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RESUMEN

Las bacteremias representan hoy por hoy un problema de salud publica
importante; la progresiva incidencia de bacteremia es un reflejo de la creciente
gravedad de la poblacién hospitalizada como de la mayor frecuencia, complejidad
y agresividad de las maniobras diagnésticas y terapéuticas requeridas por estos
enfermos ya que incrementan la mortalidad del paciente asi como los costos de

Hospitalizacion.

Se llevo a cabo un estudio retrospectivo en la Sociedad de Beneficencia Espafiola
(Hospital espafiol) ubicado en México Distrito Federal, durante un periodo de cinco
afios que comprendio de Enero del afio 2000 a Diciembre del 2004.

Se analizaron 10,885 muestras de hemocultivo. En pacientes adultos, y en
pacientes pediatricos; no se considero el sexo, edad, nacionalidad o tipo de
padecimiento, el Unico requisito fue que por sus signos y sintomas pudieran

padecer una infeccion sistémica para poder ser considerada como bacteremia.

Se empled un sistema de cultivo de sangre no convencional automatizado
BACTEC 9120 de la serie fluorométrica con el propésito de obtener un resultado

mas rapido y confiable.

Del total de muestras realizadas para hemocultivo solo un total de 1028 resultaron
positivos de las cuales el 46.78 % corresponden a microorganismos
gramnegativos, el 41.92 % a grampositivos, el 9.24 % a levaduras siendo
Candida albicans la de mayor frecuencia ya que ha aumentado significativamente

en los ultimos afos y finalmente el 2.04 % a bacterias anaerobias.



Los resultados permitieron observar que los microorganismos causantes de
bacteremias han sido siempre los mismos entre una institucion publica con una
privada y lo que es diferente es la frecuencia con la que se presentan en dichas
instituciones; una de las areas donde se encontré mayor nimero de casos fue la
de cuidados intensivos, por lo que una institucion privada debera de tener mayor
control sobre estas infecciones, pero se concluye que deberdan de implementar
mayor cuidado en los procedimientos higiénico sanitarios para evitar este tipo de
infecciones, asi como concientizar al personal médico y paramédico para la

unificacién de criterios.



INTRODUCCION

Los microorganismos que mas comunmente causan enfermedades en los
humanos son las bacterias, provocando graves problemas de salud pudiendo
aumentar la morbilidad y en ocasiones la mortalidad de los pacientes, razén por la
cual se deben proveer todas las medidas necesarias en el ambiente de un hospital
El empleo de implementos invasivos, como tubos endotraqueales, catéteres
intravasculares, sondas intracraneales etc., alteran la inmunidad del paciente y
amplifican el potencial de colonizacion por bacterias intrahospitalarias e

incrementan significativamente la vulnerabilidad para la infeccion.

La presencia de bacterias en el torrente sanguineo llega aparecer en algunas
etapas de varios padecimientos infecciosos, e incluso en actividades cotidianas
como defecacion o cepillado de los dientes en personas sanas, la mayor parte de
las veces se trata de bacteremias transitorias que son rapidamente controladas

por los mecanismos de defensa del huésped.

Es importante que el médico tenga la capacidad de reconocer al paciente
candidato a una probable bacteremia a través de sus signos y sintomas,
realizando estudios de laboratorio para confirmar su sospecha. Estos estudios
pueden ser biometria hematica, gasometria arterial, proteina C reactiva, pruebas

de coagulacion etc., sin olvidar el estudio mas importante que es el hemocultivo.

El hemocultivo establece el diagnostico etiolégico de la bacteremia y permite
conocer la sensibilidad del microorganismo causal a los antimicrobianos. La
eficacia del hemocultivo depende de diversos factores como el momento de toma
de las muestras, el nimero de muestras, la técnica de asepsia adecuada para
extraer la sangre, el volumen hematico extraido, el manejo adecuado de los

especimenes por el laboratorio, las caracteristicas del medio de cultivo empleado,



el sistema utilizado para detectar el crecimiento bacteriano y la capacidad del
analista clinico para interpretar los resultados. No todos los laboratorios cuentan
con la infraestructura ni con los medios necesarios para poder dar un adecuado
seguimiento a un probable caso de bacteremia. En consecuencia, los reportes de
la frecuencia bacteriana en hemocultivos reflejan poco la realidad pudiendo

ocultar probables epidemias.

El estudio se realiz6 en una institucion privada utilizando un sistema de deteccion
de crecimiento bacteriano no convencional y automatizado BACTEC 9120 de la
serie fluorométrica; haciendo un estudio retrospectivo de la frecuencia bacteriana
en las diferentes areas hospitalarias e identificando a los microorganismos mas
frecuentes con el fin de proporcionar datos para la vigilancia de problemas de
control de infecciones y para agilizar la identificacion de microorganismos
permitiendo el funcionamiento adecuado de cada area del hospital, del equipo de

trabajo y del personal que labora dentro de este.
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3.1 ANTECEDENTES HISTORICOS
Por mas de un siglo, las infecciones nosocomiales se han considerado un
problema critico que afecta la calidad del cuidado de la salud, asi como una
principal fuente de resultados adversos; el control moderno de la infeccion se
basa en el trabajo de Ignaz Phillip Semmelweis, quien en 1840 demostré la
importancia de la adecuada higiene de las manos para controlar la transmision de
la infeccién en los hospitales. EIl primer trabajo sobre infecciones nosocomiales
publicado en 1843, corresponde a Oliver Wendell Holmes, en el cual se sugiere
por primera vez el papel que los médicos y el personal de atencion tienen en la
aparicion de complicaciones hospitalarias. Hasta 1848, Ignaz Phillip Semmelweis
publica sobre las causas de fiebre puerperal e introduce las primeras medidas
preventivas, a través del lavado de manos; medida que hasta la fecha es
considerada como la méas importante para el control de las infecciones
nosocomiales. Décadas después, Louis Pasteur inicia la ciencia de la

bacteriologia y Joseph Lister instituye las bases de la cirugia aséptica. *

Alrededor de 1948 después de la euforia que despertd la aplicacion exitosa de
antibioticos en las infecciones piogenas, particularmente las causadas por
Staphylococcus aureus, se presentaron los primeros casos de cocos resistentes al
antibiotico. La generalizacion de los accidentes infecciosos en heridas quirdrgicas

provocé el cierre de algunas instituciones y servicios quirdrgicos.?

En los afos cincuenta, el interés por las infecciones postoperatorias, producidas
en su mayor parte por Staphylococcus aureus, se multiplicé a escala mundial, lo
que inicid la formacion de comités de vigilancia tanto a nivel de institucion como
nacional. En 1970, fue reconocida la importancia de las infecciones nosocomiales
por los Centros para el Control de Enfermedades de EUA (CDC, por sus siglas en
inglés), medida que tuvo importante repercusion en America Latina. En 1978, la

Joint Commission of Accreditation of Health Care Organizations (La Comisién de



Acreditacion de las Organizaciones de Cuidado de la Salud) publicé los
estandares de acreditacion del control de la infeccidn, creando un impetu y una
necesidad para que los hospitales proveyeran apoyo administrativo y financiero
para programas para su control. En México, es hasta la década de 1980, en que
Ponce de Ledn condujo programas de vigilancia en los Institutos Nacionales de
Salud.!

Para este mismo afio se detectd un cambio de cocos grampositivos por bacilos
gramnegativos resistentes a diferentes antibioticos, por ejemplo; la Escherichia
coli multirresistente fue a su vez sustituida por Pseudomonas aeruginosa,y por
diferentes especies de Enterobacter y Klebsiella, con incursion ocasional de otros
géneros de enterobacterias. Al final del decenio de los ochentas se incremento el
uso de procedimientos invasivos apareciendo en casi todos los hospitales del
mundo infecciones por estafilococos coagulasa negativo (S. epidermidis y S.
hemolyticus), hasta entonces considerados comensales sin importancia medica
llegando a ser patogenos letales. Una de las complicaciones mas aterradoras que
pueden aparecer después de una infeccién es una bacteremia. %3

3.2 BACTEREMIA

Es la presencia de bacterias en estado de multiplicacion activa en el torrente
sanguineo, con liberacion de productos toxicos para el huésped y capacidad de

producir infecciones en diversos 6rganos y sistemas. *

3.2.1 CLASIFICACION DE BACTEREMIAS
Las bacteremias se clasifican intrahospitalariamente como primarias Yy
secundarias:
a) Bacteremia primaria: se define como la identificacion de un microorganismo
en un hemocultivo en pacientes hospitalizados, o dentro de los primeros tres
dias posteriores al egreso, con manifestaciones clinicas de infeccion y en

quienes no es posible identificar una fuente infecciosa que explique los



sintomas. Los principales sitios de infeccion primaria que generan la
bacteremia son: vias urinarias, infeccion endovascular, infecciones de vias
respiratorias bajas, infeccion intraabdominal, heridas quirdrgicas e

infecciones de la piel y tejidos blandos. >’

b) Bacteremia secundaria: es la que se presenta con sintomas de infeccién
localizada a cualquier nivel, con hemocultivo positivo. Se incluyen aqui
candidemias y bacteremias secundarias a procedimientos invasivos tales
como angiografia coronaria, colecistectomias, hemodialisis, cistoscopias y
colangiografias. En caso de contar con la identificacion del microorganismo
del sitio primario, debe ser el mismo que el encontrado en sangre. En
pacientes que egresan con sintomas de infeccion hospitalaria y desarrollan
bacteremia  secundaria, ésta deberd considerarse = nosocomial

independientemente del tiempo del egreso. "®

Las bacteremias reflejan los mecanismos de ingreso de las bacterias al torrente
sanguineo pudiendo ser:

a) Bacteremia transitoria: puede producirse cuando los microorganismos, a
menudo comprendidos en la flora normal, se introducen a la sangre. Se
ha sugerido que la bacteremia transitoria es una condicion cotidiana,
gue se produce casi siempre que el individuo cepilla sus dientes de
forma violenta o tiene un movimiento intestinal. ®

b) Bacteremia intermitente: a menudo sobreviene cuando las bacterias de
un sitio infectado son liberadas en forma espasmaédica en la sangre. Estos
sitios pueden ser abscesos extravasculares no drenados, cavidades
empiémicas o infecciones difusas por ej. (celulitis, peritonitis, artritis
séptica). &%

C) Bacteremia continua: habitualmente se presenta en casos en que los
microorganismos tienen acceso directo al torrente sanguineo, como
endocarditis bacteriana, fistulas arteriovenosas infectadas, implante de

catéteres intraarteriales, canulas permanentes, en la etapa temprana de



3.2.2

AN NN N

AN

<N X X

3.2.3

fiebre tifoidea, brucelosis y leptospirosis. La fuente de infeccion puede no

estar determinada hasta en un tercio de las bacteremias. 1%

FACTORES DE RIESGO MAS COMUNES QUE PUEDEN INDUCIR A LA
BACTEREMIA™:

Edad ( es mas frecuente en pacientes prematuros, neonatos y geriatricos)

Trastornos vasculares

Uso de farmacos citotoxicos que causan granulocitopenia®

Perdida de barreras cutdneas (quemaduras, Ulceras, heridas)

Alteraciones de la barrera microbiana (por uso de antimicrobianos, jabones,

antisépticos, antiacidos que alteran el pH inhibiendo y cambiando la flora

microbiana normal)

Desequilibrio hormonal

Inmunodeficiencias [insuficiencia renal, diabetes mellitus, sindrome de

inmunodeficiencia adquirida (SIDA), lupus eritematoso sistémico (LES) etc.]

