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RESUMEN

La sepsis es una de las principales causas de muerte en neonatos. En México por
cada 1000 recién nacidos, de 4% a 15.4% presentan esta patologia y de estos del
34% al 44% mueren'?>. En la actualidad existen equipos automatizados que
detectan la presencia en sangre de los microorganismos causantes de sepsis, los
cuales utilizan de 1 a 3 mL, lo que puede derivar en una transfusion sanguinea al
neonato.

El objetivo del proyecto es el disefio de un minihemocultivo y la comparacion de la
formulacién utilizando un volumen de 200 a 300uL de muestra sanguinea, con el
hemocultivo de referencia BACTEC peds plus/F™BD.

La justificacidon del proyecto es disminuir el numero de transfusiones sanguineas a
los recién nacidos, ya que en la sepsis el diagndstico se realiza con el apoyo de
numerosas pruebas de laboratorio, que en ocasiones hacen necesaria la
transfusion.

Material y Métodos: Se preparé un lote de minihemocultivos HIM-1, cuya
composicion principal es: Tioglicolato, Polienriquecimiento, Citrato de sodio e
Infusidn cerebro corazén. Y un lote de HIM-3 de misma composicion con la adicion
de Polianetol Sulfonato de Sodio (SPS) y rojo de fenol. A los cuales se les realizd
el control de calidad que se lleva a cabo en el hemocultivo automatizado
BACTEC™ 9120 BD, utilizado como referencia. Se inocularon los hemocultivos
HIM-1 y BACTEC™ pediatrico con pacientes de la UCIN, con diagndstico

probable de sepsis. Trabajandose 48 muestras de 20 pacientes. Los viales HIM-1



se incubaron a 37°C, realizando lecturas cada 24 horas. Las botellas BACTEC™
pediatrico se incubaron en el equipo BACTEC 9120 BD.

Resultados: En el control de calidad se encontrd que los minihemocultivos HIM-1 y
HIM-3 permitieron el crecimiento de los microorganismos: E. coli, Ps. aeruginosa,
K. pneumoniae y Enterococcus spp hasta 10°UFC/mL. Y no favorecieron el
crecimiento de S. epidermidis, S. aureus y St. pneumoniae a las concentraciones
de 102UFC/mL, que es la concentracién minima de recuperacion del hemocultivo
de referencia. El HIM-1 permitié el crecimiento de Clostridium perfringens que es
un anaerobio estricto.

HIM-1: De las 48 muestras clinicas trabajadas se tiene: 1 BACTEC™ Positivo y su
HIM-1 positivo para E. coli. 11 BACTEC™ positivos y sus HIM-1 negativos para S.
epidermidis. 3 BACTEC™ positivos y sus HIM-1 negativos para S. haemolyticus.
HIM-3: De 50 muestras clinicas se tiene: 1 BACTEC™ positivo y su HIM-3 positivo
para Streptococcus spp. 2 BACTEC™ positivos y sus HIM-3 positivos para E.
cloacae. 1 BACTEC™ positivo y su HIM-3 positivo para K. pneumoniae. 9
BACTEC™ positivos y sus HIM-3 negativos para S. epidermidis.

Conclusiones: ElI minihemocultivo HIM-1 no es el medio adecuado para la
utilizacién en el diagndstico de sepsis neonatal causada por cocos gram positivos,
sobre todo cuando los principales agentes son Staphylococcus, debido a la baja
concentracion a la que se encuentran en la sangre y en los cuales no se evidencia
crecimiento; y si se observa a concentraciones superiores a las 10° UFC/mL vy el
HIM-3 a 10* UFC/mL .La recuperacion del BACTEC™ pediatrico fue del 39% y la
sensibilidad del 84.4% contra una sensibilidad de 50.6% del HIM-1. El BACTEC™

y el HIM-1 tuvieron la misma especificidad.



OBJETIVOS

Objetivo General.

Disefio y desarrollo de un minihemocultivo que requiera de 200 a 300uL de

sangre; y su validaciéon con un hemocultivo comercial BACTEC Peds plus™/F

pediatrico.

Objetivos Especificos

a) Realizar el control de calidad a los minihemocultivos HIM-1 y HIM-3.

b) Determinar los microorganismos mas frecuentes causantes de sepsis en el

Hospital Infantil de México “Federico Gomez” (HIMFG) en el periodo 2002-2004.

c) Probar la formulacién del Minihemocultivo HIM-1 y el HIM-3 con los

microorganismos mas frecuentes en el HIMFG.



JUSTIFICACION

En la actualidad existen equipos para la deteccidn y recuperacion de los
microorganismos involucrados en el desarrollo de sepsis con la ventaja de
reduccién del tiempo de deteccion, pero con la desventaja del volumen de muestra

que requieren.

El método convencional automatizado de hemocultivo utilizado en el Hospital
Infantil de México “Federico Gémez” (HIMFG) para el diagndstico de sepsis, es el
equipo BACTEC™ 9120 Becton Dickinson, el cual requiere de 1 a 3 mL de sangre;
tomando en cuenta el numero de hemocultivos que se le toman a los neonatos y
de las muestras para las pruebas auxiliares de diagndstico, es frecuente provocar

que los pacientes de neonatologia sean transfundidos.

Por lo que se propone el desarrollo de un minihemocultivo que requiere de 200 a
300uL de muestra con una sensibilidad y especificidad comparable con el

BACTEC™ pediatrico.



HIPOTESIS

El control de calidad del minihemocultivo HIM-1 y HIM-3 es comparable con el

del sistema BACTEC™ pediatrico.

Los minihemocultivos HIM-1 y HIM-3 son capaces de permitir el desarrollo de
las principales bacterias causantes de sepsis neonatal con un volumen de muestra

de 200 a 300 pL.

La utilidad de los minihemocultivos en el diagndstico de sepsis neonatal es

mayor o igual a la del BACTEC™ pediatrico.

PROYECTO

El presente trabajo es parte de un proyecto multidisciplinario aceptado por el
Comité de Investigacion, Etica y RPBI's del HIMFG con el nombre:

UTILIZACION DE SECUENCIAS GENOMICAS PANESPECIFICAS BACTERIANAS PARA

DISCRIMINAR INFECCION BACTERIANA DE VIRAL

Registro:_HIM/2005/048 (SSA648)




ANTECEDENTES

1. GENERALIDADES

1.1. INCIDENCIA EN MEXICO

La sepsis es una de las causas principales de muerte en neonatos. En México
por cada 1000 recién nacidos, de 4% a 15.4% presentan esta patologia’ y del 34
al 44% mueren®>. Un estimado de 4 millones de neonatos mueren cada afio en el
mundo; el 98% de estas muertes ocurre en paises en vias de desarrollo®. En la
revista medica del Hospital General de México en el 2003 se reportd a la sepsis
neonatal como la primer causa de muerte en la Unidad de Cuidados Intensivos

Neonatales (UCIN) con un 59.6% de defunciones®.

1.2. TASA DE MORTALIDAD

La tasa de mortalidad por sepsis neonatal temprana oscila entre el 10-30% y es

mayor comparada con la de inicio tardio que oscila entre el 10-15%>°.

2. SEPSIS NEONATAL

2.1 DEFINICION DE SEPSIS

La sepsis es una entidad clinica compleja con diferentes formas clinicas de
expresion: sepsis, sepsis severa, choque séptico y disfuncién multiple de érganos;

de acuerdo con el momento evolutivo en que se encuentre. Se desarrolla después



de una infeccion por microorganismos infecciosos entre los que se cuentan
bacterias, hongos, parasitos o virus. A la etiologia bacteriana se le atribuye el 90%
del total de los agentes, los cuales pueden invadir cualquier parte del organismo7’8.

Pero tienen la caracteristica de aislarse en sangre y/o LCR.

La sepsis es una infeccion aguda con manifestaciones toxico-sistémicas,
ocasionada por la invasién y proliferacion bacteriana dentro del torrente
sanguineog. Se establece la presencia de esta con cuatro criterios clinicos que
son: a) distemia, b) taquipnea, c) taquicardia y d) cambios importantes en la

formula leucocitaria®.

Durante el periodo neonatal la sepsis es causa importante de mortalidad y
morbilidad, se caracteriza por una respuesta inflamatoria sistémica, sin evidencias
iniciales de disfuncién organica o hipotension arterial. Los signos y sintomas de la
sepsis no son especificos, antes de la fiebre se pueden presentar escalofrios,
malestar, e hiperventilacion; algunos pacientes como neonatos o ancianos pueden
no presentar fiebre'. La enfermedad y sus secuelas se manifiestan como estadios
progresivos de un mismo proceso en la cual esta respuesta sistémica puede
generar una reacciéon inflamatoria gerenalizada en érganos distantes a la lesion

inicial y eventualmente inducir disfuncién multiorganica™®.

2.2. CHOQUE SEPTICO




El choque séptico se define como la falla circulatoria aguda caracterizada por
hipotensién arterial. Los criterios diagnésticos de hipotension en sepsis son:
disminucién en la presion sistdlica bajo el percentil 5 para la edad, es decir, menos
de 65mmHg en el nifio menor de siete dias y menos de 75mmHg en el nifio de
siete dias a un mes de vida; o presion arterial media <60mmHg o una reduccién

de la presion sistolica de >40mmHg del basal'®'"'2,

2.3. IMPORTANCIA DEL DIAGNOSTICO

Es importante diagnosticar rapidamente la sepsis neonatal para evitar secuelas
neurologicas permanentes y disminuir la mortalidad del neonato, e instaurar un
tratamiento precoz con el antibiético adecuado lo cual es muy importante para
mejorar la evolucion y el pronostico de esta entidad clinica. Por esta razén se hace
necesario encontrar una prueba o pruebas diagndsticas con adecuada
sensibilidad, especificidad y valor predictivo negativo y positivo, que permitan
identificar al neonato infectado, evitando la antibidtico-terapia en el neonato no

infectado'> 'S,

La incidencia es muy superior en los recién nacidos de menos de 1500g 15.7%,
contra 0.8% en los de peso superior®. La sepsis temprana afecta a 1-2 de 1000
recién nacidos de término y llega a afectar hasta 19 de 1000 prematuros menores
de 1000g. La sepsis tardia afecta a un 2 a 5% de todos los recién nacidos
hospitalizados y hasta un 15% de los recién nacidos ingresados en la Unidad de

Terapia Intensiva (UTIl) por mas de 48 horas. Los prematuros son los mas



afectados desarrollando sepsis nosocomial en un 25-50% de los menores de 29

semanas y un 50-80% de los menores de 25 semanas'’.

2.4. TIPOS DE SEPSIS

Se describen en el recién nacido dos modelos de sepsis en relacién con el
modo de contaminacion, la sepsis se puede diferenciar en: Sepsis de Transmision
Vertical o Temprana en los primeros cuatro dias de vida, que son causadas por
microorganismos localizados en el canal genital materno que contaminan al feto
por via ascendente (progresando por el canal de parto hasta alcanzar el liquido
amnidtico) o por contacto directo del feto con secreciones contaminadas al pasar
por el canal del parto; y Sepsis Nosocomial o Tardia del quinto dia en adelante,
que es debida a microorganismos localizados en los servicios de neonatologia,
que son transportados al nifio por el personal sanitario y/o por el material de

diagnostico y/o tratamiento contaminado'>'¢7"18,

2.5. ETIOLOGIA MICROBIANA

Los gérmenes mas habitualmente responsables de la sepsis de transmision
vertical son: el estreptococo beta-hemolitico del grupo B (EGB) y Escherichia coli,
qgue son los que con mayor frecuencia se aislan del recto o vagina materna al final
de la gestacic‘)n6. El espectro de los patdégenos responsables de sepsis nosocomial
predominando entre los gram-positivos el Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus y entre los gram-negativos Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y otras enterobacterias®'%%°.



