en base a volumen. Donde : (+) DESARROLLO. (-) NO DESARROLLO, (ND)
NO DETERMINADO.
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DILUCIONES
BACTERIA SISTEMA 1:100 1:1000 1:10000 1:100000
0.5 mi 0.25ml 0.5ml 025mi | 0.5m! | 025ml | 0.5ml | 0.25ml
Sangre + + + + + + - -
Eschenichia Amikacina + + + + + + - -
colt
Celotaxima + + + + + + - -
Sangre + + + + + - - -
Staphylococcus Amikacina + + + + + - - -
aureus n
Cefotaxima + + + + + - - -
Sangre + + + + - - - -
Pseudomonas Amikacina y + + " - - - -
acruginosa Cefotaxima + 4+ + + - - - -
Sangre + + + + - - - -
Brucella Amikacina + + + + - - - -
abortus Cefotaxima + + + + - - - -
Sangre + + + + - - - -
Candids Amikacina + + + + - - - -
albicans
Cefotaxima + + + + - - - -
Sangre + + ND ND ND ND ND ND
Clostndium Amikacina + Y ND ND ND ND ND ND
perfrngens Cefotaxima + + ND ND | ND | ND | ND | ND

TABLA 2.- Subcultivos terminales realizados a los hemocultivos retirados del sistema BACT/ALERT después de siete dias.

1




10.0 DISCUSION

El hemocultivo es un medio adecuado al cual se han adaptado perfectamente
las bacterias, estas se encuentran en un estado equilibrado”. La divisién es por
fisidn binaria obteniéndose un crecimiento exponencial®*®,

Existen diferentes técnicas para conocer el crecimiento bacteriano como son:
utilizar diluciones y contar en placa, determinar el peso de las céluias, medicién de
la turbidez, formacioén de acidos o bien medir ciertos procesos metaboélicos como

lo es la respiracion .»®

En el caso de! sistema BACT/ALERT se examina la produccion de CO; y se
mide cada 10 minutos, los puntos obtenidos en cada medicién son graficados
como unidades de reflectancia contra tiempo obteniéndose asi una curva de
crecimiento. Dichas mediciones se basan en el analisis de cambio en la
concentracion de CO, dentro de la botella. Estd concentracion de CO; es
comparada con el valor inicial de fa botella, por lo que una diferencia entre el
voltaje medido es determinado por el equipo como una generacién de voltaje
proporcional a la concentracién de CO; en el medio de cultivo, dichos cambios en
el voltaje total oscila entre 0.73 y 6.25 volts para que el equipo determine que hay
crecimiento y por tanto se de un hemocultivo como positivo y a este punto de
cambio se le denomina tiempo de positividad ( tiempo de crecimiento). >

El crecimiento bacteriano esta limitado normalmente por el agotamiento de
nutrientes disponibles o bien por la acumulacién de productos téxicos del

metabolismo. **

El tiempo que tarde un microorganismo en dividirse depende de la generacion
de microorganismos por tiempo el cual varia de acuerdo a la especie, donde la

mayoria de las bacterias estan en mas o menos una hora. 38




La generacion por tiempo varia con la especie del microorganismo, la
concentracion de los nutrientes en el medio, y temperatura de incubacion. Otras
condiciones como pH y oxigeno necesario para los aerobios, pueden influenciar
en el desarrollo. Algunas especies se multiplican bajo condiciones favorables. ¥

TIEMPO DE DETECCION.

El tiempo de deteccion como se ha mencionado es de vital importancia para un
hemocultivo, pero existen factores que lo pueden afectar como lo es el factor de
dilucién, indculo, atmoésfera, volumen y terapia establecida. Sin embargo, esto
dependerd de manera primordial del tipo de microorganismo que se trate, de
acuerdo a su metabolismo, asl como del numero de microorganismos viables

existentes en el medio.

Volumen.