Enfermedades malignas (pacientes oncologicos)

Trastornos metabolicos

Deficiencias nutricionales (desnutricién, obesidad)

Uso de implementos invasivos como tubos endotraqueales, catéteres

intravasculares, sondas intracraneales, drenajes de heridas quirargicas,

sondas vesicales

Uso de corticoides que alteran la inmunidad celular

Pacientes con adiccion a drogas (como heroina)

ALTERACIONES MAS FRECUENTES EN PACIENTES CON
BACTEREMIA EN OTROS ESTUDIOS DE LABORATORIO

Las alteraciones mas caracteristicas son incremento en la cuenta leucocitaria en

cifras de 10,000 a 30,000/uL; puede haber plaguetopenia, alargamiento en los

tiempos de coagulacion y tardiamente trombocitosis. La gasometria arterial

muestra al principio alcalosis respiratoria y en etapas tardias acidosis e hipoxemia.

En el higado se inicia la sintesis de "reactantes de fase aguda", que se traduce



como incremento en la sintesis de fibrinbgeno y proteina “C” reactiva. Hay
aumento en la velocidad de eritrosedimentacion e hipoalbuminemia, hipercalemia,

hiperglicemia, hipofosfatemia, disminucién de antitrombina Ill entre otras%.

3.2.4 CRITERIOS PARA DIAGNOSTICAR UNA BACTEREMIA VERDADERA

a . " .
) Un hemocultivo positivo para gramnegativos, Staphylococcus aureus u

hongos es suficiente para diagnosticar una bacteremia verdadera. Ante el
aislamiento de un bacilo grampositivo o estafilococo coagulasa negativa
puede considerarse bacteremia si se cuenta con dos o mas de los

siguientes criterios:

Alteraciones hemodinamicas
Trastornos respiratorios
Leucocitosis o leucopenia no inducida por farmacos

Alteraciones de la coagulacion (incluyendo trombocitopenia)

YV V V VY V

Aislamiento del mismo microorganismo en otro sitio anatémico***

b) Bacteremia no demostrada en adultos: en pacientes con evidencia clinica de
bacteremia pero en quienes no se aisla el microorganismo, ésta se define
como pacientes con fiebre o hipotermia con dos o mas de los siguientes

criterios: 4

v Calosfrio

v' Taquicardia (> 90 latidos /minuto)

v' Taquipnea (>20 latidos /minuto)

v Leucocitosis o leucopenia

(> 12,000 /uL 6 < 4, 000 /uL y mas de 10% de bandas)

v" Respuesta al tratamiento antimicrobiano



c) Bacteremia no demostrada en nifios (antes sepsis): pacientes con fiebre,

hipotermia o distermia con uno o mas de los siguientes criterios:

v' Taquipnea o apnea
Calosfrio
Taquicardia
Ictericia

Rechazo al alimento

AN N NN

Hipoglucemia

Més cualquiera de los siguientes:
v Leucocitosis o leucopenia®

v" Relacion bandas/ neutréfilos segmentados > 15%
v" Plaquetopenia < 100, 000 pL

v" Respuesta al antimicrobiano

d) Bacteremia relacionada a lineas y terapia intravascular: hemocultivo positivo

con dos 0 mas de los siguientes criterios:

1. Relacion temporal entre la administracion de terapia intravascular y
la aparicion de manifestaciones clinicas.
2. Ausencia de infeccion evidente.

3. lIdentificacidn de contaminacion de catéter o solucidon endovenosa.

4. Desaparicion de signos y sintomas al retirar el catéter o la solucion

sospechosa.



5. Cultivo de punta de catéter > 15 unidades formadoras de colonia
(UFC) (técnica de rotacion Maki) 6 > 1000 UFC /mL (técnica de
dilucion Cleri).”

Los hemocultivos se llegan aislar microorganismos que rara vez representan una
infeccién verdadera como Corynebacterium sp, Bacillus sp, Propionibacterium,
que solo en menos del 5% tienen significado clinico; Staphylococcus sp.
(coagulasa negativo) en el 15% y los Streptococcus sp (grupo viridans) en el
38% de los casos. Por esto se tienen los siguientes criterios para poder
interpretar los resultados: *

Criterio 1. Paciente menor de un afio de edad con al menos uno de los siguientes
signos y sintomas: fiebre (>38 <), hipotermia (<37 <), periodos de apnea,

bradicardia y cuando menos uno de los siguientes:

# Flora contaminante de piel (difteroides, especie de Bacillus, especie de
Propionibacterium, estafilococo coagulasa negativo, micrococos) aislada en
dos o mas hemocultivos tomados en ocasiones diferentes y aislados en
cuando menos un hemocultivo de paciente con catéter o linea intravenosa y
con tratamiento antimicrobiano apropiado.*’

# Pruebas seroldgicas positivas para deteccion de antigenos (H. influenzae, S.
pneumoniae, N. meningitidis o Streptococcus del grupo B), signos, sintomas

y pruebas de laboratorio positivas no relacionadas a infeccién en otro sitio. **

Criterio 2. Paciente mayor de un afio de edad en quien se han aislado patdgenos
de uno o mas cultivos y de sangre que no estén relacionados a una infeccién en

otro sitio. *’

Criterio 3. Paciente que presenta cuando menos uno de los siguientes signos y
sintomas: fiebre (>38 <), escalofrios, hipotension y por lo menos uno de los
siguientes:



# Flora contaminante de piel (difteroides, especie de Bacillus, especie de
Propionibacterium, estafilococo coagulasa negativo, micrococos) aislada en
dos o mas hemocultivos tomados en ocasiones diferentes.

# Flora contaminante de piel (difteroides, especie de Bacillus, especie de
Propionibacterium, estafilococo coagulasa negativo, micrococos) aislada en
cuando menos un hemocultivo de paciente con catéter o linea intravenosa
y con tratamiento antimicrobiano apropiado.

# Pruebas seroldgicas positivas para deteccién de antigenos (H. Influenzae,
S. pneumoniae, N. meningitidis o Streptococcus del grupo B), signos,
sintomas y pruebas de laboratorio positivas no relacionadas a infeccion en

otro sitio. *®

3.3 ETIOLOGIA DE LAS BACTEREMIAS

La bacteremia se produce cuando la llegada y multiplicacion de bacterias a la
sangre supera la capacidad del sistema reticuloendotelial para eliminarla. La
invasion del torrente sanguineo se produce desde un foco de infeccion
extravascular, a través de los capilares o de las vias linfaticas, o desde un foco
intravascular como en la endocarditis, fistulas arteriovenosas, aneurismas
micoticos, flebitis supurativa, catéteres intravenosos infectados, y catéteres
arteriales permanentes. Se presenta a cualquier edad y estan especialmente
predispuestos a padecerla los pacientes prematuros, neonatos y geriatricos con
graves enfermedades de base y los sometidos a maniobras que causan
alteraciones de los mecanismos generales y locales de defensa frente a la

infeccion.

Varios mecanismos desempefian un papel en la eliminacion de microorganismos
del torrente sanguineo. En huéspedes saludables e inmunocompetentes, un flujo
repentino de bacterias es eliminado en forma habitual de la sangre en 30 a 45

minutos. El higado y el bazo tienen un papel primario en la eliminacion de



bacterias; los neutrdfilos intravasculares tienen uno menor. Las bacterias
encapsuladas son mas dificiles de eliminar; sin embargo, la presencia de
anticuerpos especificos promueve la eliminacion. Los pacientes con enfermedades
de debilitamiento o inmunodeficiencias tienen riesgos mayores, por que las

bacterias circulantes pueden no ser eliminadas de la sangre en horas. *°

La naturaleza de los microorganismos cultivados en sangre con frecuencia sugiere
el sitio de infeccién a partir del cual pudieron penetrar las bacterias al torrente
sanguineo, por ejemplo, es probable que los neumococos provengan de una
infeccion pulmonar, las enterobacterias de las vias urinarias y una mezcla de
Escherichia coli y Bacteroides fragilis de una lesion relacionada con los
intestinos. *#*® Ademas de su funcién de digestién y absorcién, el tracto digestivo
es una enorme barrera contra la infeccion bacteriana sistémica, en estados criticos
de la enfermedad, si esta falla; toxinas y bacterias escapan del tracto
gastrointestinal y ascienden a la circulacion general, principalmente por via

mesentérica linfatica y la circulacion porta.