2.6. FACTORES DE RIESGO

Las bacterias patdégenas a través de diversos mecanismos pueden ser causa
de parto prematuro espontaneo, rotura prolongada de membranas amnidticas de
mas de 18 horas antes del parto y de corioamnionitis (fiebre materna, dolor
abdominal, taquicardia fetal y liquido amniético maloliente). por lo cual se han
descrito como factores de riesgo para adquirir sepsis temprana, ademas de bajo
peso al nacer, malformaciones congénitas, infeccidn ovular, sexo masculino,

preclampsia, hipoxia perinatal y prematurez'%1617,

La sepsis de inicio tardio se relaciona principalmente con procedimientos de
diagnostico invasivos tales como: invasividad por sondas, catéteres, ventilacion
mecanica, alimentacién parenteral o tratamiento durante el periodo de

hospitalizacion®'%2".

La inmadurez de las defensas del huésped neonatal es el principal factor de
riesgo que predispone al desarrollo de sepsis®. Los niveles de inmunoglobulinas
en el recién nacido prematuro son un 40% de los del recién nacido de termino;
aparentemente existe una inmadurez de los linfocitos B de las células plasmaticas

secretoras de inmunoglobulinas y de los linfocitos T facilitadores (T helper)'®.

2.7. MANIFESTACIONES CLINICAS




Las manifestaciones clinicas de la sepsis vertical existen en una presentacion
sobreaguda con fallo multisistemico, distres respiratorio grave y/o meningitis,
hipertension pulmonar; mientras que en la sepsis nosocomial son a menudo
dificiles de identificar por producirse sobre enfermedades subyacentes graves, que
requieren terapia intensiva. En ambas sepsis es comun la:

Dificultad respiratoria: quejido, retracciones intercostales, taquipnea,
cianosis, apnea.

Cardiovascular: Mala perfusion, taquicardia, hipotension arterial, choque.

Alteraciones en la termorregulacion: Fiebre infrecuente o hipotermia.

Gastrointestinal: Distension abdominal, regurgitacion, vomitos.

Neuroldgico: Convulsiones, letargia, hipotonia, hipoactividad, irritabilidad.

Piel: Petequias, purpuras, palidez, cianosis, ictericia.

Metabdlico: Acidosis metabdlica, hipo o hiperglicemia

General: Decaimiento y mal aspecto en general®'21922:23.24,

Mas del 90% de los neonatos con sepsis tienen al menos un sintoma. Se
sospecha de sepsis cuando el paciente tiene dos o mas de los siguientes criterios:
a) Temperatura corporal > 38°C o < 36°C, b) Frecuencia cardiaca >90pm, c)
Hiperventilacién evidenciada por una frecuencia respiratoria > 20/min o una
PaCO, < 32mmHg, d) Cuenta leucocitaria > 12.000 cel/uL < 4.000uL o bandas

>10%11,22_

2.8. MECANISMOS DE INFECCION




Los microorganismos patégenos pueden contaminar al recién nacido a nivel de
la piel y/o mucosas respiratoria o digestiva y segun sus caracteristicas dividirse y
ser capaz de atravesar la barrera cutaneo-mucosa y alcanzar el torrente
circulatorio. Una vez en la sangre pueden ser destruidas por las defensas del
recién nacido o continuar dividiéndose de forma logaritmica y dar lugar a la sepsis
neonatal dependiendo de las caracteristicas de las bacterias y de las defensas del

recién nacido'®.

3. DIAGNOSTICO

El diagnostico se sepsis neonatal es un reto médico que debe apoyarse en
cuatro pilares basicos: la anamnesis para investigar los factores de riesgo
infeccioso, la evaluacién clinica, los examenes complementarios de laboratorio y
los datos bacterioldgicos'>?*. Datos clinicos como la variabilidad anormal del ritmo
cardiaco o la reactividad vascular han tomado incidencia en la valoracion del

neonato con sospecha de infeccion.

La evaluacién temprana del neonato con signos sospechosos de sepsis obliga
a efectuar examenes de laboratorio iniciales como: Recuento de leucocitos,
Proteina C reactiva, Hemocultivos, Radiografias de térax si hay dificultad
. . .y . , . . .o 242526
respiratoria, Puncion lumbar si hay sintomas relacionados a meningitis :
El contaje leucocitario puede ser normal en la tercera parte de los recién

nacidos infectados. La neutropenia es el dato del recuento leucocitario que mejor

predice la sepsis, no obstante, su sensibilidad no supera el 70%. La



trombocitopenia puede estar presente en la infeccion pero su sensibilidad como

test diagnostico es muy baja’*%’.

La mayoria de los exdmenes de screening tienen poco valor predictivo positivo;
por lo que el aislamiento bacteriano de un liquido corporal central es el método
mas especifico para diagnosticar a la sepsis?>. El aislamiento de un
microorganismo en los hemocultivos es trascendente porque establece el

diagnéstico etioldgico de la bacteriemia®.

Es aislamiento del microorganismo de cualquier fluido biolégico confirma
definitivamente la infeccion por lo que, el estandar de oro es el hemocultivo, que
desgraciadamente tiene una baja sensibilidad. No existe en la actualidad una sola
prueba de laboratorio que, de forma aislada, haya demostrado adecuadas
sensibilidad y especificidad para identificar la infeccidn, lo que representa una
gran cantidad de sangre que debe extraerse del neonato, al cual no en pocas
ocasiones habra que transfundir®®?°. Siendo esta la importancia de la utilidad del

minihemocultivo que emplea tan solo de 200 a 300 yL de sangre.

3.1. HEMOCULTIVO

El hemocultivo es un examen para determinar la presencia de microorganismos

en la sangre, como bacterias, micobacterias u hongos, se realiza con la adicion de



sangre en una preparacion especial (infusidon de extractos de carne y peptona, con
la adicion de otros reactivos) incubado en ambiente controlado de 1 a 7 dias. Para
que las bacterias crezcan adecuadamente, el medio debe reunir una serie de
condiciones como: temperatura, grado de humedad, grado de acidez o alcalinidad

y presion de oxigeno adecuadas; asi como contener los nutrientes necesarios®".

La indicacion clasica para la obtencion de hemocultivos es la sospecha de

sepsis en pacientes con o sin foco aparente de infeccion.

3.1.1. TRADICIONAL

En el hemocultivo tradicional se emplea el medio de infusion cerebro corazon,
conteniendo un 0.0025 a 0.05% de polianetol sulfonato de sodio (SPS), el cual
tiene un efecto anticoagulante e inhibe la actividad bactericida del suero y la
fagocitosis de los leucocitos, inactiva el complemento, neutraliza lisozimas y

antibiéticos aminoglucosidos**'.

Los hemocultivos se clasifican segun el sitio de toma de la muestra en:
centrales o periféricos; segun el paciente en: pediatrico, adulto. Existen tres tipos
de sistemas de hemocultivos que son: convencionales 0 manuales,

semiautomatizados y en sistemas automatizados®.



|CL;“nSII- CACION DE LOS HEMOCULT ‘.-'CISI
SEGUN TIPO SEGUN TOMA SEGUN TIPO DE SEGUN LA
DE PACIENTE DE LA MUESTRA MICROORGANISMO METODOLOGIA

Wianuales
Adulto Fenfencos Bactenas Semi
anaerobicas automatizados
Amunocompetente Bactenas Automatizados
rashidiosas
AMUNGSURMIdo Micobactenas

Profesionales de la Seccion Bacteriologia General, Dra. Patricia Garcia C.* y Carlos Pérez C.*
*Pontificia Universidad Catdlica de Chile

Es realizado mediante puncion estéril venosa o arterial, incubado de 5 a 7 dias.
La sensibilidad para la identificacion de sepsis neonatal es de 50-80%; el 2.7% de

los neonatos con sepsis clinica tienen hemocultivo positivo; por lo que un



hemocultivo positivo con un microorganismo patégeno es diagnéstico de sepsis;
sin embargo un hemocultivo negativo no descarta la enfermedad®?*. No todos los
hemocultivos positivos son clinicamente significativos; se acepta un porcentaje de

contaminacion que varia entre 2 a 3%*.

Es imprescindible tomar 2 hemocultivos antes de iniciar el tratamiento
antibidtico asi se trate solo de sospecha de infeccion. La positividad de los
hemocultivos en septicemia evidente es menor al 50%'. La positividad del
hemocultivo mejora mucho en rendimiento cuando la muestra es tomada de vena
periférica y mejor cuando se toman dos muestras de venas distintas; cuando
existe sospecha de sepsis relacionada a catéter se realiza cultivo de sangre

obtenida del catéter®.

La dilucién de la sangre es necesaria con el fin de neutralizar las propiedades
bactericidas de la misma; se recomienda una dilucién 1 a 10. En recién nacidos y
prematuros el volumen de extraccion es de 1 a 5mL%.

En la actualidad existen equipos para la deteccion y recuperacion de los
microorganismos involucrados en el desarrollo de sepsis con la ventaja de
reduccion del tiempo de deteccidn, pero con la desventaja del volumen de muestra

que se requiere.

3.1.2. AUTOMATIZADO

El método convencional automatizado utilizado en el Hospital Infantil de

México "Federico Gémez" (HIMFG) para el diagndstico de sepsis es el sistema



BACTEC peds plus/F™BD>® (Foto 1), el cual requiere de 1 a 3 mL de sangre;
Tomando en cuenta el numero de hemocultivos que se le toman a los neonatos, y
las pruebas auxiliares de diagndstico como la biometria hematica, es frecuente
que los pacientes de neonatologia sean transfundidos®. Se calcula que el 80% de
los neonatos de bajo peso al nacer reciben al menos una transfusién durante su
estancia hospitalaria y el promedio de transfusiones en prematuros es de 8 a 10
en este lapso. El numero de transfusiones en neonatos criticamente enfermos se
asocia al volumen de sangre extraido para estudios de laboratorio; el volumen de
concentrado eritrocitario transfundido depende principalmente del tiempo de

estancia hospitalaria®-°.

Foto 1: Equipo BACTEC™ 9120

Las botellas de hemocultivo de BACTEC™ pediatrico (Foto 2), contienen un
medio de caldo enriquecido de digerido de soya-caseina con CO,, ademas de una

resina que permite neutralizar la carga de antimicrobianos que pudiera tener el



paciente al momento de la toma de la muestra como: ampicilina, aztreonam,
cefazolin, cefotaxime, cefoxitin, ceftriaxone, cefalotina, cloranfenicol,
ciprofloxacina, gentamicina, imipenem, estreptomicina y vancomicina®’. Las cuales
se incuban en equipo con agitaciéon constante con sistemas de monitoreo continuo
con deteccidon microbiana mediante el indice de CO, producido dentro de la

botella.