Como ya se ha mencionado la importancia de la sepsis en pacientes
pediatricos, el laboratorio bacteriolégico clinico busca nuevas técnicas que se
puedan utilizar para realizar una rapida deteccién del agente causal. Por lo que en
el presente estudio se busco probar la nueva botella FAN ( factor neutralizante de
antibidtico )del sistema BACT/ALERT, cuyos nuevos componentes (carbdn
activado, tierra de Fuller's, ecosorb) a diferencia de las botellas ya existentes y de
acuerdo a su acciéon sobre las sustancias que interfieren en el crecimiento de los
microorganismos, ofrecen ser mas eficientes para la recuperacion de! agente
causal. Pero hay que mencionar que existen diferentes factores que pueden
afectar la deteccion del mismo, entre estos se encuentra el volumen de la
muestra, presencia de agentes antimicrobianos, composicién basal del medio,

atmosfera, etc.

Para llevar a cabo el estudio se eligieron 6 cepas en base a la frecuencia de

aislamiento como agentes causales de sepsis.
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El volumen es un factor importante y de gran problema para ser establecido en
pediatria, debido a que no existlan hemocultivos pediatricos, fue hasta hace poco
que las empresas manufacturaron botellas con un volumen de medio de cultivo
menor al utilizado en botellas para adultos, hasta la fecha de realizacién del
trabajo y de acuerdo a la bibliografia, la importancia del volumen radica en que el
nimero de microorganismos presentes en sangre de nifios es mayor en
comparacion con el de adultos, por lo que un incremento en el volumen de sangre
a cultivar incrementa la probabildad de recuperacién de los mismos®®. Este
incremento de acuerdo con lo reportado en estudios anteriores incrementa la
probabilidad de 0.46 a 4.7% por cada mililitro de sangre.”':‘°

Sin embargo, debido a la correlacion entre el nivel de bacteremia y severidad de
la enfermedad en nifios, el volumen éptimo no ha sido adn definido. Por lo que el
volumen razonable es de 1-2 mi en neonatos, 2-3 ml en infantes(1 mes- 2 aflos),
3-5 m! en nifios y de 10-20 m! en adolescentes*'.

Tomando en cuenta lo anterior el presente estudio se baso en la determinacion
de un volumen como valor de corte para evidenciar bacteremia o sepsis utilizando
volumenes pequefos de 0.25 ml hasta 2 0 ml, esto al hacer uso de la botella FAN
para adulto, debido a que la pediatrica aun no llegaba al pais.

Se probaron tres grupos de microorganismos: anaerobios facultativos(‘E.cofi,

S.aureus), aerobios (WP.aeruginosa, B.abortus, y C.albicans), anaerobio (C.perfringens).
Para los cuales se probaron volumenes de 0.25,0.5,1.0,1.5 y 2.0 mililitros. Los
resuitados obtenidos indicaron que los tiempos de deteccién entre los diferentes
volumenes y tratamientos para cada especie fueron similares por lo que la
diferencia entre ellos es no significativa, haciendo de esta rnanera evidente que se
pueden utilizar volimenes pequefios para evidenciar este tipo de procesos
infecciosos, aunque no se puede afimar que se puedan detectar todos los
microorganismos a una misma densidad bactenana, ya que la relacion entre el

volumen y la densidad bacteriana es inversamente proporcional. En caso de que
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la densidad se a baja se podrian tener falsos negativos, es decir, que al utilizar
volimenes méas pequefios a 0.5 ml se disminuye la probabilidad de recuperacién
del agente causal. En pacientes neonatos no se puede aumentar el volumen de
sangre a cultivar porque se pone en riesgo su vida. Otro inconveniente que se
tiene al utilizar volomenes pequefios es que los microorganismos deben estar

viables.