Componentes como la microflora intestinal y el pH géstrico; la alimentacion
enteral, la secrecion intraluminal de inmunoglobulina A y la depuracion de
microorganismos por el sistema reticuloendotelial, contribuyen a esta barrera e
impiden que los microorganismos invadan al huésped, una gran variedad de
alteraciones directas e indirectas pueden acabar con este equilibrio, la evidencia
de esto es muy alta en pacientes con estado de choque por cualquier causa, que
presentan bacteremias y endotoxemias, en ausencia de lesiones o sitios obvios
gue los generen. Reportes clinicos sugieren aumento de la permeabilidad
intestinal después de quemaduras y estados sépticos. De estos hechos parte la
imperiosa necesidad de utilizar el tubo digestivo lo mas tempranamente posible en
los pacientes en estado critico, viéndolo no s6lo como una opcion nutricional, sino

como una forma de evitar infecciones nosocomiales.
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La mayoria de las bacterias son capaces de producir bacteremia o sepsis cuando
la virulencia de la bacteria es suficiente o cuando factores del huésped
predisponen a la sepsis. La distribucion de los agentes causales de la bacteremia
ha variado en los Ultimos afios. Actualmente los microorganismos grampositivos,
especialmente estafilococos y enterococos, igualan o superan en frecuencia a los

bacilos gramnegativos. 2%

3.4PATOGENIA DE LOS PRINCIPALES AGENTES CAUSALES D E
BACTEREMIAS

3.4.1 Staphylococcus

Staphylococcus aureus es la principal especie patdgena de su género y la causa
comun de diversas infecciones de origen nosocomial y comunitario; y un factor de
riesgo mas comun es la existencia de un catéter venoso central.?®

S. epidermidis se ha convertido en un importante patbgeno nosocomial, en parte
probablemente debido al uso incrementado de dispositivos médicos como
catéteres endovenosos de permanencia prolongada, injertos vasculares,
marcapasos, injertos vasculares, implantes de mama, valvulas cardiacas y
articulaciones protésicas, representando el 24% de los patégenos nosocomiales

encontrados en la sangre.

Staphylococcus epidermidis y S. saprophyticus son los principales causantes de
infeccidn adquirida por catéter y bacteremias en las unidades de terapia intensiva,
recientemente otras especies como S. capitis, hominis, haemolyticus, simulans,

warnierii estan adquiriendo relevancia en la practica clinica.

Staphylococcus xylosus es una especie poco conocida de los estafilococos
coagulasa negativa, se caracteriza por ser DNAsa negativo, catalasa positivo, y a

diferencia de otras especies, metaboliza la xilosa, lo cual lo hace Unico;
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encontrandose casos aislados de absceso intraabdominal, endocarditis infecciosa

en drogadictos y pielonefritis.*

Tabla 1 Propiedades de

enfermedad.®®

los estafilococos asociados con

virulencia y

S. aureus Estafilococo
Factor Accién o sindrome asociado (%)* coagulasa
negativo (%)*

Capsula celular | -Altera opsonizacion y fagocitosis +++++ +
Catalasa -Degrada H,0,a H,0 + O, ++++ ++++

-Impide incremento respiratorio de

PMN
Coagulasa -Cataliza conversion de fibrinégeno ++++ 0

a fibrina

-La matriz de fibrina inhibe la

migracion de fagocito

-Promueve la formacion de absceso
B lactamasa -Separa anillo 3 lactamico +++ +++
inducible -Transmisible por plasmido

-Confiere resistencia a la penicilina
Resistencia -Produccién de proteinas de union a ++ +++
intrinseca a 3 penicilina de baja afinidad
lactdmicos -Confiere resistencia a todos los 3

lactdmicos (incluida meticilina)
Exotoxinas -Hemolisis + 0

-Necrosis de piel

-Inhibicién de fagocitos
Toxinas -Exfoliacion + 0
epidermoliticas
TTSST-1 -Sindrome de choque toxico + 0
Enterotoxinas -Nauseas y vomito + 0
Produccion de | -Adhesion a material protésico + +++
pelicula
biolégica

Simbolos: 0, ninguno; +, variable;++,algo(<50%);+++,comun(>50%);++++,uniforme

(>95%).
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3.4.2 Streptococcus

Las especies patdgenas mas importantes en los humanos son Streptococcus
pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus faecalis, los estreptococos
viridans y Streptococcus pneumoniae. La patogénesis de las enfermedades por
estreptococos implican tanto infeccion activa con la produccién de factores
extracelulares de virulencia, como secuelas no supurativas. Streptococcus
pyogenes es el patbgeno mas importante para los humanos, y ademas de proteina

M produce mas de 25 sustancias antigénicas extracelulares.?

El Streptococcus agalactiae o estreptococo del grupo B es bien reconocido como

un microorganismo patogeno en el recién nacido.

Dentro del género Enterococcus, de las cuales Enterococcus faecium vy
Enterococcus faecalis son las que con mayor frecuencia provocan
enfermedades en el ser humano ya que forman parte fundamental de la flora del
tracto digestivo, la cavidad oral y el aparato genital femenino. El enterococo
puede diseminarse de paciente a paciente y que el personal de la salud, asi como

objetos inanimados, pueden ser responsables de su transmisién.?’

El Streptococcus pneumoniae (neumococo) es responsable de las neumonias,
bacteremias febriles y meningitis son las manifestaciones de la enfermedad
invasiva. Las enfermedades no invasivas suelen ser mas frecuentes y menos
graves, generalmente limitadas a vias respiratorias, y se pueden manifestar como

una infeccion ética, sinusal y bronquial.?®
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Tabla 2. Antigenos de Streptococcus con actividad biol6gica *°

Producto antigénico Accion Propiedades
Peptido de bajo PM
Estreptolisana S Hemodlisis Mal inmundgeno

Resistente al O,

Buen inmunégeno

Estreptolisina O Hemodlisis Induce antiestreptolisinas
Anti-leucocitaria
Estreptoquinasa Fibrinolisis Hidroliza coagulos de
fibrina
Hialuronidasa Destruye &cido Facilita invasion
hialurénico estreptococica
DNAsa Hidroliza DNA Determinante de

patogenicidad

Tox. Eritrogénica Exantema Citotoxica. Termolabil

Determinante de

Céapsula Antifagocitica patogenicidad.

Inmundégeno especifico
€N Neumococos

3.4.3 Enterobacterias

Las enterobacterias histéricamente son las responsables del 30 al 35% de todas
las sepsis, mas del 70% de todas las infecciones del tracto urinario y muchas

infecciones intestinales. *°

Las enterobacterias son un grupo muy diverso de bacterias que tiene como
habitat natural el intestino del hombre y de varias especies animales; esta familia
esta formada por bacilos gramnegativos, aerobios y anaerobios facultativos,
reducen los nitratos a nitritos; fermentan la glucosa con produccién de &cido y
algunos también gas. Se ha demostrado que las infecciones causadas por un
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microorganismo productor de [3- lactamasas representa un riesgo elevado de falla
en el tratamiento con un antibidtico - lactamico; el incremento en la resistencia
generada por las Enterobacterias a los antibidticos, es un fenomeno mundial y no
hay ningun centro hospitalario que escape de esta realidad. Dentro de los
microorganismos B-lactamasas positivos son Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
cloacae, Klebsiella oxytoca, Serratia marcenscens, Morganella morgannii y

Enterobacter aerogenes.*

Serratia marcescens es un bacilo aerobio gramnegativo de la familia
Enterobacteriaceae, considerada una bacteria saproéfita; sin embargo en los
ultimos 60 afios se ha convertido en un agente de gran relevancia clinica,
responsable de brotes nosocomiales, provocando una gran diversidad de
infecciones como: neumonia, infeccion de vias urinarias, infeccion de heridas

quirargicas, meningitis, endocarditis y sepsis.

Por otro lado Salmonella choleraesuis es un bacilo gramnegativo, pertenece al
serogrupo C2 de Salmonella y forma parte de una zoonosis cuya principal fuente
de transmision es el cerdo. Produce un sindrome clinico caracterizado por

bacteremia sostenida, fiebre prolongada y sin antecedentes de diarrea.®>*?

3.4.4 BACTERIAS NO FERMENTADORAS DE LACTOSA

El género Pseudomonas, que pertenece a la familia Pseudomonaceae, esta
constituido por bacterias gramnegativas, ampliamente difundidas en la naturaleza,
cuyas especies con mayor importancia en patologia médica son P. aeruginosa,
P. mallei y P. pseudomallei. La especie que mas se ha aislado es la P. aeruginosa
y se ha asociado con la contaminacion de fuentes comunes como agua,
antisépticos y equipos médicos. Este bacilo gramnegativo no fermentador de la
glucosa es capaz de permanecer por tiempos prolongados en liquidos y

superficies como antisépticos, alimentos parenterales, equipos de inhaloterapia,
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fluidos de didlisis, grifos de agua, piscinas, depdsitos, calentadores o bafios de
vapor, la albergan a menudo.*

Se puede mencionar que la bacteremia por P. aeruginosa tiene alta mortalidad y
se presenta principalmente en pacientes inmunocomprometidos; entre los
principales factores asociados a muerte en bacteremia por P. aeruginosa estan:
neutropenia menor a 200 células/mL, presencia de choque séptico, valores de
lactato mayores de 2 mmol/L y haber recibido una terapia antibiética inapropiada.”
Otros géneros de bacilos no fermentadores son Acinetobacter, Alcaligenes,
Achromobacter, Bordetella, Flavobacterium y Moraxella; siendo Pseudomonas

aeruginosa un agente patdgeno intrahospitalario con alta letalidad.*

3.4.5 BACTEROIDES

A pesar de las muchas especies anaerobias que colonizan el cuerpo humano,
relativamente pocas causan enfermedad. Por ejemplo, B. distasonis y B.
thetaiotaomicron son los bacteroides que predominan en el tracto gastrointestinal;
a pesar de todo, méas del 80% de las infecciones intraabdominales se asocian con
B. fragilis, un microorganismo que representa menos de 1% de la flora
gastrointestinal. La virulencia aumentada de ésta y otras bacterias anaerobias han
sido objeto de estudio cuidadoso .*°



Tabla. 3 Factores de virulencia de los bacilos gramnegativos anaerobios. ?
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Factores Microorgani smos
e Adhesion
Polisacérido capsular B. fragilis
Fimbrias B. fragilis, P. gingivalis
Hemaglutininas P. gingivalis. B. fragilis
Lectinas F. nucleatum

Coagregacion
Invasion

Fosfolipasa C; proteasas

Establecimiento de la infeccion /tejido dafado

- Exoenzimas N
Hemolisinas

Proteasas
Colagenasas
Fibrinolisinas

Neuraminidasas >
Heparinasas
Condroitin sulfatasas
Glucoronidasas
N-acetiglucosaminidasas -/

- Factores antifagociticos vy antiliticos
Capsulas
Productos metabdlicos
Lipopolisacaridos
IgA, IgM, 1gG proteasas

- Productos metabolicos
Acidos grasos volatiles

Compuestos con azufre
Aminas

- Estimulacion del dafio mediado por el huésped

Lipopolisacéaridos

Estructuras asociadas a las superficies

Varias especies orales

F. necrophorum

Varias especies
Porhphyromonas sp.
P. gingivalis

B. fragilis, Porphyromonas sp. y otros

B. fragilis, P. gingivalis

P. gingivalis

B. fragilis y otros bacilosgramnegativos
Porphyromonas sp., Prevotella sp., B. fragilis

La mayoria de anaerobios
La mayoria de anaerobios
La mayoria de anaerobios

F. necrophorum, P. gingivalis
P. gingivalis
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3.5 MANIFESTACIONES CLINICAS DE LAS PRINCIPALES BA CTEREMIAS