Foto 2: Hemocultivo BACTEC™ pediatrico

Cada botella contiene un censor que puede detectar aumentos de CO,
producido por el crecimiento de microorganismos; cada diez minutos el
instrumento verifica el aumento de la fluorescencia del censor, la que se relaciona
con cantidad de CO; presente. Si existen microorganismos en la muestra
inoculada en el frasco BACTEC™, estos metabolizaran los sustratos presentes en

el frasco y produciran CO,. Mayor fluorescencia del censor en el frasco producira



el aumento de CO,. El analisis del ritmo y monto del aumento del CO, hace que el
instrumento BACTEC™ de la serie fluorescente pueda determinar si el frasco es

positivo, es decir, que la muestra contiene organismos viables®®.

4. TRATAMIENTO

4.1. MEDIDAS GENERALES.

El tratamiento debe efectuarse en la Unidad de Cuidados Intensivos
Neonatales (UCIN), con monitoreo de constantes vitales y controles analiticos
frecuentes a fin de prevenir y/o detectar precozmente la presencia de
complicaciones. Inicialmente se mantendra a dieta absoluta, hidratacién, control
de temperatura, equilibrio hidroelectrolitico y se realizaran aspiraciones gastricas
repetidas, sobre todo en sepsis grave, para disminuir el riesgo de

broncoaspiracién. Se procurara un aporte glucidico-protéico por via parenteral®?*,

4.2. ANTIBIOTICOTERAPIA

La eleccion del antibiético depende de varios factores como son: el agente
etiolégico sospechado, susceptibilidad del microorganismo, capacidad de
penetracidén del antibiético en el SNC, toxicidad; asi como de la funcion hepatica y
renal del neonato y tolerancia del neonato a los farmacos®?>.

Los neonatos prematuros tienen organos inmaduros por lo que no pueden
tolerar algunos antibidéticos como lo hacen los neonatos nacidos a término. El
tratamiento antibiético empirico debe iniciarse inmediatamente después de

obtener las muestras para cultivos. Debe tenerse en cuenta la flora presuntamente



responsable y su susceptibilidad a los antibidticos. La mayoria de los

medicamentos se administran por via intravenosa (1V)®%%.

En la sepsis de transmision vertical, la antibidtico-terapia debe cubrir EGB,
enterobacterias (E. coli) lo cual se consigue con la asociacion ampicilina +
gentamicina en dosis de 100 a 200 mg/kg/dia. La utilizacién de ampicilina +
cefotaxima esta indicada cuando existe meningitis y cuando hay colonizacion del

canal vaginal con H. influenzae al final de la gestacion.

Cuando se trata de infeccidn bacteriana de transmision nosocomial, la
antibidtico-terapia debe ser efectiva frente a los gérmenes mas frecuentes
responsables (S. epidermidis, S. aureus, Enterococo, Klebsiella, Enterobacter y P.
aeruginosa). Se recomienda la asociacion de vancomicina o teicoplanina y un
aminoglicosido (gentamicina), teniendo en cuanta la sensibilidad de la flora

predominante®'%4°.

Una vez que el germen ha sido identificado por los cultivos y comprobada su
sensibilidad a los antibiéticos, la antibioterapia debe ser revisada y modificada en
funcion del antibiograma para reducir los riesgos en las alteraciones de la flora
normal®??.

La duracién del tratamiento ha sido establecida clasicamente en 10-14 dias
para la sepsis sin infeccion focal. Para la meningitis a gram-negativos se

recomienda mantener el tratamiento un minimo de 21 dias después de que el LCR

ha sido esterilizado y en la meningitis por EGB un minimo de 14 dias®.



El uso de antibidticos de amplio espectro puede alterar la flora intestinal y
aumentar la resistencia a los antibiéticos; esta alteracién puede aumentar el riesgo

de contraer enterocolitis necrotizante después de la interrupcion del tratamiento®.

4.3. TRATAMIENTO DE SOPORTE

La ventilacion mecanica esta indicada en sepsis con alteracién respiratoria
asociada y cuando la respiracién es ineficaz. Cuando se asocia choque séptico
con disfuncién miocardica es necesario recurrir al empleo de expansores
plasmaticos y aminas vasoactivas como dopamina, noradrenalina y epinefrina;

corregir trastornos de coagulacion con vitamina K y plasma fresco congelado®%>.



POBLACION

Pacientes con diagnostico probable de sepsis internados en la Unidad de
Cuidados Intensivos Neonatales “UCIN” del Hospital Infantil de México “Federico

Gomez".

HIM-1: Cuarenta y ocho hemocultivos obtenidos de Febrero a Abril del 2006.

HIM-3: Cincuenta hemocultivos obtenidos de Septiembre a Octubre del 2006.

CRITERIOS DE INCLUSION

1.- Pacientes con diagndéstico probable de sepsis.
2.- Toma de la muestra aséptica.

3.- Volumen en paralelo de la muestra para BACTEC™ y minihemocultivo.



CRITERIOS DE NO INCLUSION

1.- Pacientes sin sintomas o diagndstico presunto de sepsis.
2.- Cantidad de muestra obtenida insuficiente.
3.- Sin la toma de uno de los hemocultivos (minihemocultivo o BACTEC™).

4.- Toma de la muestra sin la asepsia adecuada.

CRITERIOS DE EXCLUSION

1.- Aislamiento de microorganismos contaminantes.
2.- Ruptura de esterilidad de la muestra.

3.- Perdida o ruptura del BACTEC™ o minihemocultivo



METODOS

9.1. Formulacién Del Minihemocultivo HIM-1

- Caldo BHI
- Tioglicolato al 0.1% (1g/1L de BHI)
- Citrato de sodio al 2% (20g/1L de BHI)

- Polienriquecimiento para gelosa chocolate (1L)

9.2. Preparacion del Medio Minihemocultivo HIM-1

1.- Adicionar 37g de infusion cerebro corazén en 500mL, mezclar cbp 1L,
calentar con agitacion.
2.- Adicionar al caldo BHI:
- Tioglicolato 1g
- Citrato de sodio 20g
- Polienriquecimiento 10 mL
3.- Esterilizar a 121°C por 15min
4.- Adicionar 1.8 mL a 200 viales de 2 mL
5.- Tapar con tapdn de hule
6.- Engargolar en forma manual
7.- Realizar la prueba de esterilidad: Incubar a 37°C por 24 hrs.

8.- Almacenar a 2-30°C



9.3. Formulacién Del Minihemocultivo HIM-3

- Caldo BHI

- Tioglicolato al 0.1% (1g/1L de BHI)

- Citrato de sodio al 2% (20g/1L de BHI)

- Polienriquecimiento para gelosa chocolate (1L)
- Polianetol Sulfonato de Sodio (SPS)

- Rojo de fenol

9.4. Preparacion del Medio Minihemocultivo HIM-3

1.- Pesar 9.75 g de infusién cerebro corazén (BHI), disolver cbp 250 mL,
calentar a ebullicién 1 min.
2.- Adicionar al caldo BHI:
- Tioglicolato de sodio (1%) 0.25 g
- Citrato de sodio (20%) 5.0 g
- Polienriquecimiento 2.5 mL
- Rojo de fenol (0.24%) 0.06 g
- SPS alos 250mL (0.2%) 50 mg
3.- Adicionar 1.0 mL a 200 viales
4.- Tapar con tapdn de hule y Esterilizar
120°C 15 Ib/in? por 15 min.
5.- Engargolar en forma manual
6.- Realizar la prueba de esterilidad: Incubar a 37°C por 24 hrs.

7.- Almacenar a 2-30°C



9.5. Métodos Estadisticos

Se utiliza la docima ji? para la comparacion de los resultados obtenidos del

HIM y BACTEC™ pediatrico®”.

La Ji* se calculd con la tabla de contingencia. Y se utilizd la formula de

correcciéon de Yates:

X2 = n ([ad - bc] — n/2)?
(a+b) (c+d) (a+c) (b+d)

a = pacientes positivos BACTEC™
b = pacientes positivos HIM-1
¢ = pacientes negativos BACTEC™
d = pacientes negativos HIM-1
n = numero total de pacientes

Tabla de contingencia

a b a+b
c d c+d
atc | b+d n




La especificidad y sensibilidad fueron calculadas con las férmulas:

Especificidad = verdaderos negativos
verdaderos + falsos
negativos positivos

Sensibilidad = verdaderos positivos
verdaderos + falsos
positivos negaitivos

Utilizando las siguientes tablas de contingencia:

SEPSIS SEPSIS HIM

BACTEC™ | + | - HIM + - BACTEC™ | + -

PROCEDIMIENTO

10.1. Frecuencia de microorganismos

Se realizo la revision retrospectiva de los microorganismos mas frecuentes
causantes de sepsis de los afos 2002, 2003 y 2004 de los resultados obtenidos
por el Laboratorio de Bacteriologia del Laboratorio Central del Hospital Infantil de

México “Federico Gomez” HIMFG. (Ver Tabla I, Grafico 1).

Estos microorganismos se utilizan como estandar para realizar el control de
calidad a los hemocultivos desarrollados en el Hospital Infantii de México

“Federico Gémez” HIM-1 y HIM-3; ya que son los mas frecuentes en la sepsis en



el HIMFG vy se trata de comprobar que el HIM-1 y el HIM-3 son capaces de

soportar su crecimiento.

10.2. Control de calidad sugerido para el sistema automatizado

Ademas para el control de calidad de los minihemocultivos se utilizan las
cepas con las que se realiza el control de calidad del equipo automatizado

BACTEC 9120 Becton Dickinson, las cuales son:

- Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
- Clostridium perfringens ATCC 13124

- Haemophylus influenzae ATCC 10211. (Ver Tabla X).

10.3. Control de calidad del minihemocultivo

Para el control de calidad, es necesario tener a las cepas ATCC en su fase
logaritmica para lo cual se realizan siembras de las mismas en gelosa sangre
cada 24 horas. Las cuales fueron: Staphylococcus aureus ATCC 43300,
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Escherichia coli ATCC 25422, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Clostridium
perfringens ATCC 13124, Haemophylus influenzae ATCC 10211, Enterococcus

spp y Staphylococcus epidermidis silvestres.

De la ultima siembra se prepara una suspension al 0.5 de Mac Farland en el

VITEK colorimeter Biomerieux® (Foto 3), con el objeto de tener una concentracion



de 1x10%® UFC/mL, de la cual se realiza una dilucion 1:100 en solucion salina
fisiologica para obtener 1x10® UFC/mL, de esta primera se hace una segunda
dilucion 1:100 para tener 1x10* UFC/mL, se realiza una tercera dilucion 1:100 con

el fin de tener 1x10> UFC/mL es decir de 100 a 200 colonias. (Diagrama 1).

Foto 3: VITEK colorimeter Biomerieux®

DIAGRAMA 1.

Diluciones Para El Control De Calidad De Minihemocultivos HIM-1 Y HIM-3



Suspension al 0.5 de Mac
Farland 1x10°UFC

Dil 1 100 uL en 9.9mL de SSF
1x10° UFC

100 pL en 9.9mL de SSF .
1x10* UFC

. 100 uL en 9.9mL de SSF
1x10° UFC

\/i\/\)

10.4. Cuenta viable en placa

De la segunda dilucion de cada cepa (concentracién final 1x10* UFC/mL) se

inoculan 10uL en placa de gelosa sangre por duplicado con el fin de realizar una



cuenta viable de 100 a 200 UFC/mL y corroborar que las diluciones y la viabilidad
fueron las adecuadas. Se incuban las placas en condiciones adecuadas para cada
microorganismo, para aerobios a 37°C durante 24 horas y para anaerobios 37°C
5% de CO, durante 24h. Se lee el numero de colonias que se desarrollan y se
informa la cuenta final de UFC/mL correspondiente para cada cepa bacteriana.