Para poder decir que se pueden utilizar volimenes pequefios y obtener
resuitados positivos en hemocultivos, se tiene que contar con un equipo con
suficiente sensibilidad de deteccidon, por lo que al obtener resultados de
hemocultivos negativos por el equipo y positivos en subcultivos terminales , se
decidié comprobar la sensibilidad de el equipo, esto se comprobd al realizar
diluciones partiendo de un 0.5 de McFarland , para llegar a inocutar un volumen
de sangre que tuviera diferentes UFC/ml hasta tener 0.03 UFC/mI y utilizando
volimenes de 0.5ml y 0.25ml, ya que el equipo esta disefiado para detectar de 1-
3 UFC/ml. Respaldado esto por estudios anteriores en los que se detectaban

hasta 4 UFC/ml en caso de E.cofi, recuperandose un porcentaje elevado de

hemocultivos positivos.

Al comparar los resultados obtenidos con los ya mencionados se logra apreciar
que hay deteccién de ‘E.cofi en cantidades de 6 UFC/mi , pero esto s6lo cuando se
utilizan volumenes de 0.5 ml de sangre y de aprox. 3 UFC/ml en volumenes de
0.25 mi de sangre , aunque esto no es confiable , ya que se pueden tener falsos
negativos. Sin embargo, este no es el caso de los otros microorganismos en
estudio, ya que las UFC/mI minimas para su deteccion fueron de 62 UFC/ml en
muestras de 0.5 mi aiun habiendo antibidticos presentes, ademas de que
disminuye el porcentaje de hemocultivos positivos.'"'”*? (Ver tabla 1 y 2).
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Atmésfera.

Para que un microorganismo pueda llevar a cabo su metabolismo, requiere de la
respiracién para la generacién de energia, estad depende de las condiciones
atmosféricas en las que se encuentra el microorganismo en cuestion.

Sin embargo el microorganismo para su desarrollo puede o no utilizar el ciclo de
Krebs y una cadena transportadora de electrones, siendo ambos casos
designados como respiracién aerobia y fermentacién respectivamente. Ambos
casos utilizan aceptores finales de electrones y generan ATP en diferente
cantidad, siendo esto Ultimo, importante para el crecimiento del
microorganismo.?2

Los aceptores de electrones pueden ser; en caso de respiracion aerobia
(aerobios estrictos) solo es el oxigeno. Mientras que en la anaerobia son el nitrato,
sulfato y carbonato, dando cada uno, productos diferentes como resultado de su

utilizacion.

En el caso de la fermentacioén, el aceptor es una molécula organica, dando

como productos acido lactico y etanol.?*™?

El tipo de atmosfera presente en el espacio de la boteila es e! primer factor
que determina a la botella como aerobia o anaerobia, donde las botellas pueden

ser usadas para recuperar microorganismos facultativos, aerobios o anaerobios.

Las botellas aerobias contienen una atmodsfera mixta de CO; + Aire y la
anaerobia N; + CO;, sin embargo, para favorecer ia recuperacién de ios m.o.
aerobios estrictos, se requiere de la ventilaciéon de las botellas para aumentar la

concentracién de oxigeno. En particular para la recuperacidn de ®seudomonas
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aeruginosa y levaduras, debido a que requieren de un nivel de oxigeno mas

elevado que el existente en la botella 224"

La recuperacion de las bacterias anaerobias se incrementa siempre y cuando se
conserve la atmésfera, porque una mala inoculacién de la muestra a la botella
(injeccion de burbujas) causa una cierta aereacion, lo que implica una disminucién

en la probabilidad de recuperacion del m.o.. 3>

De acuerdo a los resultados en el caso de los facultativos estos se desarrollaron
en ambas condiciones atmosféricas , hecho comprobado en el comportamiento
similar mostrado por el microorganismoc en ambos medios, aun cuando habia
antibidtico presente. Esto indica que el microorganismo puede utilizar tanto la
respiracion aerobia como la fermentacion para la utilizacién de los nutrientes y asi

generar el ATP suficiente que empleara en su crecimiento.