3.5.1 BACTEREMIA GRAMNEGATIVA

Por lo general, el término bacteremia gramnegativa se reserva para aquellos
casos de bacteremia producida por miembros de las familias Enterobacteriaceae y
Pseudomonadaceae. Las bacteremias producidas por otras bacterias
gramnegativas, como gonococos y meningococos, se consideran como entidades

aparte. %’

Las manifestaciones clinicas de la sepsis gramnegativa son idénticas, sin importar
cuales son las especies de las bacterias gramnegativas que producen la
enfermedad. Sin embargo, la severidad de los sintomas puede variar de manera
considerable de paciente a paciente.®® Los sintomas tipicos incluyen fiebre alta,
escalofrio con sacudidas, postracion y, en ocasiones, nausea y vomito. En los
casos clasicos, estos sintomas se presentan en el lapso de 1 a 2 horas después
de que la bacteria penetra en el torrente sanguineo. Dentro del lapso de 3 a 8
horas que duran los sintomas iniciales, puede evidenciarse un choque endotoxico
o hipotensién. Desafortunadamente, estos sintomas clasicos solo se presentan en
un 30 a 40% de los pacientes con sepsis gramnegativa. En la mayoria de los
casos la enfermedad presenta manifestaciones clinicas mas sutiles. Por ejemplo la
presencia de fiebre puede ser el Unico sintoma de sepsis en pacientes que han

tenido procedimientos genitourinarios o gastrointestinales. *°

3.5.2 BACTEREMIA ESTAFILOCOCICA

La bacteremia estafilococica diagnosticada, por lo general se produce por
Staphylococcus aureus. Los estafilococos coagulasa negativos (S. epidermidis y

Staphylococcus saprophyticus) en ocasiones, producen bacteremia y actualmente
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son sospechosos de producir muchos de los casos de infeccion no diagnosticada.
Estos estafilococos coagulasa-negativos dan cuenta de aproximadamente el 0.1%
de los casos diagnosticados, aunque su importancia clinica suscita gran

controversia. 4%

Las manifestaciones clinicas de la sepsis estafilococica se correlacionan con el
origen de la bacteria, el foco de infeccion inicial y la diseminacion de la bacteria.
En ocasiones, la sepsis debida a S. aureus es una enfermedad fulminante que se
caracteriza por el establecimiento repentino de fiebre, escalofrio y taquicardia. La
situacion del paciente se deteriora rapidamente dando como resultado un choque,
el cual puede ser fatal en un lapso de 24 a 48 horas. Por lo general la enfermedad
progresa mas lentamente sin presentar sintomas especificos, siendo el choque

menos comun en comparacién con los casos de sepsis gramnegativa. *?

3.5.3 BACTEREMIA GONOCOCICA

Algunas cepas de Neisseria gonorrhoeae son capaces de invadir tejidos y producir
bacteremia. La gonococcemia, por lo general evoluciona a partir de gonorrea
asintomatica. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes de la gonococcemia
son poliartritis, dermatitis y fiebre; pocas veces se presenta choque. La

gonococcemia rara vez es fatal.

3.5.4 BACTEREMIA MENINGOCOCICA

Neisseria meningitidis invade la circulacibn sanguinea desde la orofaringe,
produciendo una variada gama de sintomas clinicos. La enfermedad llamada
meningococcemia puede darse como una bacteremia mas bien transitoria y leve o
como una enfermedad fulminante que produce la muerte rapidamente. Por lo

comun, la meningitis se produce a partir de la meningococcemia: **

a.) En su presentacion mas leve, el paciente con meningococcemia presenta

fiebre y malestar; estos sintomas ceden espontaneamente en 1 6 2 dias.
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b.) La meningococcemia aguda es una situacion mas severa. El paciente
presenta fiebre, malestar, debilidad, ndusea, vomito, escalofrio, dolor de cabeza,
mialgia y artralgia; por lo general, presenta antecedentes de infeccion del tracto
respiratorio  superior. La manifestacion clinica mas caracteristica de

meningococcemia aguda es hemorragia petequial.

c.) La forma mas severa de meningococcemia es una enfermedad fulminante, la
cual presenta una alta tasa de mortalidad. Esta forma, también conocida como
sindrome de Waterhouse-Friderichsen, se presenta en el 5 al 15% de los
pacientes con meningococcemia. Los pacientes presentan un abrupto
establecimiento de fiebre hasta de 40.6 C, escalofrio, ndusea, vomito, mialgia,
debilidad y cefalea. De manera repentina, aparecen hemorragias petequiales, las
cuales tienen amplia distribucién. Los sintomas de choque pueden llegar a ser

importantes, aunque la presencia de meningitis es rara. *

3.5.5 BACTEREMIA DEBIDA A BACTEROIDES

El predominio de bacteroides en el tracto gastrointestinal y orofaringe hace que la
bacteremia producida por estos organismos anaerobios tenga una ocurrencia
frecuente. La bacteremia que se origina en la orofaringe, por lo general se produce
por B. melaninogenicus; la bacteremia que se origina en sitios que estdn mas
abajo del diafragma, por lo general es producida por Bacteroides fragilis. * La
septicemia debida a bacteroides se produce a partir de un absceso u otro foco de
infeccidbn que contamina al torrente sanguineo. Bacteroides fragilis produce la
mayoria de los casos de septicemia; presencia de abscesos peritoneales, aborto
en condiciones de falta de asepsia, cirugia o manipulacién ginecoldgica,
traumatismo en la cadera o zona inferior de la espalda y Ulcera decubita

infectada. *°
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3.5.6 BACTEREMIA POR CLOSTRIDIOS

La bacteremia producida por cualquiera de las mas de 70 especies del género
Clostridium puede darse sin un prondéstico que indique gravedad. De hecho,
actualmente se sabe que una bacteremia producida por clostridios, y de caracter
transitoria, puede darse sin presencia de sintomatologia clinica y no es necesario
tratarla. Las especies menos virulentas, Clostridium septicum y Clostridium
ramosum, pueden producir choque o enfermedad fatal en recién nacidos; en
pacientes con enfermedades malignas y en pacientes con inmunocompromiso. Se
aislan de 1 al 2.5 % de los hemocultivos positivos; en 30 al 40 % de los cultivos
de sangre positivos para clostridios, se encuentran mezclados con otras bacterias

anaerobias, con bacterias aerobias o con ambos tipos de bacterias. *°

3.5.7 BACTEREMIAS DE ETIOLOGIAS DIVERSAS

La mayoria de las bacterias poseen el potencial para producir bacteremia
transitoria. La Unica condicion es que se contamine la sangre con la bacteria, ya
sea por medio de traumatismo o a partir de un foco infeccioso. Ademas, la
bacteremia es parte integral de muchos procesos de enfermedad infecciosa. En
algunas enfermedades, la bacteremia produce signos clinicos y sintomas
caracteristicos de la enfermedad. Tal vez las caracteristicas clinicas mas
predecibles de la bacteremia, sin importar la etiologia, son la presencia de fiebre y

escalofrio. 474°

3.6 CATETERES
3.6.1 BACTEREMIAS RELACIONADAS AL USO DE CATETERES

Los catéteres endovenosos fueron utilizados por primera vez hace

aproximadamente 50 afios y desde entonces se hizo evidente su asociacién a
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procesos infecciosos. *° Las bacteremias primarias, por lo general, tienen su
origen en dispositivos intravasculares, pero su fuente en ocasiones pasa
desapercibida por falta de seguimiento de los casos en forma metddica y
regular. >*

La via intravenosa para la aplicacion de medicamentos y soluciones se emplea en
un 30 a 50% de los pacientes hospitalizados, y en pacientes que se encuentran en
una Unidad de Terapia Intensiva (UTI) hasta un 100%, para una monitorizacion
estrecha de las funciones vitales que se realiza de manera continua durante las 24
horas del dia. Muchas veces esto implica la colocacion de catéteres y canulas
artificiales en la circulacion venosa central, en las arterias, asi como en otros
conductos y cavidades corporales, como la traguea y la uretra, o la colocacion de
transductores intracraneanos para tener un registro directo de la presion
intracraneana. Todos estos instrumentos sufren colonizacién por flora enddégena o
bien por la que predomina en el area fisica, o proveniente del personal que los
manipula. De manera general las canulas y catéteres rompen la integridad de la
barrera cutanea. Los estudios epidemioldgicos indican que la instrumentacion
cuenta con sondas y catéteres que son el factor de riesgo mas importante en las

infecciones nosocomiales de las unidades de terapia intensiva (UTI’s).>?

Independientemente del tipo de implemento utilizado, sea canula corta o catéter, e
insertado por via percutdnea o mediante venodiseccion, todos los implementos
intravasculares tienen factores de riesgo comunes para la infeccion, (Figura 1y 2)

como los mencionados a continuacion. >3

3.6.2 FACTORES DE RIESGO DE IMPLEMENTOS INTRAVASCULARES:

a) Pérdida del mecanismo de defensa constituido por la piel integra.

b) Los microorganismos que forman parte de la flora cutdnea normal del
paciente y las bacterias adquiridas en el hospital pueden tener acceso al

interior de la vena o arteria.
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La capacidad de algunas bacterias para adherirse al material de la
canula o catéter les puede permitir que evadan la accion de células
fagociticas, de factores bactericidas del suero o de antibiéticos, y esto les

permite diseminarse en el interior del torrente sanguineo.