(Diagrama 2). (Ver Tablas Il y VII).

DIAGRAMA 2.

Cuenta Viable En Placa.

Dilucion 2
1x10* UFC/mL

C Por duplicado )_\_C Inocular 10 uL en placa de
gelosa sangre

Incubar a 37°C en aerobiosis
En anaerobiosis 37°C 5% CO,
por 24h.

—

\_/

Leer numero de colonias e
informar cuenta final de
UFC/mL

\_/

10.5. Control de calidad




De la tercera dilucién de cada cepa (concentracion final 1x10? UFC/mL) se
inoculan 200uL a los viales de minihemocultivo (Foto 4), los cuales son incubados
en condiciones adecuadas de crecimiento para cada microorganismo, para
aerobios a 37°C durante 24, 48 0 72 horas y para anaerobios 37°C 5% de CO; por
24, 48 6 72 horas. A las 24 horas se realiza una siembra en placa de gelosa
sangre, por duplicado tomando una alicuota de 100 uL, con el fin de realizar una
cuenta viable. Se incuban las placas en condiciones adecuadas de crecimiento
durante 24 horas. Se lee el numero de colonias que se desarrollan y se informa la
cuenta final de UFC/mL correspondiente para cada cepa bacteriana. Obteniendo
las UFC/mL minimas que evidencian los hemocultivos, ya sea BACTEC™ o HIM-1

y HIM-3. (Diagrama 3). (Ver Tablas Il y VIII).

Foto 4: Inoculacién de minihemoultivos

DIAGRAMA 3.




Inoculaciéon De Minihemocultivos HIM-1 Y HIM-3

Dilucién 3
1x102 UFC/mL

Inocular 200 pL a vial de
minihemocultivo

Incubar a 37°C en aerobiosis 24h
En anaerobiosis 37°C 5% CO;
24h

a2 () (O
U U

( Por duplicado

Inocular 100 L en placa de
aelosa sanare

\_/

Incubar a 37°C en aerobiosis 24 h
En anaerobiosis 37°C 5% CO, 24h.

\_/

Leer nimero de colonias e informar
cuenta final de UFC/mL

/\/\i

\_/
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Una vez evidenciado el crecimiento en las placas de gelosa sangre se procede
a la identificacion del microorganismo por medio de la realizacién de un frotis y las
pruebas bioquimicas tradicionales correspondientes; asi como el sistema de
identificacion de tarjeta VITEK BIOMERIEUX® (Foto 5). De esta manera se
comprueba la viabilidad y permisividad de crecimiento de los microorganismos
aislados en el minihemocultivo, los cuales podrian ser los causantes de la sepsis

neonatal diagnosticada.

A)

B)
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Foto 5: Tarjetas VITEK® de identificacion. A) Sin muestra. B) Con muestra

10.6. Determinacion de la sensibilidad de los minihemocultivos

HIM-1y HIM-3

Para demostrar que el minihemocultivo soporta el crecimiento de cocos gram
positivos se realiza la inoculacion de una concentracion de 1x10® UFC/mL hasta
1x10?> UFC/mL en un volumen final de 200uL, a cada vial, por duplicado. Los
cuales se incuban en condiciones adecuadas de crecimiento para cada
microorganismo, para aerobios a 37°C durante 24, 48 o 72 horas. Posterior a las
24 hrs. se realiza una siembra en placa de gelosa sangre en condiciones estériles
y por duplicado tomando una alicuota de 100 pL, con el fin de realizar una cuenta
viable en placa. Se Incuban las placas en condiciones adecuadas de crecimiento
durante 24 horas. Se lee el numero de colonias que se desarrollan y se informa la
cuenta final de UFC/mL correspondiente para cada cepa bacteriana. Ver Tablas IV

y IX.

10.7. Muestras de pacientes.

Comparacion del BACTEC™ contra Minihemocultivo HIM

Se tomaron muestras de pacientes internados en la Unidad de Cuidados
Intensivos Neonatales (UCIN) del Hospital Infantil de México “Federico Goémez”,
Firmandose previamente la carta de consentimiento informado por los padres o

tutor legal de los neonatos. Ver Anexo llI.
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Los viales son inoculados con 200 a 300 pL de sangre del neonato con
diagndstico probable de sepsis (Foto 6). Se incuban en aerobiosis a 37°C, a las 24
hrs. se realiza del vial un frotis y siembra a ciegas en gelosa sangre. Esto se
realiza cada 24 hrs. con el fin de determinar la positividad de los viales. Cuando
sea positivo el frotis y en la placa se detecte crecimiento se realizan las pruebas
bioquimicas tradicionales correspondientes asi como el empleo de la tarjeta VITEK
BIOMERIEUX® para la identificacidn del microorganismo causante de la sepsis; si

al 7° dia el vial sigue siendo negativo, se reporta como negativo a los 7 dias.

Foto 6: Minihemocultivos de pacientes

Paralelamente a la inoculacion del vial se inocula la botella del hemocultivo
comercial BACTEC™ pediatrico, el cual es procesado en el equipo BACTEC 9120
peds/F™BD con la técnica provista por el fabricante Beckton-Dickinson. Lo cual
sirve para tener un control con el cual verificar la funcionalidad del
minihemocultivo, ya que el BACTEC™ pediatrico es un hemocultivo
estandarizado. Ver Tablas V y VI.

10.8. Toma De Producto:
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Preparar los hemocultivos comerciales BACTEC™ pediatrico y los
minihemocultivos.

Solicitar a los médicos de la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales
“‘UCIN” del Hospital Infantil de México “Federico Gomez”, tomar la
muestra de sangre con jeringa en el momento de sospecha de sepsis
(presencia de fiebre), e inocular cambiando la aguja de la jeringa en el
vial de HIM de 200 a 300 pL de sangre y a la botella BACTEC™
pediatrico de 1 a 3mL de sangre (Foto 7). Agitando suavemente para la
homogenizacion de las muestras.

Incluir en la solicitud del estudio: nombre completo del paciente, fecha y
hora de la toma, edad, registro del paciente, diagndstico.

(Diagrama 4).

Foto 7: Hemocultivo BACTEC™ y Minihemocultivo
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DIAGRAMA 4.

Toma De Muestra De Pacientes De La UCIN.

Protocolo a seguir para la toma de muestras de
pacientes de la UCIN

C

Etiquete y limpie el

minihemocultivo y
botella BACTEC™ J

Nombre del Paciente, Registro
| Dia, hora v sitio de toma

( Eleccion y asepsia de la piel )

I & .,
| @ Extraccion de la muestra )

( Cambio de aguja e introducir )7

( 0.2 mL al minihemocultivo ) ( 1.0 mL al BACTEC )

Incubacion a 35-37°C con aguja Incubacion en equipo
estéril en el tapon BACTEC 9120
Incubadora en Bacteriologia de Equipo en Bacteriologia de
Laboratorio Central Laboratorio Central
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10.9. Incubacién De Los Hemocultivos:

- Loa viales de minihemocultivo:

o0 En condiciones de esterilidad:
= colocar una aguja estéril en los viales de minihemocultivo
* introducirlos en la incubadora a 37°C en condiciones de
aerobiosis (Foto 8A).
= Cada 24 horas realizar un frotis con tincién de Gram y

siembra a ciegas para evidenciar crecimiento microbiano.

- Las botellas de BACTEC™ pediatrico:

0 se incuban en el equipo BACTEC 9120 peds plus/F™BD (Foto
8B), el cual cuenta con un lector y un dispositivo electronico que
registra la positividad de las botellas y lo presenta en un monitor.

(Diagrama 4).

A)
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Hemotuirivos U—TE-._.LNH .
“NO TocAR™ i

B)

Foto 8: Incubaciéon de hemocultivos A) Incubacion a 37°C.
B) Incubacién en equipo BACTEC™ 9120

10.10. Aislamiento Del Agente Microbiano de Minihemocultivo y BACTEC™:
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Cuando se ha detectado un hemocultivo positivo se procede de la siguiente

manera:

- Agitar suavemente la botella

- Retirar con jeringa aproximadamente 0.4 mL del medio.

o Colocar una gota sobre el portaobjetos.
» Dejar secar y fijar a la flama.
» Realizar tincién de Gram.

= Observar al microscopio.

o Con el resto de la muestra colocar una gota en placas de:
» Gelosa chocolate, Gelosa sangre y Agar McConkey.
= Estriar para aislar colonias.
» Incubar a 37°C por 24hrs la Gelosa sangre y McConkey

= Incubar a 37°C por 24hrs en atmédsfera de CO, Gelosa

chocolate.

10.11. Identificacion Del Agente Microbiano:

- Revision de las placas después de la incubacion

18



- Realizar tincion de Gram a las colonias

- Bacilos Gram negativos:

0 Realizar una suspension al 0.5 de Mac Farland e inocular la
tarjeta VITEK BIOMERIEUX® (Foto 9), para bacilos gram
negativos

o0 Inocular tubos para pruebas bioquimicas tradicionales e

incubarlos a 37°C por 24 horas.

e MIO

e KLIGER
o LIA

e Urea

e Citrato de Simmons

- Cocos Gram Positivos
0 Realizar una suspension al 0.5 de Mac Farland e inocular la
tarjeta VITEK BIOMERIEUX® (Foto 9), para cocos gram positivos
0 Inocular tubos para pruebas bioquimicas tradicionales e

incubarlos a 37°C por 24 horas.

e Coagulasa

e Manitol

A)

19



B)

Foto 9: A) Equipo VITEK BIOMERIEUX®. B) Tarjetero del equipo VITEK®
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RESULTADOS

Frecuencia de microorganismos

De los datos resientes disponibles se tiene que los microorganismos mas
frecuentes en la sepsis en el HIMFG en el periodo 2002-2004 fueron:
Estafilococos coagulasa negativa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Enterococcus spp, Pseudomonas aeruginosa vy

Streptococcus pneumoniae (Tabla I. Grafico 1)

Tabla IA: Frecuencia de microorganismos presentes en sepsis 2002

Microorganismos Frecuentes en el HIMFG 2002

MICROORGANISMO PORCENTAJE %
Staphylococcus coag neg 33.45
Escherichia coli 7.81
Klebsiella pneumoniae 6.11
Pseudomonas aeruginosa 4.07
Enterococcus spp 3.74
Staphylococcus aureus 3.40
Streptococcus pneumoniae 2.38

Grafico 1A: Frecuencia de microorganismos 2002
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Tabla IB: Frecuencia de microorganismos presentes en sepsis 2003

Microorganismos Frecuentes en el HIMFG 2003

MICROORGANISMO PORCENTAJE %
Staphylococcus coag neg 35.65
Escherichia coli 6.39
Klebsiella pneumoniae 5.40
Enterococcus spp 4.40
Staphylococcus aureus 3.84
Pseudomonas aeruginosa 3.55
Streptococcus pneumoniae 1.14

Grafico 1B: Frecuencia de microorganismos 2003
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Tabla IC: Frecuencia de microorganismos presentes en sepsis 2004

Microorganismos Frecuentes en el HIMFG 2004

MICROORGANISMO PORCENTAJE %
Staphylococcus coag neg 33.98
Klebsiella pneumoniae 6.99
Escherichia coli 6.02
Staphylococcus aureus 4.10
Enterococcus spp 3.86
Pseudomonas aeruginosa 3.86
Streptococcus pneumoniae 2.65




Grafico 1C: Frecuencia de microorganismos 2004
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Tabla ID: Frecuencia de microorganismos presentes en sepsis 2002-04

Microorganismos Frecuentes en el HIMFG Periodo 2002-2004

MICROORGANISMO PORCENTAJE %
Staphylococcus coag neg 34.36
Escherichia coli 6.74
Klebsiella pneumoniae 6.16
Enterococcus spp 4.08
Pseudomonas aeruginosa 3.82
Staphylococcus aureus 3.78
Streptococcus pneumoniae 2.05




Grafico 1D: Frecuencia de microorganismos periodo 2002-04
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MINIHEMOCULTIVO HIM-1:

Cuenta viable en placa

La cantidad de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL),
obtenidas en la cuenta viable en placa, para el control de calidad del

minihemocultivo HIM-1 se encuentran en la Tabla Il.