Los aerobios hacen evidente que requieren de oxigeno para llevar a cabo sus
funciones vitales, esto lo demuestran graficamente la ®.aeruginosa, C. albicans, y
@B.abortus. Aunque los tiempos de deteccidn disminuyen cuando hay suficiente
oxlgeno en el medio, es decir, que este es una limitante para evidenciar el
crecimiento de estos, debido a que se requiere del aumento de la concentracion
de este radical en el medio mediante la aereacién del frasco, de esta manera se

obtendran resultados satisfactorios.

El CO; que se produce en cada uno de los procesos metabdlicos, es liberado a
la atmésfera en forma de gas. Este CO; es el que tiene que solubilizarse para que
atraviese la membrana selectiva e interactie con el agua del sensor. Se puede
dar el vire del mismo al disminuir el pH. Sin embargo, no solo de estd manera
puede disminuir e! pH del medio, ya que de acuerdo a estudios anteriores,
algunos acidos entre 8-13 carbonos (hidrofobicos), estando en su forma no
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ionizada y su elevado peso molecular, puede cambiar el sensor al disminuir el pH,
pero este cambio no es suficiente para que una botella se dé como positiva.'?

Los productos acidos finales provenientes del metabolismo ( formico, acético,
propiénico, butirico, valérico) podrian actuar disparando directamente la
positividad de la respuesta o podrian interactuar indirectamente para incrementar
la solubilidad del CO, y por tanto incrementar las unidades de reflectancia

captadas por el equipo.'?
Dilucién:

Las botellas de hemocultivos contienen un volumen fijo de medio de cuitivo
dentro del cual ird un volumen finito de sangre, esto con el fin de que las
propiedades naturales del suero sufran un efecto de dilucion, y asl el
microorganismo no se vea afectado y por tanto se desarrolle para su posterior

identificacion.

Sin embargo esta dilucion debe ser de acuerdo a la literatura de 1:5 o de 1:10
viv, ya que diluciones menores a 1.5 disminuyen la recuperacion del
microorganismo por no inactivarse los sistemas naturales y diluciones mayores a
1:10 disminuyen la probabilidad de recuperacion al entablarse una relacién medio
de cultivo-volumen de sangre muy grande, donde la recuperacién del

microorganismo podria ser nula..

En este estudio se probo el efecto dilucidn en las botellas FAN, ya que estan
disefadas para adultos y los volumenes de sangre empleados son pequefios
(0.25 ml, 0.5 ml, 1.0 ml, 1.5 mi, y 2.0 ml), de tal manera que las diluciones
empleados fueron de 1:160, 1:80, 1:40, 1:30, y 1:20 respectivamente, pero esto
no fue un factor determinante que afectara el crecimiento del microorganismo, e

influyera en el tiempo de deteccidn debido a que se obtuvieron resultados
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satisfactorios en la deteccién del crecimiento bacteriano, por tanto se pueden
utilizar estas diluciones siempre y cuando haya microorganismos viables

presentes en el medio de cultivo.

Comparaciéon entre botellas FAN y botellas PEDI-BACT.

Como Ya se menciono anteriormente las primeras botellas de hemocultivo
requerian de un volumen grande de muestra, por o que al adaptarlas a casos
pediatricos, se obtenlan hemocultivos falsos negativos o bien la bacteremia
pasaba desapercibida. Para solucionar esto el sistema BACT/ALERT introdujo la
botella pediatrica PEDI — BACT. Sin embargo, en ultimos tiempos ha tratado de
mejorar sus botellas para obtener mejores resuitados de una prueba tan
importante como es el hemocultivo, esto considerando los factores que pueden
afectarlo como lo son los antibidticos, para elio ha creado una nueva botella
llamada FAN ( factor neutralizante de antibiético), la cual dentro de sus
componentes cuenta con carbén activado, tierra de Fuller's, ecosorb para fa

neutralizacién.*®

Para comprobar dicha accién y eficacia se hizo una comparaciéon entre la botella
FAN y la PEDI-BACT en iguales condiciones, empleando a 0.5 ml de sangre como
volumen minimo de corte, para detectar bacteremia o sepsis segun sea el caso.
Los tiempos de deteccidén entre los diferentes microorganismos nos daran la