El coagulo fibrinoplaquetario que se forma en la vena o arteria sobre la
superficie externa de la canula o catéter puede contaminarse no solo por
organismos de la piel, sino también por microorganismos procedentes de
infecciones a distancia o por liqguidos o medicamentos previamente
contaminados que pasen a través de la canula. El codgulo contaminado
puede servir como nido para propagacion y diseminacién de

microorganismos. >*

Fig. 1 Principales fuentes de contaminacion para dispositivos intravasculares.*®
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Fig. 2 Puntos de acceso de la contaminacion microbiana en la terapia de infusion. >
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de entrar en el sistema a tra-
ves de;

. Dispositivos para medir la

presion vy transductores

. Soluciones heparinizadas

para rociar

. Llaves o vélvulas
. Infusién intravenosa en

serie

. Uniones en “Y"

23

. Administracion de sangre
o sus derivados o medica-
mento

7. Mandmetros de PVC

- La contaminacion puede entrar en
el sistema por la unidn entre el ca-
téter y la linea del equipo

La contaminacion puede alcanzar
la circulacion en el sitio de inser-
cidn d=l catéter

3.6.3. RECOLECCION Y TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS DE CATETERES

Catéter: Una vez extraido el catéter, cortar 3 0 4 cm de la porcion distal en
condiciones asépticas. Depositar en recipiente estéril sin conservador y transportar
al laboratorio de bacteriologia de inmediato. Si ello no fuera posible conservar a
4 .

3.6.4 METODOS DE DIAGNOSTICO DE INFECCIONES CAUSADAS POR
CATETERES

Los métodos de diagndstico para identificar microorganismos asociados a

infecciones producidas por catéteres han variado desde métodos cualitativos

hasta cuantitativos. En el método semicuantitativo de Maki se cortan los 4.5 cm

distales del catéter y se siembran por rodamiento sobre la caja de cultivo de agar
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gelosa sangre y si existe un crecimiento de mas de 15 unidades formadoras de

colonias (UFC), se considera positivo.>®>***’ (Figura 3).

Fig. 3 Método de Maki para cultivo de catéter. >

Interfase superficie
de lo piel-catéter

Tijera estéril

Aproximadamente 5 cm

Tubo seco, estéril con tapa
de rosca o envase estéril
para muestras de orina

s Pinza estéril

Placa con
_ Bagar sangre

Extremo -

del catéter Hacer rodar 4 o 5 veces sobre

la superficie del agar

El limite de 15 colonias fue relativamente arbitrario, aunque se correlaciono
finalmente con la clinica. Sus principales limitaciones son que no detecta
contaminacion intraluminal, riesgos de contaminacion y dificultad de realizacion en
catéteres curvos. Clery y colaboradores modificaron la técnica de Maki al tratar de
hacerla cuantitativa, por lo que cultivaron los catéteres en un medio liquido de
volumen bien definido. El medio liquido utilizado generalmente es el caldo Infusién
Cerebro Corazén (BHI). *® Sugirieron que esta modificacién tiene tres ventajas
sobre el método semicuantitativo: a) permite detectar los microorganismos
intraluminales, b) permite encontrar microorganismos en diferentes segmentos del
catéter y c) permite identificar diversos microorganismos en infecciones mixtas.
Este método cuantitativo tiene la desventaja de ser mas laborioso y no siempre es

facil implementarlo como rutina. Se considera positivo con 100 UFC/mL. *°



25

El estudio bacterioldgico de los catéteres, va a permitir en ocasiones conocer el
agente causal de una bacteremia relacionada con el catéter y por otra parte,

prevenir que aparezca esta. %

Existen datos clinicos y microbiolégicos que
sugieren que la mayor parte de las infecciones relacionadas con catéteres
intravasculares son producidas por microorganismos procedentes de la piel en el
punto de insercion que colonizan la superficie externa del catéter. El patdogeno
mas frecuentemente implicado en las infecciones por catéteres es Staphylococcus
epidermidis. Esto se relaciona con la capacidad que tiene este germen de
adherirse a los catéteres de plastico. En estudios previos se ha observado que
dicha adhesion ocurre muy rapidamente. La colonizacion del catéter por
Staphylococcus aureus se relaciona frecuentemente con la bacteremia y con la
aparicion de focos sépticos secundarios. Los catéteres que inhiban la absorcion de
proteinas o promuevan la adsorcién de albumina sobre su superficie supondra una
mejoria en la biocompatibilidad entre el cuerpo extrafio y el huésped, evitando la
formacion de trombosis local y disminuyendo el riesgo de colonizacion bacteriana
posterior de microorganismos oportunistas y patdégenos que pueden producir

infeccion. ©°

Una de las complicaciones de los catéteres intravasculares es la infeccion, ya sea
local o diseminada por el torrente circulatorio. El rango de las complicaciones
relacionadas con estos dispositivos médicos comprende desde infecciones en el
punto de insercion hasta bacteremias y muerte, siendo responsables en algunos

estudios hasta de 40% de las bacteremias nosocomiales.

3.7 EVIDENCIAS EPIDEMIOLOGICAS Y FRECUENCIAS
La frecuencia de bacteremias informada en diversos hospitales del mundo y de
México, muestran tasas diversas ya que la deteccion de bacteremias depende
entre otros factores, de la intensidad con que se busca, de la metodologia que se
emplea para identificarla y de las circunstancias clinicas por las cuales se
emprenda su busqueda informando tasas falsas de bacteremias hasta del cero

por ciento, cuando, en realidad podrian existir verdaderas epidemias ocultas.
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Actualmente se ha encontrado que los gérmenes grampositivos igualan o superan
en frecuencia a los gramnegativos por la utilizacion  de dispositivos
intravasculares, como catéteres, canulas, fistulas entre otros y empleadas en la
terapia de recuperacion de pacientes. El aislamiento de microorganismos
grampositivos ha sido de (41.92%) y el de los gramnegativos de (46.78%). Los
agentes causales gramnegativos que mas destacan son Escherichia coli con
(14.2%), Pseudomonas aeruginosa (8.26%), Klebsiella pneumoniae (3.69%).
Entre los grampositivos esta Staphylococcus aureus (7.49%) enterococos
(7.1%), y estafilococos coagulasa negativos (5.8%) y los Streptococcus a -
hemolitico con (4.28%). De los microorganismos aislados en bacteremias de
pacientes con infecciones nosocomiales; existe un franco predominio de
Staphylococcus epidermidis (20.33%). *+°%6162 gjn olvidar a la Candida albicans

que ocupa el sexto de frecuencia con el (5.05%). °

3.8 GENERALIDADES DE HEMOCULTIVO
Los hemocultivos son cultivos de sangre que permiten un diagndstico clinico asi
como un diagnostico etiolégico especifico. Es la prueba mas util y mas
frecuentemente usada para demostrar la presencia de una infeccién sistémica.®
La utilidad de realizar hemocultivos deriva de los siguientes hechos:

1. El aislamiento de una bacteria en los hemocultivos aporta una valiosa
informacion a la hora de elegir el tratamiento antimicrobiano adecuado. La
informacion de los resultados, preliminares o definitivos, se realiza con la
mayor rapidez posible ya que de ello derivan posibles cambios en el
tratamiento que pueden ser vitales para el prondstico del paciente.

2. El hemocultivo no es una técnica costosa y su obtencion no conlleva ningin
riesgo para el paciente.

3. Las caracteristicas clinicas de la bacteremia y las situaciones en que puede
presentarse son tan variadas que no permiten establecer un diagnostico

clinico con suficiente certeza.
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3.8.1 RECOMENDACIONES AL EXTRAER LA MUESTRA DE SANGRE

Las muestras de sangre para hemocultivo deben obtenerse por venopuncion. Las
venas del antebrazo son las que se utilizan generalmente para este fin. La sangre
arterial se ha recomendado para el diagnéstico en la endocarditis por hongos,
pero en realidad no se han comprobado sus ventajas sobre la sangre extraida por
venopuncion. No es aconsejable extraer la muestra de sangre a través de
catéteres ya que estos dispositivos pueden albergar bacterias que los han
colonizado pero que no estan presentes en la sangre del paciente y por lo tanto la
sangre extraida a través de estos dispositivos especiales dara resultados falsos
positivos. Solo se extrae la muestra de catéteres cuando se sospecha de sepsis
asociada con el uso de catéteres.®

3.8.2 MEDIDAS DE SEGURIDAD AL TOMAR UN HEMOCULTIVO

Las medidas de seguridad y de asepsia al tomar un hemocultivo son
indispensables e independientes del método utilizado ya sea convencional o no
convencional. %%

La contaminacion de los hemocultivos por microorganismos de la flora cutanea
durante la extraccion se debe evitar, en la medida de lo posible, con la adecuada
preparacion de la piel mediante una antisepsia adecuada. El procedimiento de
extraccion es diferente segun el hospital y el método de hemocultivo utilizado (el
procedimiento de asepsia de la piel y toma de muestra se mencionara en el

apartado de método y procedimiento).®®

3.8.3 ETIQUETADO DE LAS BOTELLAS DE HEMOCULTIVO

Las botellas se marcan con una etiqueta en la que se anote el nombre del
paciente, el niumero de la cama y la hora de la extracciéon de la muestra para
identificar correctamente las parejas de botellas de cada una de las extracciones.
Cada extraccion se acompafiara de una solicitud de laboratorio en el que consten,

al menos, los siguientes datos: nombre y apellidos del paciente, fecha y hora de
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extraccion, servicio de procedencia, numero de cama, nombre del médico que

realiza la peticion, diagnéstico del paciente y tratamiento antimicrobiano previo. ®*

3.8.4 TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS

El transporte ha de ser de inmediato o en el menor tiempo posible. Nunca debe

refrigerarase antes de su envio, podra conservarse en estufa dependiendo del

sistema de hemocultivo que se disponga.