Tabla Il: Cuenta Viable en Placa

Cuenta Viable En Placa HIM-1

PLACA MEDIO DIL ALICUOTA | CUENTA CON. REAL
K. pneumoniae GS 10¢ 10 uL 36/55 46 x 104 UFC/ mL
Staph. aureus GS 104 10 uL 149/144 147 x 10* UFC/ mL
S. epidermidis GS 104 10 uL 153/171 | 162 x 104 UFC/mL
Enterococcus spp GS 104 10 uL 45/43 44 x 104 UFC / mL
E. coli GS 104 10 uL 17126 22 x 104 UFC / mL
Ps. Aeruginosa GS 104 10 uL 35/64 50 x 104 UFC / mL



St Pneumoniae | GS | 10 10uL 3/5 4 104 UFC/ mL

GS = Gelosa sangre

Control de calidad

Los microorganismos que se desarrollaron satisfactoriamente en el
minihemocultivo HIM-1 fueron: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus spp y Clostridium perfringens en una
concentracién de 1x10®> UFC/mL. Y no soporté el crecimiento de los
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Streptococcus pneumoniae

a una concentracion de 1x10? UFC/mL. (Tabla 1)

Tabla I11: Control de calidad realizado a minihemocultivos HIM-1

MINIHEMOCULTIVO HIM -1

CONCENTRACION 1 X 102 UFC/ mL
MICROORGANISMO DESARROLLO TIEMPO DE DETECCION
K. pneumoniae Crecimiento 24 hrs
S. aureus Sin crecimiento 7 dias
S. epidermidis Sin crecimiento 7 dias
Enterococcus spp Crecimiento 24 hrs.
E. coli Crecimiento 24 hrs.
P. aeruginosa Crecimiento 24 hrs.
C. perfringens Crecimiento 24 hrs.
S. pneumoniae Sin crecimiento 7 dias




Determinacion de la sensibilidad de los minihemocultivos HIM-1

En las diluciones al limite de las cepas de S. epidermidis y S. aureus se tiene

que los viales de minihemocultivo HIM-1 soportan el crecimiento de los cocos en

concentraciones iguales o superiores de 1x10° UFC/mL y no permite el desarrollo

en concentraciones iguales o menores de 1x10* UFC/mL. (Tabla IV).

Tabla IV: Dilucién al limite.

MINIHEMOCULTIVOS del HIMFG HIM -1

ler 2do 3er

DIL | PASE | ALICUOTA | CUENTA | PASE | ALICUOTA | CUENTA | PASE | ALICUOTA | CUENTA
S. epidermidis | 108 | 24 hrs 100 uL in/in
Staph. aureus | 108 | 24 hrs 100 uL in/in
S. epidermidis | 106 | 24 hrs 100 uL 1441158
Staph. aureus | 106 | 24 hrs 100 uL 125/133 . e e e
S. epidermidis | 104 | 24 hrs 100 uL sin/sin | 48 hrs. 100 uL sin/sin | 72 hrs. 100 uL sin/sin
Staph. aureus | 104 | 24 hrs 100 uL sin/sin | 48 hrs. 100 uL sin/sin | 72 hrs. 100 uL sin/ sin
S. epidermidis | 102 | 24 hrs. 100 uL sin/sin | 48 hrs. 100 uL sin/sin | 72 hrs. 100 uL sin/sin
Staph. aureus | 102 | 24 hrs 100 uL sin/sin | 48 hrs. 100 uL sin/sin | 72 hrs. 100 uL sin/sin

in = colonias incontables
sin = sin desarrollo

Hemocultivos de pacientes

Se trabajaron con 20 pacientes de los cuales se obtuvieron 48 hemocultivos

debido a que algunos pacientes requirieron de mas de un hemocultivo,



obteniéndose: Un minihemocultivo HIM-1 positivo para E. coli asi como su
correspondiente botella BACTEC™. De las 47 muestras restantes se obtuvieron
10 hemocultivos BACTEC™ positivos para Staphylococcus epidermidis y sus
minihemocultivos HIM-1 correspondientes fueron negativos. Tres hemocultivos
BACTEC™ resultaron positivos para Staphylococcus haemolyticus y sus

correspondientes minihemocultivos HIM-1 fueron negativos (Tabla V).

Tabla V: Hemocultivos BACTEC™ y Minihemocultivos HIM-1
de Pacientes ""UCIN"

MINIS HIM -1 Y BACTEC™ DE PACIENTES "UCIN"

NUMERO DE
HEMOCULTIVOS HIM -1 BACTEC™ MICROORGANISMO SEPSIS
POR PACIENTE AISLADO
1 1 POS 1 POS Escherichia coli Presente
7 7 NEG 4 POS Staphylococcus epidermidis Presente
6 6 NEG 2 POS Staphylococcus epidermidis Presente
5 5 NEG 4 POS Staphylococcus  epidermidis Presente
5 5 NEG 3 POS Staphylococcus haemolyticus Presente
3 3 NEG 3 NEG e Ausente
3 3 NEG 3 NEG e Ausente
3 3 NEG 3 NEG e Ausente
2 2 NEG 2 NEG e Ausente
2 2 NEG 1 POS Staphylococcus epidermidis Presente
2 2 NEG 2 NEG . Ausente
1 1 NEG 1 NEG . Ausente
1 1 NEG 1 NEG . Ausente
1 1 NEG 1 NEG . Ausente
1 1 NEG 1 NEG e Ausente
1 1 NEG 1 NEG e Ausente
1 1 NEG 1 NEG e Ausente




1 1 NEG 1 NEG Ausente
1 1 NEG 1 NEG Ausente
1 1 NEG 1 NEG Ausente

NEG = Hemocultivo negativo
POS = Hemocultivo positivos

Tabla VI: Comparacién preliminar de resultados del hemocultivo BACTEC™ pediatrico

vs minihemocultivo HIM-1 (Ji’°=7.1 p=0.5)

BACTEC™ PEDIATRICO VS HIM-1

BACTEC™ HIM-1 N° DE MUESTRAS % MICROORGANISMO
POSITIVAS
POSITIVO POSITIVO 1 2.08 Escherichia coli
POSITIVO NEGATIVO 10 20.83 Staphylococcus
epidermidis
POSITIVO NEGATIVO 3 6.25 Staphylococcus
haemolyticus

MINIHEMOCULTIVO HIM-3:

Cuenta viable en placa

La cantidad de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL),
obtenidas en la cuenta viable en placa, para el control de calidad del

minihemocultivo HIM-3 se encuentran en la Tabla VII.

Tabla VII: Cuenta Viable en Placa

Cuenta Viable en Placa HIM - 3

PLACA MEDIO DIL ALICUOTA | CUENTA CON. REAL
K. pneumoniae GS 104 10 uL 86/93 90 x 104 UFC / mL
Staph. aureus GS 104 10 uL 167/172 | 170 x 104 UFC/mL
S. epidermidis GS 104 10 uL 143/156 | 150 x 104 UFC/mL
H. influenzae GC 10 10 uL 43/38 93 x 104 UFC / mL
Enterococcus spp GS 104 10 uL 75/ 64 70 x 104UFC/ mL




E. coli GS 104 10uL 96/103 | 100 x 104 UFC / mL
Ps. Aeruginosa GS 104 10 uL 95/83 89 x 104 UFC / mL
St. Pneumoniae GS 104 10 uL 5/12 8.5 x 104 UFC/mL

GS = Gelosa sangre
GC = Gelosa chocolate

Control de calidad

Los microorganismos

gue se desarrollaron

satisfactoriamente en

el

minihemocultivo HIM-3 a concentraciones de 1x10° UFC/mL, 1x10° UFC/mL,

1x10* UFC/mL y 1x10°® UFC/mL fueron: Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Enterococcus spp. Y no soportd el

crecimiento de Streptococcus pneumoniae, Haemophylus influenzae y Clostridium

perfringens. (Tabla VIII).

Tabla VIII: Control de calidad realizado a minihemocultivos HIM-3

MINIHEMOCULTIVO HIM -3

CONCENTRACIONES
1X102UFC/ mL, 1x104UFC/ mL
1x108 UFC/mL y 1x108 UFC/mL

MICROORGANISMO DESARROLLO TIEMPO DE DETECCION
K. pneumoniae Crecimiento 24 hrs
H. influenzae Sin crecimiento 7 dias
Enterococcus spp Crecimiento 24 hrs.
E. coli Crecimiento 24 hrs.
P. aeruginosa Crecimiento 24 hrs.




C. perfringens

Sin crecimiento

7 dias

S. pneumoniae

Sin crecimiento

7 dias

Determinacién de la sensibilidad de los minihemocultivos HIM-3

El minihemocultivo HIM-3 soporta el crecimiento de los Staphylococcus aureus

en concentraciones mayores o iguales a 1x10* UFC/mL vy de los Staphylococcus

epidermidis en concentraciones mayores o iguales a 1x10° UFC/mL. (Tabla IX).

Tabla IX: Dilucion al limite

MINIHEMOCULTIVOS del HIMFG HIM -3

ler 2do 3er

DIL | PASE | ALICUOTA | CUENTA | PASE | ALICUOTA | CUENTA | PASE | ALICUOTA | CUENTA
S. epidermidis | 108 | 24 hrs 100 uL in/in
Staph. aureus | 108 | 24 hrs 100 uL in/in
S. epidermidis | 108 | 24 hrs 100 uL 196/ 203
Staph. aureus | 108 | 24 hrs 100 uL in/in . e e .
S. epidermidis | 104 | 24 hrs 100 uL sin/sin | 48 hrs. 100 uL sin/sin | 72 hrs. 100 uL sin/sin
Staph. aureus | 104 | 24 hrs 100 uL 87171
S. epidermidis | 102 | 24 hrs. 100 uL sin/sin | 48 hrs. 100 uL sin/sin | 72 hrs. 100 uL sin/ sin
Staph. aureus | 102 | 24 hrs. 100 uL sin/sin | 48 hrs. 100 uL sin/sin | 72 hrs. 100 uL sin/sin

in = colonias incontables
sin = sin desarrollo



Hemocultivos de pacientes

Se trabajaron con 19 pacientes de los cuales se obtuvieron 50 hemocultivos
debido a que algunos pacientes requirieron de mas de un hemocultivo,
obteniéndose: Un minihemocultivo HIM-3 positivo para Streptococcus spp asi
como su correspondiente hemocultivo BACTEC™. Dos minihemocultivos HIM-3
positivos para Enterobacter cloacae y sus correspondientes hemocultivos
BACTEC™. Un minihemocultivos HIM-3 positivo para Klebsiella pneumoniae y su
correspondiente hemocultivo BACTEC™. De las 46 muestras restantes se
obtuvieron 9 hemocultivos BACTEC™ positivos para Staphylococcus epidermidis

y sus minihemocultivos HIM-3 correspondientes fueron negativos. (Tabla X).