respuesta.’>'®

£l efecto dilucién entre las botellas no fue ningun impedimento para que el
microorganismo se desarrollara en el medio, ya que se presento la comparacion
del efecto dilucién entre elias, siendo de 1:40 para PEDI-BACT y de 1:80 para
FAN. Sin embargo, esta uitima con todo y dilucién logrd practicamente igualar los
resultados en cuanto a tiempo de deteccion de la botella pediatrica, mostrando asl
que es una buena opcidn para la recuperacion de todo tipo de microorganismos
incluyendo los fastidiosos. Ademdas mostro la accién de sus componentes
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especiales ( carbén activado, tierra de fulle’rs, ecosorb) como una ayuda en la
neutralizacidon de otras estructuras moleculares como lo son los antibibticos.

La recuperacion de las bacterias anaerobias se incrementa siempre y cuando se
conserve la atmoésfera, porque una mala inoculacion de fa muestra a la botella
(injeccion de burbujas) causa una cierta aereacion, lo que implica una disminucién
en la probabilidad de recuperacion del m.o.. Un hemocultivo adecuado tiene un
tiempo de incubacion para ser recuperado es corto (aprox. 5 dlas) al ser

monitoreado.>?

La frecuencia de bacteremias por anaerobios es baja, lo que algunos sugieren el
reemplazar una segunda botella y utilizar solo una para disminuir los costos.®

Sin embargo, hay quienes hablan de utilizar un volumen menor en el caso de los
neonatos, pero esto, no se ha definido totalmente al hacer uso de las botellas
FAN, pertenecientes al sistema BACT/ALERT, las cuales, cuentan con un
volumen de 40 m! de medio, lo que es un factor que puede afectar 1a deteccion del
hemocultivo positivo, que al utilizar volomenes méas pequefios de sangre, la
relacibn medio de cultivo — muestra se altere de acuerdo a lo reportado en

literatura, donde lo ideal es 1:10 para la obtencién de buenos resultados.'>?
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11.0 CONCLUSIONES

La carga bacteriana es de vital importancia para que un hemocultivo sea
positivo. El volumen minimo para evidenciar desarrollo fue de 0.5 ml de
sangre, ya que voliumenes menores pueden dar falsos negativos.

Para que un hemocultivo sea detectado como positivo por el equipo se requirié
de un in6éculo minimo de 4 UFC/m! en el caso de Enterobacterias, no siendo el
mismo para otros m.o. fastidiosos, donde el inbculo minimo fue de 62.5

UFC/m.

La dilucién es un factor que influye en la positividad del hemocultivo, y de
acuerdo a la literatura la adecuada es 1:10. En el presente estudio la utilizada
fue mayor a 1:40, de acuerdo a! volumen de la botella, sin repercusion en la

obtencion de resultados satisfactorios.

La importancia de la aereacion del hemocultivo se puso de manifiesto en el

caso de m.o aerobios estrictos: Fseudomonas aeruginosa, Candida albicans,

Brucella abortus.

En el sistema en estudio se requiere de la produccién de CO; por parte del
microorganismo para evidenciar su crecimiento, por lo que son importantes las

condiciones nutricionales, asi como las atmosféricas.

Las curvas de crecimiento de cada microorganismo en estudio fueron
diferentes y caracteristicas entre si , lo que hace notar, que cada grupo

requiere de condiciones distintas.

E! tiempo de deteccion dependerd de la produccion de CO,, generado por el
metabolismc de la bacteria. Observando una relacién inversamente

proporcional entre el inéculo y el tiempo de deteccion.



v

v

La presencia de Ecosorb no interfiere con la capacidad de las botellas FAN
para recobrar y detectar m.o . Ademas el tiempo de deteccién al comparar la
botella FAN con la PEDI-BACT fue similar.

Ambas botellas dan resultados similares en cuanto al tiempo de recuperacion

del microorganismo.

El factor dilucibn no fue obstaculo para el desarrolic adecuado del

microorganismo.