64-65

3.8.5 MOMENTO EN QUE DEBE TOMARSE UN HEMOCULTIVO

a)

b)

Como norma los hemocultivos se obtendran antes de iniciar la terapia
antimicrobiana, el incumplimiento de este punto puede dar lugar a
resultados falsamente negativos pudiendo comprometer la vida del
paciente. En caso de sepsis agudas, osteomielitis, meningitis, heumonia,
pielonefritis: el hemocultivo debe considerarse un procedimiento de
urgencia. En pacientes con tratamiento antimicrobiano; la extraccion se
hara justo antes de la administracién de una dosis, a veces es conveniente
retirar el tratamiento. Y para pacientes en situacion critica; en cualquier
momento.%%*

En bacteremias intermitentes: las muestras deben ser extraidas en un
periodo de una hora antes del pico febril, ya que existe usualmente un
tiempo de una hora entre el influjo de las bacterias a la circulacion y el
comienzo de la fiebre. Se ha demostrado que al momento del pico febril la
sangre circulante ya puede estar libre de bacterias. Es por este motivo que
no se recomienda que las muestras sean extraidas entre intervalos de
tiempo, solamente al comenzar la fiebre. *

En bacteremias continuas: como en la endocarditis bacteriana y en otras
infecciones intravasculares los microorganismos son liberados a la sangre
en forma casi constante, el momento de toma de las muestras no

importa. ®
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3.8.6 VOLUMEN Y FACTOR DE DILUCION REQUERIDOS

Muchos estudios han demostrado que la probabilidad de aislar un microorganismo
aumenta proporcionalmente con el volumen de sangre tomada, siempre que la
sangre se diluya lo suficiente con el fin de neutralizar las propiedades bactericidas

de esta y el posible tratamiento antimicrobiano del paciente. %

Ademas del volumen de sangre cultivado y del tipo de medio elegido debe
tenerse en cuenta el factor de dilucion de la sangre en el medio. Con este
proposito se ha encontrado que la relacion 1:10 v/v (1:5 como minimo) de

sangre en medio es la mas conveniente.®®

Aunque en medios resinados se emplea una dilucion de 10:25 v/v. 0 sea una

dilucién menor a la obtenida de la relacion 1:5 v/v. %+

Las botellas de hemocultivo no deben llenarse, ya que siempre debe existir

atmosfera y espacio para la produccion de gases.
Volumen recomendado: ®°
a) Pacientes neonatos hasta 1 afio de edad: 0.5 a 1 mL de sangre
b) Pacientes entre 1y 6 afios de edad: 1 a 3 mL de sangre
C) Jovenes: 10 mL divididos en 2 frascos

d) Adultos: 20 a 30 mL divididos en 2 6 3 frascos.

3.8.7 NUMERO DE HEMOCULTIVOS RECOMENDADO EN DIFERENTES
CASOS

El nimero de muestras y el tiempo en que se obtienen dependen de la

fisiopatologia de la bacteremia. Mdltiples botellas inoculadas de una puncién

deben considerarse como un solo hemocultivo. %*



30

La mayoria de los investigadores coinciden en que obtener méas de tres cultivos de
sangre de rutina en 24 horas no causa un incremento en la deteccion de la gran

mayoria de los episodios de bacteremia. ®°

Siempre se debe realizar un minimo de 2 extracciones, preferentemente 3, con un
intervalo de 15 a 30 minutos entre ellas. Los hemocultivos con solo una extraccion
tienen una rentabilidad diagndstica pequefia y son imposibles de interpretar si se
aisla un microorganismo que puede ser contaminante. El nUmero de tomas para

los siguientes casos son®:

a) Pacientes prematuros, neonatos y nifilos muy peque  fios:
la toma 1 frasco pediatrico.

2atoma 1 frasco pediatrico.

b) Pacientes adultos con sospecha de bacteremiain  termitente:

la toma deteccion de aerobio + deteccidn de anaerobio.
2atoma deteccion de aerobio + deteccion de anaerobio.
3atoma deteccion de aerobio + deteccion de anaerobio.

Las extracciones se realizan una hora antes del pico febril

c) Pacientes adultos con sospecha de endocarditis o con fiebre de
origen desconocido:
la toma deteccidn aerobio + deteccion anaerobio.
2a toma deteccion aerobio + deteccion anaerobio.
3atoma deteccidn aerobio + deteccion anaerobio.

En estas situaciones las extracciones estaran separadas un minimo de una hora.

d) Pacientes con SIDA:
la toma deteccion aerobio + deteccidén anaerobio.
2a toma deteccién aerobio + deteccidon anaerobio.

3a toma deteccion aerobio + deteccion anaerobio.
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Ademés en cualquiera de las tomas puede hacerse deteccion de hongos y/o

deteccion de micobacterias dependiendo de la sospecha clinica.

e) Pacientes con terapia antimicrobiana y hemocult  ivos negativos:
Tres extracciones en 2 o 3 dias con maximo volumen de sangre, aunque lo que
dard mayor rentabilidad es suspender el tratamiento (si se puede) 24 a 48 horas.

3.8.8 TIEMPO Y TEMPERATURA DE INCUBACION

Los hemocultivos tienen un periodo de incubacién promedio de 5 a 7 dias. Aunque
la mayoria de microorganismos que causan bacteremia se detectan en los
primeros dos o tres dias de incubacion. Se podra prolongar el tiempo de

incubacién entre 15 a 30 dias si se sospecha de una bacteria de lento

crecimiento. 8%

3.9 METODOS DE HEMOCULTIVO

3.9.1 DIFERENTES METODOS DE DIAGNOSTICO DE BACTEREMIAS ©’
A) Métodos convencionales
a) Liquido
b) Bifasico
B) Métodos no convencionales
a) Sistemas no automatizados
a.l) Lisis centrifugacion
a.2) Subcultivo incluido

a.3) Deteccion de microorganismos por cambio en la impedancia

eléctrica

a.4) Otros métodos para la deteccion de bacteremias que no requieren

cultivo
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b) Sistemas automatizados
b.1) Radiométrico
b.2) Infrarrojo

b.3) Fluorométrico

A) METODOS CONVENCIONALES
a) METODO CONVENCIONAL LIQUIDO

La diversidad de bacterias que pueden ser aisladas de sangre exige un equipo
igualmente diverso de medios que permitan su desarrollo. El medio liquido para
hemocultivos contiene un caldo nutritivo y un anticoagulante. ®* EIl ndmero de
diferentes formulas de caldos existentes es asombroso e incluye tanto los que son
preparados en cada laboratorio como los que se presentan en el comercio. La
mayoria de las botellas para hemocultivo comerciales contienen digerido
pancreéatico de soya, infusion cerebro corazon, peptona suplementada o caldo
tioglicolato. Los medios mas especializados incluyen a los caldos Columbia y para
Brucella. El desarrollo de bacterias que carecen de pared celular puede ser
estimulado mediante el agregado de estabilizadores osmoticos como sacarosa,
manitol o sorbosa para crear un medio hiperosmatico (hipertonico). Los medios
gue no contienen estos aditivos se denominan isoténicos. Las botellas con medio
hipertonico dificultan la inspeccion visual para detectar evidencia de crecimiento
bacteriano, ya que los eritrocitos del medio estdn parcialmente lisados y no
sedimentan en el fondo, dando entonces un aspecto turbio al caldo. Los medios
carecen de glucosa ya que inhiben algunas bacterias debido al pH acido siempre

creciente, resultado de su metabolismo. %’

La atmésfera de las botellas para hemocultivos preparados comercialmente tiene
por lo general un potencial de oxidorreduccion muy bajo, que permite la
multiplicacion de la mayoria de los microorganismos facultativos y de algunos
anaerobios. Para estimular el desarrollo de los aerobios estrictos, como levaduras

y P. aeruginosa, es necesaria una aireacion transitoria de las botellas que se
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efectla insertando asépticamente sobre un tapon de algodon una aguja estéril a
través del tapén de goma y retirandola después de liberar el vacio de la botella. ®
Por lo tanto, se recomienda el uso de dos botellas para cada hemocultivo, una
aireada y otra no, para una éptima recuperacion de los microorganismos causales

de bacteremias. %8

En cada botella se inocula la muestra de sangre con el medio de cultivo y un
anticoagulante. ®* Cada botella contiene de 50 a 100 mL. de medio, se ha
comprobado que la heparina, etilendiaminatetraacetato (EDTA) y el citrato inhiben
el desarrollo de diversos microorganismos; el mejor anticoagulante es el
polianetolsulfonato de sodio (SPS, Liquoid).

Siendo este el anticoagulante de eleccion en concentraciones que varian de
0.025% a 0.05%.° El SPS no actua sobre las bacterias, evita la coagulacién de la
sangre porque ciertas bacterias no sobreviven dentro del codgulo en el que la
fagocitosis de neutrofilos y macrofagos permanece activa. También inactiva los
neutroéfilos y ciertos antibidticos, como estreptomicina, kanamicina, gentamicina y
polimixina. Precipita el fibrinbgeno, B-lipoproteinas y otros componentes del
complemento del suero lo cual puede inhibir el crecimiento de algunas bacterias
como el Peptostreptococcus anaerobius, N. gonorrhoeae, N. meningitidis y
Gardnerella vaginalis. ® Este efecto inhibitorio de SPS puede neutralizarse
agregando gelatina al medio en una concentracion final del 1% respecto del

medio. 8

Los hemocultivos se incuban en estufas bacteriolégicas a 35 € tomando
asépticamente unas pocas gotas del medio bien mezclado y sembrado este
indculo sobre una placa de agar gelosa sangre que se incubara a 35 € durante
12 horas en una atmoésfera con 5 a 10% de CO,. Las botellas permanecen en
incubacién sin agitarlas durante 7 dias, a menos que la condicion del paciente
requiera consideraciones especiales. El desarrollo de las bacterias anaerobias
puede ser detectado eficazmente por inspeccion visual, de modo que en este caso

no se recomiendan los subcultivos ciegos. *



Luego de 48 horas de incubacion debe realizarse un subcultivo ciego y una tincion
de Gram. ®®

Los cultivos deben ser examinados visualmente por lo menos una vez por dia. En
general, el desarrollo bacteriano esta indicado por hemdlisis de los eritrocitos,
burbujas de gas en el medio, turbidez, presencia de colonias pequefas en el
caldo o en la superficie de la capa de eritrocitos sedimentados (ocasionalmente
sobre las paredes de la botella). Cuando existe evidencia macroscopica de
desarrollo, la coloracion de Gram de una gota del cultivo es muy util y puede
detectar cantidades pequefias de bacterias, en caso de que el crecimiento sea
insuficiente para producir turbidez en el medio de cultivo. **®* La fijacién de frotis
con metanol preserva la morfologia bacteriana y celular, lo cual puede ser valioso
sobre todo para detectar bacterias gramnegativas. El examen de un caldo positivo
mediante microscopia de fase revelar4 detalles de la morfologia y movilidad
bacteriana que permitiran al clinico tomar decisiones inmediatas respecto del

tratamiento. ©°

b) METODO CONVENCIONAL BIFASICO

El medio bifasico contiene caldo soya tripticasa que se combina a veces con
cisteina y agar gelosa sangre para formar un medio bifasico similar al del Dr.

Maximiliano Ruiz Castafieda (Figura 4). ¢’

Se practica una dilucion 1:10 de sangre en gelosa fundida y tibia dejandose
solidificar hasta la consistencia de gel en un lado de la botella medica plana,
afladiendo después el caldo, debera emplearse caldo de higado o glucosado en
aquellos cultivos donde se sospeche de organismos como Brucella. ®*®" Estos
caldos deberan de incubarse en una atmésfera de 5 a 10% de CO, sustituyendo

la tapa atornillable por un tapdén de algodon esterilizado.