Tabla X: Hemocultivos BACTEC™ y Minihemocultivos HIM-3 de Pacientes ""UCIN""

MINIS HIM - 3 Y BACTEC™ DE PACIENTES "UCIN"

NUMERO DE
HEMOCULTIVOS HIM - 3 BACTEC™ MICROORGANISMO SEPSIS
POR PACIENTE AISLADO
3 1 POS 1 POS Streptococcus spp Presente
2 NEG 1 POS Staphylococcus epidermidis
2 1 POS 1 POS Enterobacter cloacae Presente
1 NEG 1 POS Staphylococcus epidermidis
3 1 POS 1 POS Enterobacter cloacae Presente
5 1 POS 1 POS Klebsiella pneumoniae Presente
6 6 NEG 6 NEG Ausente
5 5 NEG 2 POS Staphylococcus epidermidis Presente
4 4 NEG 2 POS Staphylococcus epidermidis Presente
4 4 NEG 4 NEG e Ausente
3 3 NEG 3 NEG Presente




NEG = Hemocultivo negativo
POS = Hemocultivo positivos

3 3 NEG 2 POS Staphylococcus epidermidis Presente
2 2 NEG 2 NEG Presente
2 2 NEG 2 NEG Ausente
2 2 NEG 2 NEG Ausente
1 1 NEG 1 NEG . Ausente
1 1 NEG 1 POS Staphylococcus epidermidis Presente
1 1 NEG 1 NEG Ausente
1 1 NEG 1 NEG Ausente
1 1 NEG 1 NEG Ausente
1 1 NEG 1 NEG Ausente

Tabla XI: Comparacién preliminar de resultados del hemocultivo BACTEC™ pediatrico

vs minihemocultivo HIM-3 (Ji’>=5.74 p=0.5)

BACTEC™ PEDIATRICO VS HIM-3

BACTEC™ HIM-3 N° DE MUESTRAS % MICROORGANISMO
POSITIVAS
POSITIVO POSITIVO 1 2.0 Streptococcus spp
POSITIVO NEGATIVO 9 18.0 Staphylococcus
epidermidis
POSITIVO POSITIVO 2 4.0 Enterobacter cloacae
POSITIVO POSITIVO 1 2.0 Klebsiella pneumoniae




Control de calidad sugerido para el sistema automatizado

En la realizacion del control de calidad sugerido para los hemocultivos
comerciales BACTEC™ pediatrico y realizado a los minihemocultivos HIM-1 y
HIM-3; se tiene que el BACTEC™ vy el HIM-3 no soportan el crecimiento de

anaerobios como Clostridium perfringens y el HIM-1 si permite su desarrollo.

(Tabla XII).

Tabla XIl.: Resultados del CC del BACTEC™ vy hemocultivos HIM-1y HIM-3

VALIDACION DE: HIM-1, HIM-3 Y BACTEC™

CEPAS ATCC ATMOSFERA DE HIM-1 HIM-3 BACTEC™
CRECIMIENTO

Pseudomonas aerobiosis Incontables Incontables Incontables
aeruginosa

Streptococcus aerobiosis 0 Sin crecimiento | Sin crecimiento Incontables
pneumoniae 5% 02y 5a 10% CO;

Haemophylus 5% 02y 5a 10% CO2 Sin crecimiento | Sin crecimiento Incontables
influenzae
Clostridium anaerobiosis Gas Pak System incontables Sin crecimiento | Sin crecimiento
perfringens 5% 02y 5 a 10% CO2



Comparacion de la sensibilidad de minihemocultivos HIM-1 y HIM-3

En el control de calidad realizado a los minihemocultivos HIM-1 y HIM-3 con los
microorganismos mas frecuentes causantes de sepsis en el HIMFG, se tiene que
ambos minihemocultivos soportan el crecimiento de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Enterococcus spp a
concentraciones minimas de 1x10> UFC/mL y no evidencia el crecimiento del
Streptococcus pneumoniae a las concentraciones probadas. El Staphylococcus
aureus se desarrolla en el HIM-3 en una concentracién de 1x10*UFC/mL y en el
HIM-1 de 1x10°UFC/mL. El Staphylococcus epidermidis se desarrolla en ambos

minihemocultivos a una concentracién de 1x10°UFC/mL. (Tabla XIII).

Tabla XIll1: Comparacién De Sensibilidad De Deteccion
Del HIM-1Y HIM-3

SENSIBILIDADES DE DETECCION DEL HIM-1 VS HIM-3

CEPAS HIM-1 HIM-3 MEJOR MEDIO
K. penumoniae 1x102 UFC/mL 1x102 UFC/mL AMBOS
Ps. Aeruginosa 1x102 UFC / mL 1x102 UFC/mL AMBOS
Enterococcus spp 1x102 UFC / mL 1x102 UFC/ mL AMBOS

E. coli 1x102 UFC/ mL 1x102 UFC/mL AMBOS
St. pneumoniae Sin crecimiento Sin crecimiento NINGUNO




H. influenzae Sin crecimiento 1x108 UFC / mL HIM-3

C. perfringens 1x102 UFC/mL Sin crecimiento HIM-1
S. aureus 1x108 UFC / mL 1x104 UFC / mL HIM-3

S. epidermidis 1x108 UFC / mL 1x108 UFC / mL AMBOS

DISCUSION

La formulacion de los minihemocultivos HIM-1 y HIM-3 tienen una utilidad
comparable con el BACTEC™ cuando los agentes causales de sepsis son bacilos

gram negativos.

Cuando los principales agentes causantes de sepsis como Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis se encuentran en minimas concentraciones;
el BACTEC™ pediatrico tiene una mayor sensibilidad de deteccién de 10> UFC/mL

en comparacién con el minihemocultivo HIM-1 que es de 10° UFC/mL y en el



minihemocultivo HIM-3 para Staphylococcus epidermidis es de 10° UFC/mL y para

el Staphylococcus aureus es de 10* UFC/m.

El minihemocultivo HIM-1 presenta una ventaja sobre el BACTEC™ al ser un
medio eficiente en el desarrollo de microorganismos anaerobios como el
Clostridium perfringens en comparacion con el BACTEC™ pediatrico el cual no
soporta el crecimiento de microorganismos anaerobios; no obstante para este
sistema, si se tiene la sospecha de un anaerobio se inocula la muestra en un

hemocultivo especial BACTEC™ para anaerobios.

Analisis estadistico

La recuperacion del BACTEC™ pediéatrico fue del 39% y la sensibilidad del
58.33% contra una sensibilidad del 4.16% del minihemocultivo HIM-1 en el campo
clinico. Ambos presentan la misma especificidad reflejado en el analisis de la
docima Ji? para muestras pequefias (correccién de Yates) en la cual el resultado
obtenido no evidencia diferencia al 99.5% de confianza entre ambas

metodologias.

En la comparacién del minihemocultivo HIM-3 con el BACTEC™ pediétrico, la
recuperacion del BACTEC™ fue del 29% vy la sensibilidad del 41.93% contra una
recuperacion del 8% y una sensibilidad del 9.75% del minihemocultivo HIM-3 en el

campo clinico.



Es un método que tiene una recuperacion de 3.25 veces menor que la del
BACTEC™ pediatrico debido a que en el minihemocultivo HIM-3 no se recuperan
los microorganismos del genero Staphylococcus en una concentracion de 107

UFC/mL.

La formulacion del HIM-3 monofasico presenta una mayor sensibilidad en la
deteccion de microorganismos causantes de sepsis y por consiguiente mayor
utilidad con respecto al minihemocultivo HIM-1 para el diagnéstico de sepsis
neonatal debido a que contiene un inhibidor de la fagocitosis en las células y de
antibioticos como el SPS a diferencia de la formulacion del HIM-1 que no lo
contiene. La adicion del rojo de fenol no fue trascendente debido a la baja

concentracion del mismo en la formulacion.

El sistema automatizado BACTEC™ 9120 maneja un monitoreo constante de
fluorescencia basal, la cual aumenta a medida de que existan productos
metabolicos de las bacterias en crecimiento en las botellas de hemocultivo por lo
que la deteccidén de positividad de las mismas es detectable en menor tiempo
desde 7 horas, que el de los minihemocultivos manuales HIM-1 y HIM-3, los
cuales se evidencian hasta la realizacion de una tincion de gram y siembra en

pase ciego hasta las 24 horas.

Se fabric6 un lote de minihemocultivo bifasico HIM-2 el cual fue descartado
para la realizacion de su validacion debido al gran porcentaje de contaminacion,
(38%); esta contaminacioén fue atribuida a que los viales son manipulados dos
veces para la adicion de los medios en fase sélida y liquida. Por lo que la dificultad
en su produccién que trasciende en la gran contaminacién de dichos



minihemocultivos bifasicos, y en base a la escasa utilidad del medio solido, se
decidié no utilizarlo, por lo que se fabricé el HIM-3 con la misma formulacién, sélo
gue monofasico.



CONCLUSION

Los minihemocultivos HIM-1 y HIM-3 presentan ventajas significativas en

comparacion con el sistema automatizado BACTEC™ pediatrico, las cuales son:

- Cantidad de muestra: Al requerir de 200 a 300uL de sangre.

- Facilidad: En la elaboracion al ser disefiados como medios monofasicos

por la nula contaminacion.

- Economia: Al ser fabricados en el laboratorio sin equipamiento sofisticado,

solo con una campana de flujo laminar.

Se ha logrado obtener un método auxiliar para el diagnostico de sepsis
neonatal, que son los minihemocultivos HIM-1 y HIM-3 gracias a su capacidad de
deteccidn de las principales bacterias causantes de la misma y mejorando la
cantidad de unidades formadoras de colonias detectables para cocos gram

positivos.

Las unidades formadoras de colonias detectables para bacilos gram negativos
son comparables entre los minihemocultivos HIM-1 y HIM-3 con el BACTEC™

pediatrico de 10> UFC/mL. Sin embargo para los cocos gram positivos como



Staphylococcus, el HIM-3 tiene una sensibilidad de 10* UFC/mL y el HIM-1 de 10°

UFC/mL en comparacién con el BACTEC™ de 10? UFC/mL.

Los minihemocultivos no son Utiles para evidenciar el crecimiento de bacterias
de dificil crecimiento como Streptococcus pneumoniae y Haemophylus influenzae
los que afortunadamente no son agentes importantes en la nosologia de la sepsis

neonatal.