Se demostrd la neutralizacion de antibidticos en la botella FAN al observar

tiempos similares tanto en presencia como en ausencia del antibiético.

Estudios preliminares indican que el ecosorb es capaz de remover otros
factores potencialmente inhibitorios, incluyendo complemento, lisozima,
transferrina, fraccion gama globulina, per6xido y caramelizacion en el

autoclaveado.

De acuerdo a los componentes neutralizadores de antibidticos de la botella
FAN, esta ofreci6 una recuperacion de microorganismos, aunque ya exista
terapia establecida, siempre y cuando los microorganismos estén viables.
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Cuadro No

COMPONENTES

. 5- a) Métodos manuales:

Sistema medio ditucién anticoagulante | Vol. de medio
% sps {ml)
Ruiz- TSB, BHI, Suplemento 0.025 - 0.050 50-100
Castafeda de peptona, A. 1:5
Columbia, A Brucella,
tiol, y tioglicolato
Septi-Chek Paddle (A.MC, A Ch, 1:5 0.025 20
A.Maltosa)
Isolator Saponina, - EDTA -
fluorocarbon,

polipropilenglicol.




Cuadro No. 6 : b) Sistemas automatizados

BACTEC
Sistema / Medio Vol. de Dilucién Anticoag. | Atmésfera
botella medio Vol.-medio % SPS
{ml)
Radiométrico
68 SCDSCD 30 1:6 0.025 CO; + aire
7D SCD 30 1:6 0.025 CO,; + N,
88 SCD 30 1.6 0.025 CO; + aire
13 MB7H13 30 1.6 0.025 CO; +aire
168 SCD 30 1.6 0.025 CO; + aire
17D SCD 30 1:6 0.025 CO; + N,
No
Radiometrico
6A SCD 30 1.6 0.035 CO; + aire
7A SCD 30 1.6 0.035 CO; + N,
BA SCD 30 1.6 0.025 CO, + aire
16A SCD 30 16 0.025 CQO; + aire
17A SCD 30 1.6 0.025 CO; . N,
PLUS 26 SCD 25 1:2.5 0.050 CO; +aire
PLUS 27 SCD 25 1:25 0.050 CO; + N
PEDS PLUS SCD 20 1.6 0.025 CO, +aire
HBV - FM BHI/SCD 25 1:2.5 0.050 CO; + aire
LITICO SCD 30 1.6 0.035 CO; + N,

SCD: Digerido de Soya - Caseina
Ademas contiene resinas

&
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Cuadro No 7: c) Sistemas de monitorec continuo (CMBCS)

SITEMA/BOTELL | MEDIO DE | VOL.MEDIO | DILUCION [ ATMOSFERA {VENTILACION| ANTICOAG.
A CULTIVO (ml) REQUERIDA % SPS
BACTEC
aerobia std/F SCD 40 1:8 CO, + aire NO 0.025
anaerobia std/F SCD 40 1.8 CO; +N; NO 0.025
Plus aerobia/F SCD 25 1:2.5 CO, + aire NO 0.050
Plus anaerobia/ F SCD 25 125 CO;+ N, NO 0.050
ESP
80A SCP 80 1.8 CO; NO 0.006
80N PP 80 1.8 CO,+N; NO 0.070
EZDRAW 40A SCD 40 1:8 CO, NO 0.006
EDDRAW 40 N PP 40 1.8 CO;, +N; NO 0.070
VITAL
aerobia SCD 40 1:4 CO; + 0O, NO 0.025
anaerobia SCD 40 14 CO; +N, NO 0.025
BACT/ALERT
aerobia SCD 40 1:4 CO, + aire Sl 0.035
anaerobia SCD 40 1.4 CO; +N; NO 0.035
Pedi -Bact BH! 20 1::5 CO; + N, Sl 0.020
FAN aerobia BHI 40 1:4 CO, + aire S 0.050
FAN anaerobia BHI 40 1:4 CO; +N; NO 0.050
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