Las muestras de sangre son inspeccionadas dos veces al dia con buena luz
buscando sefiales de desarrollo. Si no se mueven las botellas, los eritrocitos se

sedimentan en el fondo. Entonces pueden verse las colonias y con algo de
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practica ser diferenciadas de las aglutinaciones de leucocitos que pueden ser
abundantisimos en pacientes con infecciones. ** En forma clasica la sepsis por

estafilococos da un coagulo en el caldo.

Fig. 4 Botella bifasica para hemocultivo
gue contiene un agar inclinado el cual
puede ser sumergido en el caldo por

inclinacion de la botella ®’

B) METODOS NO CONVENCIONALES
a) SISTEMAS NO AUTOMATIZADOS
a.l) Sistema de cultivo de sangre lisada y centrifugada

Con el propdsito de separar rapidamente los microorganismos patégenos que se
encontraban en la sangre de las sustancias antibacterianas naturales y de los
agentes antimicrobianos, Sullivan, Sutter y Finegold' introdujeron un sistema que
empleaba lisis de las células sanguineas vy filtracion de la solucion hemolizada a

través de un filtro que retenfa las bacterias. °+®’

Aungue la tecnologia era engorrosa, los resultados compensaban el esfuerzo.
Este sistema de filtracion fue el precursor de la técnica de lisis-centrifugacion

desarrollada por Dorn y cols. que se encuentra en el comercio como Isolator (E. I.
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DuPont de Nemours & Co.). El Isolator consiste en un tubo con doble tapén que
contiene saponina para lisar las células sanguineas, propilenglicol para disminuir
la espuma, SPS como anticoagulante, EDTA para complejar los iones calcio y asi
inhibir la cascada del complemento y la coagulacién, y una pequefia cantidad de
un compuesto fluorado inerte para amortiguar y concentrar los microorganismos
durante una centrifugacion a 3,000 rpm durante 15 minutos. El tapon de la parte
inferior esta inclinado segun el angulo de centrifugacion, permitiendo que el
sedimento sea amortiguado por el Fluorinert en todo momento. Una vez finalizada
la centrifugacion, se descarta el sobrenadante, el sedimento que contiene los
patdgenos se agita vigorosamente en un "vortex" y se inocula en su totalidad en

una placa con agar gelosa sangre. °’

Los beneficios de este sistema incluyen el mayor y mas rapido aislamiento de
ciertos microorganismos, la obtencion de colonias para pruebas de identificacion
directa y de sensibilidad luego de la inoculacion inicial, la posibilidad de cuantificar
las UFC presentes en la sangre, la deteccion rapida de bacteremias
polimicrobianas, el aumento de aislamientos de hongos filamentosos y levaduras,
la eliminacion del paso adicional para eliminar los antibidticos, la posibilidad de
elegir medios especiales para los cultivos iniciales sobre la base de la impresién
clinica (como la siembra directa en medios para Legionella o Mycobacterium) y la
mayor probabilidad de detectar patdgenos intracelulares debido a la lisis de las

células del huésped. ¢’

Los inconvenientes de este sistema parecen ser una alta proporcién de placas
contaminadas, manipulaciones multiples con el riesgo de lesion con la aguja y el
fracaso del sistema para detectar ciertas bacterias como S. pneumoniae, L.
monocytogenes y bacterias anaerobias, en comparacion con los sistemas
convencionales. Con la introduccion de un sistema semiautomatizado para
eliminar el sobrenadante y aspirar el sedimento (Figura 5) Isolator, DuPont Co.

Algunos de los aspectos negativos asociados con la manipulacion del tubo han
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sido eliminados. La combinacion de un tubo Isolator y una botella para

hemocultivo en anaerobiosis seria un buen sistema. %%°

=n Fig. 5 Tubo Dupont Isolator para la técnica de

lisis y centrifugacion. ©’

a.2) Sistema de cultivo de sangre con subcultivo incluido

Una modificacion reciente del hemocultivo bifasico es el sistema Septi-Chek
(Roche Diagnostics) que consiste en una botella convencional para hemocultivo a
la cual se ha unido una camara que contiene una lamina de vidrio con tres caras
cubiertas con agar chocolate, agar de Mac Conkey y agar malta. Para realizar el
subcultivo se invierte la botella, poniendo en contacto todo el caldo con la
superficie de los tres agares; éste es un procedimiento sencillo que no requiere

abrir la botella ni emplear agujas.

El gran volumen que sirve como inoculo y la facilidad de su realizacion permite
una deteccion mucho mas rapida para muchos microorganismos que con los
sistemas convencionales. El Septi-Chek aumenta la recuperacion de S.
pneumoniae pero no es eficiente para el aislamiento de anaerobios,
(Figura 6). °+%
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Fig. 6 Sistema con

subcultivo incluido para

hemocultivo. &’

a.3) Deteccidon de microorganismos por cambios en la impedancia eléctrica
El paso de corriente eléctrica a través de un liquido puede ser medido. Los
electrodos colocados en el caldo controlan en forma continua la impedancia
eléctrica, aun durante la noche cuando no hay ningun analista clinico. El
Bactometer es practicamente el Unico instrumento que se encuentra en el
comercio con este proposito. Los cambios de impedancia se inician cuando el
ndmero de colonias es aproximadamente 5 x 10°, el mismo nivel de desarrollo que
puede detectarse por observacion de la turbidez. Este sistema y otros que
determinan el crecimiento microbiano por cambios en la conductividad eléctrica o
por microcalorimetria (calor desprendido durante el metabolismo bacteriano) no

tienen gran aceptacion en los laboratorios por el momento. *

a.4) Otros métodos para la detecciobn de bacteremia que no requieren
cultivo
Ademéas de la deteccidbn de antigenos circulantes mediante reacciones de
aglutinacion con latex, disponibles para algunas levaduras, estreptococos del

grupo B, Haemophilus influenzae tipo b, S. pneumoniae, &cidos teicoicos de
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estafilococos y Neisseria meningitidis, también se ha aplicado Ia
contrainmunoelectroforesis (CIE) con diverso éxito a la busqueda de antigenos en
suero. Las sustancias que dan reacciones cruzadas pueden bloquear estos

ensayos en algunos casos o provocar aglutinaciones no especificas. %

El lisado de los amebocitos Limulus polyphemus forma un gel en presencia de
s6lo 0.1 ng de endotoxina. Esta prueba que es muy sensible, prueba denominada
del lisado de los amebocitos del Limulus, puede ser empleada para detectar
lipopolisacaridos (LPS) en pacientes con bacteremia debida a bacilos
gramnegativos. Una infeccion por bacilos gramnegativos localizada en otras partes
del organismo también puede dar una reaccion positiva en suero. Aunque esta
prueba se usa con frecuencia para diagnosticar meningitis causada por bacterias
gramnegativas no se emplea comiunmente para detectar bacteremia, en parte por

su naturaleza no especifica. ®

También se ha intentado la deteccion de productos del metabolismo bacteriano en
suero mediante la cromatografia con gas liquido (GLC), y se ha informado cierto
éxito en algunos casos. Una aplicacion prometedora es la deteccidn de productos
metabolicos de micobacterias, microorganismos cuyo diagnoéstico por los métodos

convencionales es muy lento.

b) SISTEMAS AUTOMATIZADOS
b.1) Sistema de cultivo de sangre radiométrico

En este sistema los medios de cultivo empleados para el hemocultivo contienen
metabolitos marcados con isétopos radiactivos (glucosa, aminoacidos y alcoholes
marcados con C'*). Cuando las bacterias o levaduras se desarrollan en el medio
metabolizan los sustratos radiactivos y liberan **CO, que se acumula en la cdmara
de aire que se encuentra en la parte superior de la botella. En el sistema Bactec
se inserta una aguja esterilizada en la botella tomando muestras periodicas de la
atmosfera interna. La deteccién de **CO, indica la presencia de microorganismos

viables que metabolizan el sustrato marcado. Los hemocultivos se agitan durante
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las primeras horas de incubacién para facilitar el desarrollo de los organismos
aerobios y facultativos. El sistema BACTEC proporciona un caldo que contiene
resina para eliminar el efecto de antimicrobianos por adsorcion. No requiere
manipulaciones adicionales una vez que la muestra de sangre ha sido introducida

en el caldo. 845°

Cada laboratorio debe fijar los intervalos entre las mediciones radiométricas, los
niveles de radiactividad considerados sospechosos, el nimero y secuencia de
subcultivos, la composicion de la mezcla de gas que se introduce en la botella en
reemplazo de la muestra extraida y otras condiciones, en la forma que sea mas

conveniente para atender a las necesidades del tipo de poblacién a tratar. %48

Las desventajas que se encuentran con este sistema incluyen resultados falsos
positivos debidos a valores de umbrales inadecuados, o al transporte de
microorganismos de un frasco a otro por agujas para toma mal esterilizadas,
resultados falsos negativos debidos a que ciertos microorganismos no metabolizan
niveles detectables de sustrato marcado. Con este sistema se produce
contaminacion ambiental ya que elimina materiales radiactivos al término del
periodo de incubacion de los hemocultivos. Las reglamentaciones que rigen la
forma de eliminacion de estos medios registran variaciones de un estado a otro. ®