Los minihemocultivos son de gran utilidad en el diagndstico de sepsis neonatal
debido a la gran ventaja de disminuir el volumen total de sangre extraida a los
neonatos y de esta forma disminuir el nimero de transfusiones realizadas a los

pacientes de neonatologia.
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ANEXO [

Cuadro I: Seguimiento De Hemocultivos HIM-1 Y BACTEC™

DIA/ DIA/ DIA/
SITIO DE HORA DIA/HORA N° HORA HORA
N° | REGISTRO | TOMA DE TOMA | POSITIVO | GRAM | MICROORGANISMO | BACTEC TOMA POSITIVO | GRAM | MICROORGANISMO
1 CENTAL | 20-feb-06 | 21/02/2006 bg- E. coli 778 20/02/2006 | 21-feb-06 bg- E. coli
17:00 10:00 23/02/2006 10:00 23/02/2006
2 777543 PERIF 20-feb-06 | neg 7 dias N N 788 20/02/2006 | 21-feb-06 | cg+ | Staph. epidermidis +
23:59 23:59 27/02/2006
3 777635 PERIF 23-feb-06 neg 7 dias N N 827 23/02/2006 | neg 7 dias N N
14:30 14:30
4 777336 PERIF 25-feb-06 | neg 7 dias N N 873 25/02/2006 | neg 7 dias N N
7:00 7:00
5 777644 27-feb-06 | neg 7 dias N N 926 | 27/02/2006 | neg 7 dias N N
19:50 19:50
6 777582 PERIF 4-mar-06 neg 7 dias N N 95 04/03/2006 | neg 7 dias N N
0:38 0:38
7 777722 PERIF 4-mar-06 neg 7 dias N N 104 04/03/2006 | neg 7 dias N N
13:50 13:50
8 777543 PERIF 5-mar-06 neg 7 dias N N 115 05/03/2006 | neg 7 dias N N
1:15 1:15
9 777582 PERIF 7-mar-06 neg 7 dias N N 160 07/03/2006 | neg 7 dias N N
24:00 /8 24:00:00
10 | 777710 PERIF 10-mar-06 | neg 7 dias N N 244 10/03/2006 | neg 7 dias N N
11 777747 PERIF 10-mar-06 | neg 7 dias N N 237 10/03/2006 | neg 7 dias N N
12 777543 PERIF 13-mar-06 | neg 7 dias N N 294 13/03/2006 | 15-mar-06 | cg+ | Staph. epidermidis +
17:00 17:00 17/03/2006
13 777543 PERIF 16-mar-06 | neg 7 dias N N 388 16/03/2006 | 20-mar-06 | cg+ Staph. epidermidis
20:30 20:30 24/03/2006
14 | 777786 PERIF 16-mar-06 | neg 7 dias N N 301 16/03/2006 | neg 7 dias N N
23:00 23:00
15 | 777784 PERIF 18-mar-06 | neg 7 dias N N 433 18/03/2006 | neg 7 dias N N
20:00 20:00
16 777748 PERIF 20-mar-06 | neg 7 dias N N 472 20/03/2006 | neg 7 dias N N
14:00 14:00
17 777747 | CENTRAL | 20-mar-06 | neg 7 dias N N 490 20/03/2006 | neg 7 dias N N
1:00 1:.00
S. epidermidis
18 777747 PERIF 21-mar-06 | neg 7 dias N N 493 21/03/2006 | 22-mar-06 | cg+ 27/03/06
5:30 5:30
19 777537 PERIF 21-mar-06 | neg 7 dias N N 494 21/03/2006 | neg 7 dias N N
5:40 5:40
20 | 777784 PERIF 22-mar-06 | neg 7 dias N N 523 | 22/03/2006 | neg 7 dias N N
4:30 4:30
21 777789 | CENTRAL | 22-mar-06 | neg 7 dias N N 554 22/03/2006 | neg 7 dias N N
19:00 19:00
22 777336 | CENTRAL | 22-mar-06 | neg 7 dias N N 556 22/03/2006 | 23-mar-06 | cg+ S. epidermidis
19:00 19:00 28/03/2006
23 777821 PERIF 26-mar-06 | neg 7 dias N N 652 26/03/2006 | neg 7 dias N N
17:00 17:00
24 777890 ARTE 27-mar-06 | neg 7 dias N N 660 27/03/2006 | neg 7 dias N N
0:30 0:30




Continuacion del Cuadro I. Seguimiento de Hemocultivos HIM-1 Y BACTEC™

DIA/ DIA/ DIA/
SITIO DE HORA DIA/HORA N° HORA HORA
N° | REGISTRO | TOMA DE TOMA | POSITIVO | GRAM | MICROORGANISMO | BACTEC TOMA POSITIVO | GRAM | MICROORGANISMO
25 | 777890 PERIF 27-mar-06 | neg 7 dias N N 661 | 27/03/2006 | neg 7 dias N N
0:30 0:30
CAT VE
26 777821 CE 27-mar-06 | neg 7 dias N N 663 27/03/2006 | neg 7 dias N N
1:00 1:00
27 | 777821 ARTE 27-mar-06 | neg 7 dias N N 664 | 27/03/2006 | neg 7 dias N N
1:00 1:00
28 777336 | CENTRAL | 27-mar-06 | neg 7 dias N N 666 27/03/2006 | 28-mar-06 | cg+ Staph. epidermidis
11:26 11:26 31/03/2006
29 | 777543 PERIF 28-mar-06 | neg 7 dias N N 701 | 28/03/2006 | neg 7 dias N N
5:30 5:30
LINEA
30 777620 ART 28-mar-06 | neg 7 dias N N 708 28/03/2006 | 30-mar-06 | cg+ S. haemolyticus
22:00 22:00 31/03/2006
31 777620 PERIF 28-mar-06 | neg 7 dias N N 709 28/03/2006 | 30-mar-06 | cg+ S. haemolyticus
22:00 22:00 31/03/2006
32 777709 PERIF 29-mar-06 | neg 7 dias N N 715 29/03/2006 | neg 7 dias N N
4:20 4:20
33 777543 | CENTRAL | 28-mar-06 | neg 7 dias N N 702 28/03/2006 | 29-mar-06 | bg. No esporulados
17:30 17:30 pb. Cont 30/03/06
34 | 777543 | CENTRAL | 30-mar-06 | neg 7 dias N N 764 | 30/03/2006 | 31-mar-06 | cg+ Staph. epidermidis
12:25 12:25 04/04/2006
35| 777336 | CENTRAL | 30-mar-06 | neg 7 dias N N 765 | 30/03/2006 | neg 7 dias N N
12:00 12:00
36 777336 PERIF 30-mar-06 | neg 7 dias N N 766 30/03/2006 | neg 7 dias N N
11:50 11:50
37 777786 | CENTRAL | 30-mar-06 | neg 7 dias N N 769 30/03/2006 | neg 7 dias N N
21:00 21:00
38 777786 PERIF 30-mar-06 | neg 7 dias N N 771 30/03/2006 | neg 7 dias N N
21:00 21:00
39 777620 | CENTRAL | 31-mar-06 | neg 7 dias N N 787 31/03/2006 | 31-mar-06 | cg+ S. haemolyticus
14:20 14:20 04/04/2006
40 777789 PERIF 3-abr-06 neg 7 dias N N 859 03/04/2006 | 4-abr-06 cg+ Staph. epidermidis
12:20 12:20 8h 06/04/2006
41 | 777728 PERIF 3-abr-06 neg 7 dias N N 867 | 03/04/2006 | neg 7 dias N N
14:00 14:00
42 777789 | CENTRAL | 3-abr-06 neg 7 dias N N 868 03/04/2006 | 4-abr-06 cg+ Staph. epidermidis
18:00 18:00 8h 06/04/2006
43 | 777789 PERIF 5-abr-06 neg 7 dias N N 899 | 05/04/2006 | 06/04/2006 | cg+ Staph. epidermidis
9:20 9:20 10/04/2006
44 | 777859 | CENTRAL | 5-abr-06 neg 7 dias N N 901 | 05/04/2006 | neg 7 dias N N
8:45 8:45
45 | 777789 | CENTRAL | 5-abr-06 neg 7 dias N N 912 05/04/2006 | 06/04/2006 | cg+ Staph. epidermidis
18:20 18:20 10/04/2006
46 777336 PERIF 5-abr-06 neg 7 dias N N 913 05/04/2006 | neg 7 dias N N
17:40 17:40
47 | 777537 PERIF 5-abr-06 neg 7 dias N N 924 | 05/04/2006 | neg 7 dias N N
2110 21:10
48 | 777882 PERIF 9-abr-06 neg 7 dias N N 999 | 09/04/2006 | neg 7 dias N N
10:30 10:30




ANEXO

[I: Cuadro Il: De Seguimiento De Hemocultivos HIM-3 Y BACTEC™

DIA/ DIA/ DIA/ DIA/
SITIO DE HORA HORA N° HORA HORA
N° | REGISTRO | TOMA | DETOMA | POSITIVO | GRAM | MICROORGANISMO | BACTEC | TOMA | POSITIVO | GRAM | MICROORGANISMO
1 778189 PERIF | 07-sep-06 | neg 7 dias N N 493 | 07/09/2006 N N N
4:20 4:20
2 778112 PERIF 7-sep-06 | 08/09/2006 | bg- | Enterobacter cloacae 495 07/09/2006 | 7-sep-06 bg- | Enterobacter cloacae
4:45 11/09/2006 4:45 11/09/2006
3 778442 | CENTRAL | 7-sep-06 | neg 7 dias N N 502 | 07/09/2006 N N N
12:30 12:30
4 778189 PERIF 9-sep-06 | neg 7 dias N N 550 09/09/2006 N N N
23:15 23:15
5 778251 | CENTRAL | 10-sep-06 | neg 7 dias N N 10/09/2006 N N N
18:00 18:00
6 778336 PERIF | 18-sep-06 | neg 7 dias N N 775 18/09/2006 | 19-sep-06 | cg+ Staph eidermidis
18:30 18:30 22/09/2006
7 778189 PERIF | 18-sep-06 | 19/09/2006 | bg- K. pneumoniae 763 18/09/2006 | 19-sep-06 | bg- K. pneumoniae
12:00 19/09/2006 12.00 19/09/2006
8 778572 PERIF 3-oct-06 | 04/10/2006 | bg- | Enterobacter cloacae 166 03/10/2006 | 4-oct-06 bg- | Enterobacter cloacae
17:20 06/10/2006 17:20 06/10/2006
9 778532 PERIF 3-oct-06 | neg 7 dias N N 171 | 03/10/2006 N N N
22:40 22:40
10 778123 | CENTRAL | 4-oct-06 | neg 7 dias N N 172 04/10/2006 | 5-oct-06 cgt Staph eidermidis
1:00 1:00 09/10/2006
11 778428 | CENTRAL | 4-oct-06 | neg 7 dias N N 174 | 04/10/2006 N N N
3:20 3:20
12 778428 PERIF 4-oct-06 | neg 7 dias N N 175 | 04/10/2006 N N N
3:15 315
13 778443 PERIF 5-0ct-06 | neg 7 dias N N 198 | 05/10/2006 N N N
10:30 10:30
14 773498 PERIF 4-oct-06 | neg 7 dias N N 186 | 04/10/2006 N N N
13:00 13:00
15 778251 PERIF 5-0ct-06 | neg 7 dias N N 202 | 05/10/2006 N N N
11:.00 11:00
16 778252 PERIF | 05-oct-06 | neg 7 dias N N 218 | 05/10/2006 N N N
12:30 12:30
17 778527 | CENTRAL | 6-oct-06 | neg 7 dias N N 239 | 06/10/2006 N N N
19:30 19:30
18 778317 PERIF 9-oct-06 | 11/10/2006 | cg+ 279 09/10/2006 | 12-oct-06 | cg+ Streptoccocus spp
19 778428 PERIF 9-oct-06 | neg 7 dias N N 282 09/10/2006 N N N
20 778123 PERIF 9-oct-06 | neg 7 dias N N 289 09/10/2006 | 10-oct-06 | cg+ Staph eidermidis
9:09 9:09 12/10/2006
21 778251 PERIF 9-oct-06 | neg 7 dias N N 290 | 09/10/2006 N N N
11:30 11:30
22 778112 PERIF 10-0ct-06 | neg 7 dias N N 312 10/10/2006 | 11-oct-06 | cg+ Staph eidermidis
10:00 10:00 13/10/2006
23 887428 11-0ct-06 | neg 7 dias N N 355 11/10/2006 N N N
19:00 19:00




Continuacion del Cuadro Il Seguimiento De Hemocultivos HIM-3' Y BACTEC™

DIA/ DIA/ DIA/ DIA/
SITIO DE HORA HORA Ne HORA HORA
N° | REGISTRO | TOMA | DE TOMA | POSITIVO | GRAM | MICROORGANISMO | BACTEC | TOMA | POSITIVO | GRAM | MICROORGANISMO
24 778572 | CENTRAL | 12-oct-06 | neg 7 dias N N 375 12/10/2006 N N N
11:00 11:00
25 778572 PERIF 12-oct-06 | neg 7 dias N N 376 12/10/2006 N N N
11:00 11:00
26 778607 PERIF 12-oct-06 | neg 7 dias N N 378 12/10/2006 N N N
13:30 13:30
27 778317 PERIF 12-0ct-06 | neg 7 dias N N 381 12/10/2006 | 16-oct-06 | cg+ Staph eidermidis
19:30 19:30 17/10/2006
28 778184 PERIF 12-oct-06 | neg 7 dias N N 396 12/10/2006 N N N
20:30 20:30
29 778387 PERIF 13-oct-06 | neg 7 dias N N 409 13/10/2006 N N N
13:45 13:45
30 778428 15//10/06 | neg 7 dias N N 435 15/10/2006 N N N
10:00 10:00
31 778496 PERIF 15-oct-06 | neg 7 dias N N 447 15/10/2006 N N N
11:15 11:15
32 778123 PERIF 15-oct-06 | neg 7 dias N N 448 15/10/2006 N N N
11:45 11:45
33 778317 PERIF 15-oct-06 | neg 7 dias N N 452 15/10/2006 N N N
15:00 15:00
34 778618 | CAT UMB | 16-oct-06 | neg 7 dias N N 465 16/10/2006 N N N
1:00 1:00
35 772123 PERIF 17-oct-06 | neg 7 dias N N 504 | 17/10/2006 N N N
36 778602 PERIF 17-oct-06 | neg 7 dias N N 517 17/10/2006 N N N
18:15 18:15
37 778443 | CENTRAL | 17-oct-06 | neg 7 dias N N 524 | 17/10/2006 N N N
19:20 19:20
38 778527 | CENTRAL | 18-oct-06 | neg 7 dias N N 531 18/10/2006 | 19-oct-06 | cg+ Staph eidermidis
4:15 4:15 23/10/2006
39 778393 PERIF 18-oct-06 | neg 7 dias N N 542 18/10/2006 N N N
19:30 19:30
40 778579 PERIF 18-oct-06 | neg 7 dias N N 544 | 18/10/2006 N N N
20:20 20:20
41 718420 PERIF 18-oct-06 | neg 7 dias N N 545 18/10/2006 N N N
21:00 21:00
42 778602 PERIF 19-oct-06 | neg 7 dias N N 552 19/10/2006 N N N
1:35 1:35
43 778189 PERIF 19-oct-06 | neg 7 dias N N 555 19/10/2006 N N N
10:00 10:00
44 778618 PERIF 19-oct-06 | neg 7 dias N N 557 19/10/2006 N N N
8:00 8:00
45 778227 PERIF 20-oct-06 | neg 7 dias N N 577 20/10/2006 | 23-oct-06 | cg+ Staph eidermidis
12:20 12,2 24/10/2006
46 778393 PERIF 20-oct-06 | neg 7 dias N N 587 20/10/2006 | 23-oct-06 | cg+ Staph eidermidis

24/10/2006




Continuacion del Cuadro Il Seguimiento De Hemocultivos HIM-3 Y BACTEC™

DIA/ DIA/ DIA/ DIA/
SITIO DE HORA HORA N° HORA HORA

N° | REGISTRO| TOMA DE TOMA | POSITIVO | GRAM | MICROORGANISMO | BACTEC TOMA POSITIVO | GRAM | MICROORGANISMO
47 778393 PERIF 23-oct-06 | neg 7 dias N N 631 23/10/2006 | 24-oct-06 | cg+ Staph eidermidis

14:00 14:00 25/10/2006
48 778123 PERIF | 23-oct-06 | neg 7 dias N N 636 23/10/2006 N N

18:15 18:15
49 778943 PERIF 23-oct-06 | neg 7 dias N N 637 23/10/2006 N N

18:44 18:44
50 778943 | CENTRAL | 23-oct-06 | neg 7 dias N N 640 23/10/2006 N N

20:15 20:15




ANEXOII
SECCION i
Material:

- Frasco vial de 2 mL.

- Tapdn de goma del N°. 2

- Gargola del Ne. 2

- Jeringade 1,3y 20 mL.

- Matraz elermeyer de 500 mL.

- Tubo de ensaye de 16 x 150 mm.

- Asa de siembra bacteriolégica.

- Porta objetos.

- Cajas de petri

- Micropipetas de 1 a 10uL y 10 a 200uL
- Botellas de hemocultivo BACTEC™ pediatrico

- Generador de anaerobiosis: GENbag anaer. Biomerieux.

Equipo:

- Engargoladora de 13mm

- Autoclave.

- Incubadora de COs.

- VITEK Colorimeter Biomeireux®

- Incubadora a 37°C.

- BACTEC™ 9120 Becton Dickinson
- VITEK BIOMERIEUX®

- Balanza analitica.

- Gradilla.

- Mechero Bunsen.

- Campana de flujo laminar



SECCION ii

Reactivos Comerciales:

- CALDO INFUSION CEREBRO CORAZON:

Marca: BD BIOXON Infusién Cerebro Corazén
Lote: 30H11221

Caducidad: 2006-08-01

Registro N°: 0108R82 SSA 5009

- ROJO DE FENOL:

Marca: BBL™ Phenol Red Broth Base
Lote: 5237727

Caducidad: 2009-07-31

Referencia: 211506 500g

- POLIANETOL SULFONATO DE SODIO.

Marca: SIGMA® SPS
Lote: 035k0152 CAS 22963-78-5
Referencia: P2008-1G

- POLIENRIQUECIMIENTO:

Marca: Erlic™® Enriguecimiento GC. Suplemento para medios de cultivo.
Lote: GC031204050
Caducidad: 2007-12-15

- TIOGLICOLATO DE SODIO:

Lote: 3006K6TGS
Caducidad: 13-NOV-89
Catalogo: 164.2



- AGAR INFUSION CEREBRO CORAZON:

Marca: BD BIOXON Infusion Cerebro Corazén
Lote: 11F14732

Caducidad: 2008-06-09

Registro N°. 0125R83 SSA

- CITRATO DE SODIO:

Marca: J.T BAKER
Lote: M-22118
Referencia: 3646



SECCION iii

Reactivos Preparados En El Laboratorio:

- Agua destilada.

- Solucion salina fisiolégica

- Gelosa sangre.

- Gelosa chocolate.

- Agar McConkey.

- Plasma sanguineo humano.

- Pruebas bioquimicas en tubo de: Citrato de Simmons, Medio de Ureasa,
Kligler, MIO, LIA, Bilis esculina, Leche tornasol, Cloruro de sodio al 6.5%.

- Caldo manitol.

- Colorantes de Gram.

- Reactivo de Ehrlich.

SECCION iv
Cepas ATCC:
- Staphylococcus aureus ATCC 43300
- Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
- Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
- Escherichia coli ATCC 25422
- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
- Clostridium perfringens ATCC 13124
- Haemophylus influenzae ATCC 10211
- Enterococcus faecalis ATCC 29212

- Staphylococcus epidermidis silvestre.



ANEXO IV

Hoja de consentimiento informado

Carta De Consentimiento Informado Para Participar En El Estudio De
Investigacion
Utilizacion De Secuencias Geondmicas Panespecificas Bacterianas Para
Discriminar Infeccién Bacteriana De Viral

Investigador.- Dr. Guillermo del Rey Pineda. Investigador en Ciencias Médicas,
adscrito al Laboratorio de Virologia del HIM “FG”

Objetivo y Antecedentes

Es un estudio en el que se pretende comparar los métodos de diagndstico
usuales de detecciéon de infeccion contra uno de Biologia Molecular, que ha
demostrado en la literatura que tiene mayor capacidad de detectar a los
agentes causantes de la infeccién, por lo que la infeccion puede ser detectada
en una fase mas temprana y/o mas rapidamente que los procedimientos
usuales.

Procedimientos

Si consiento en participar sucedera lo siguiente:

1.- Responderé a preguntas sobre la historia clinica del paciente, que durara si
procede aproximadamente 15 minutos.

2.- Se extraeran 0.5 mL (medio mililitro) extra de sangre o de otro liquido
biolégico para el ensayo.

3.- Se realizaran los ensayos usuales de deteccion de infeccion, segun los haya
solicitado el médico tratante.

4.- Se le informara del resultado del ensayo de Biologia Molecular, el cual no
tendrd ningun costo extra para Ud.

Beneficios

Es posible que el método de Biologia Molecular ayude a tomar medidas mas
tempranas para tratar el diagnéstico, asi como también es posible que no
produzca un beneficio en ese momento y que el resultado junto con el de otros
pacientes sirva para evaluar su utilidad.

Riesgos

En términos generales el tomar medio mililitro de sangre o liquido biolégico no
conlleva ningun riesgo para el paciente, sin embargo si el médico tratante indica
por cualquier motivo que no es conveniente el hacerlo, automaticamente no se
tomara la muestra.

El paciente serd monitoreado en el area de UCIN, por si apareciera algun efecto
colateral.



Alternativas

Puede no participar en el estudio y al paciente se le tomaran los estudios que
indique el médico tratante, sin embargo si decide participar puede ser que el
resultado ayude al tratamiento del paciente.

Confidencialidad

Los resultados de todas las pruebas del estudio se discutiran con Ud. o el
médico tratante. Con excepcion de esta revelacion toda la informacion obtenida
en este estudio sera considerada confidencial y serd usada sélo a efectos de
investigacion. La identidad del paciente serd mantenida confidencial en la
medida en que la ley lo permita.

, colaborador en el proyecto de investigacion,
ha discutido esta informacion conmigo, y se ha ofrecido a responder a mis
preguntas. Si tengo mas preguntas, puedo ponerme en contacto con él en el
teléfono 5228-9917 ext 1211 o con la Dra. Dina Villanueva coautora del
proyecto en el mismo teléfono.

Derecho a rehusar o Abandonar

La participacion del paciente en el estudio es enteramente voluntaria y Ud.
como su padre y/o madre es libre de rehusar a tomar parte o abandonar en
cualquier momento el estudio, sin afectar ni poner en peligro la atencion médica
futura.

Consentimiento

Consiento en participar en este estudio. He recibido una copia de este impreso
y he tenido la oportunidad de leerlo.

Nombre del Padre o Madre
Firma
Firma del Colaborador del proyecto o clinico
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