Las ventajas del sistema radiactivo BACTEC son la deteccion mas répida de
muchos patogenos, la disminucién del efecto de antimicrobianos en el cultivo de
sangre, la posibilidad de detectar el crecimiento bacteriano sin inspeccién visual o
realizando diversos subcultivos; se maneja de forma automatizada grandes
numeros de botellas de hemocultivos, se emplean medios hiperténicos y se puede
enlazar el sistema con una base de datos para el procesamiento de la informacion
con el fin de controlar resultados y generar informes estadisticos en estudios

epidemiolégicos. °”%°
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Los fabricantes de BACTEC han introducido una modificacién al sistema que
permite la deteccién en el infrarrojo del CO, liberado por bacterias y hongos en
vez de emplear radioisotopos. Este nuevo sistema disminuirhA muchos de los
problemas asociados con el manejo de los materiales radiactivos. En varios
ensayos el nuevo sistema de deteccion ha dado resultados idénticos a los

obtenidos con el sistema radiométrico. %

b.2) Sistema de cultivo de sangre infrarrojo
En muchos laboratorios de microbiologia de centros hospitalarios se utiliza, el
sistema BACTEC para detectar la presencia de CO, por un procedimiento de
infrarrojos. Existen diferentes versiones de este sistema. Las mas conocidas son,
BACTEC NR 660 y BACTEC NR 730 (Figura 7), este ultimo consta de un
ordenador que almacena los resultados, una estufa con un agitador y un médulo
de lectura conectado a dos tanques que contienen una mezcla fija de gases
previamente determinada por el fabricante. °®®° Este método detecta los niveles de
C0, producidos por las bacterias en las botellas con medio liquido y los expresa
como un indice de crecimiento al compararlos con los niveles de CO, en las
botellas de control. En general, un indice de crecimiento superior a 30 0 un valor
diferencial entre dos lecturas consecutivas superior a 15 es considerado como
positivo.®® Estos parametros pueden ser modificados por el usuario para conseguir
una sensibilidad y especificidad éptimas. Este sistema utiliza un agitador para las
botellas aerobias durante las primeras 24 a 48 horas, lo que aumenta la velocidad

de crecimiento de los microorganismos. *

La lectura de los hemocultivos con el sistema BACTEC esta totalmente
automatizada. Los datos del paciente, la fecha y el ndmero de botellas se
introducen en el ordenador, que asigna a cada uno una posicién en bandejas
especiales. Las botellas que inicialmente tienen claros signos de crecimiento se

separan y el resto se colocan en la posicién marcada. "*"*

Las bandejas con las botellas se depositan en el médulo de lectura, que

permanecera cerrado durante todo el proceso, y ésta es realizada por una cabeza



42

movil provista de dos agujas que perforan los tapones de goma. Cada botella es
analizada por separado y es pinchado por dos agujas: una extrae el gas para
examinar el nivel de C0, y la otra inyecta una mezcla de gases para mantener una
atmosfera, aerobia o anaerobia, determinada. El ambiente dentro del modulo de
lectura se mantiene estéril con una ldmpara de rayos ultravioleta y las agujas se
esterilizaran después de cada extraccion mediante el calor de una resistencia
incandescente. Los primeros tres dias se recomiendan dos lecturas diarias de las

botellas aerobias para acortar el tiempo de positivizacién. "

El ordenador almacena los resultados de la lectura diaria de los hemocultivos
durante todos los dias que permanecen en incubacion. Cuando existe un indice de
crecimiento superior a los niveles establecidos, el sistema informa esa botella
como positiva. Esta se recoge de la bandeja y se procesa mediante tincién de
Gram y subcultivo. Existe un 2% de falsos positivos, en el que se encuentra un
indice de crecimiento elevado y no se consigue aislar ninglin microorganismo. Se
ha atribuido a la actividad de las células hematicas y se ha descrito en el caso de
pacientes con leucemias agudas. Ante la persistencia de lecturas elevadas se
debe descartar la presencia de microorganismos de dificil crecimiento. Para ello se
realizarén tinciones especiales y subcultivos a medios que permitan el aislamiento

de dichos microorganismos.

La sensibilidad del sistema BACTEC es elevada y esta claramente establecido
gue no es necesario realizar subcultivos o tincion de Gram durante las primeras 24
horas ni antes de desechar las botellas, tras 5 a 7 dias de incubacion. Ello supone
ahorro de personal y disminucion del riesgo de contaminacion debida a la
manipulacion de las botellas. Ademas, permite consultar los resultados
diariamente mientras dura la incubacion. Este sistema se ha mejorado en una
tltima version en la que las bandejas son introducidas mecanicamente de forma
automatica en el modulo de lectura. Sus mayores inconvenientes son su elevado
costo, las averias mecénicas y la limitacion de la gestion de datos que no admite

informacion externa sobre la identificacion de los microorganismos y su
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sensibilidad a los antimicrobianos, lo cual lo convierte en algo completamente
66,71

nulo para el analisis estadistico de los resultados.

e T § =
uu;uuu:u”iut}
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Fig. 7 Sistema de cultivo de
sangre BACTEC NR 730.

Laboratorio de Microbiologia

del Hospital Espafiol. 1993

b.3) Sistema de cultivo de sangre fluorométrico
El sistema fluorométrico se basa en la deteccidén del diéxido de carbono (COy)
procedente del metabolismo microbiano.®® Cuando los microorganismos estan
presentes, metabolizan los nutrientes del medio de cultivo, liberando dioxido de
carbono al medio. Un sensor de fluorescencia presente en el fondo de cada botella
de hemocultivo reacciona con el CO, intermitente. Este modula la cantidad de luz
gue es absorbida por el material fluorescente del sensor. Los fotodetectores del
sistema miden el nivel de fluorescencia el cual corresponde con la cantidad de
CO; liberado por los microorganismos. °"° El voltaje de la corriente de lectura del
diodo se compara con la lectura previa. Si el cambio de voltaje excede un valor

delta preestablecido, la microcomputadora marca la botella como positiva.

Para este fin se utiliza el sistema BACTEC de la serie fluorescente que consiste
en un incubador autocontenido, agitador y artefacto de deteccion. Hay tres
tamanos, el modelo 9240 que sostiene 240 botellas, el modelo 9120 que sostiene
120 botellas y el modelo 9050 con capacidad de 50 botellas, hasta cinco médulos
pueden conectarse a la misma unidad de control de la computadora
(Figura 8). "2



Fig. 8 Equipo BACTEC 9240, 9120 y 9050. "*

9240 9120

9050

El sistema que se empled para la realizacion de este trabajo es el sistema
BACTEC 9120 que ha sido disefiado para la deteccion rapida de bacterias y
hongos en muestras clinicas de hemocultivo extraidas directamente de los
pacientes e inoculadas en las botellas de hemocultivo BACTEC, las botellas son
introducidas en el sistema tan pronto como sea posible para asegurar un éptimo
resultado.Se considera que entre la colecta de la muestra y la llegada al

laboratorio debe haber como maximo de tiempo dos horas debido a que una
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mayor demora puede dar resultados falsos negativos pues la bacteria puede

alcanzar la fase logaritmica antes de incubarse. "

El sistema BACTEC 9120 es capaz de monitorear un total de 120 botellas de
hemocultivo BACTEC. La capacidad operativa es de 3 racks con 40 hemocultivos
cada uno, con una duracion de protocolo de 5 a 7 dias; (Figura 9). Los racks
llamados A, B, y C, incluyen su control de temperatura a 35 C, para favorecer el
crecimiento de microorganismos y el instrumento conserva una temperatura
interna a 30 C. Las botellas son agitadas simultdn eamente para conseguir la

méaxima recuperacion de los microorganismos. “*

Fig. 9 Equipo BACTEC
9120 con 3 racks de 40
hemocultivos cada uno.
Laboratorio de Microbiologia
del Hospital Espafiol. 2004

Cuando arranca el BACTEC 9120 el sistema realiza un autodiagnéstico y carga
sus instrucciones de operacién. Entonces el sistema comienza a monitorearse
automaticamente. Una fila de Diodos Emisores de Luz (LEDs) se ilumina detras de
cada botella, activando los sensores fluorescentes de las botellas. A continuacion
los fotodetectores del sistema recogen las lecturas. El ciclo es completado cada

diez minutos. *

Los cultivos positivos son mostrados por una luz indicadora en el frontal del

sistema, activandose una alarma sonora y mostrando un grafico en la pantalla del
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monitor de la computadora. En el eje de las abscisas se observa la curva de
crecimiento bacteriano en su fase logaritmica y en el eje de las ordenadas las

unidades de fluorescencia como se ve en la Grafica 1. *

Grafica 1 Curva de crecimiento bacteriano en un hemocultivo positivo
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BACTEC 9120 Laboratorio de Microbiologia del Hospital Espafiol. 2004

Cuando aparece una botella positiva, el operador debe sacarla del sistema para la
realizacion de wuna tincion de Gram, para confirmar la presencia de

microorganismos viables y realizar un subcultivo para el aislamiento e

identificacion del gérmen.
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3.9.2 PRINCIPALES CARACTERISTICAS DEL SISTEMA BACTEC 9120

a) El sistema es automatico en su monitoreo.

b) Da lecturas sin manipulacién de los cultivos a través de la tecnologia
fluorescente no invasiva.

C) Cuenta con una computadora para dar de alta las botellas asignando los
datos de los pacientes.

d) La computadora sirve de vinculo entre el instrumento y el usuario, ver
(Figura 9).

€) Hay un minimo manejo e intervencién del usuario.

f) Da aviso inmediato de los viales positivos a través del indicador luminoso
del instrumento.

g) Cuenta con una alarma audible.

h) Incuba y agita a todas las botellas BACTEC registradas al mismo
tiempo.

Fig. 10 Equipo BACTEC
9120 con computadora e
impresora que registra las
curvas logaritmicas de los
hemocultivos positivos.
Laboratorio de Microbiologia
del Hospital Espafiol. 2004

3.9.3 CALIBRACION Y CONTROL DEL INSTRUMENTO BACTEC 9120

Los componentes de los instrumentos de la serie fluorescente BACTEC se
seleccionan y disefian para mantener la integridad tanto 6ptica como eléctrica

durante la vida util del instrumento. Todos los instrumentos son calibrados en
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fabrica antes de su envio y no requieren ninguna calibracién durante su vida util, a
menos que algunos componentes sean reemplazados. La calibracién ayuda a que
cualquier serie de botellas fluorescentes en cualquier estacion tendran el mismo

valor de fluorescencia inicial y final de un rango especifico. ">

El software del sistema esta disefiado para monitorear de manera continua el
desempefio eléctrico y Optico de todas las estaciones simultdneamente. Esta
funcion denominada BIT (Built-in Test 6 Prueba integral), monitorea de manera
automatica cada estacion en periodos de 10 minutos en cuanto a caracteristicas
operativas basicas. Estas pruebas continuamente verifican que la sefial resultante
de cada estacion esté dentro de los limites del disefio. El intervalo de
fluorescencia debe de mantenerse estable durante toda la vida del instrumento

sin necesidad de que el usuario realice una calibracion, (figura 10). *

3.9.4 MANTENIMIENTO DIARIO

1. Inspeccionar la temperatura de los racks A,B,C.
Revisar el funcionamiento de las lamparas.
Chequeo de la alarma audible.
Realizar respaldo de datos

Hacer lectura de la temperatura interna debiendo ser 35°+ 1.5 C.

©o g A w N

Verificar que la impresora tenga papel y funcione adecuadamente.

3.9.5 MANTENIMIENTO PREVENTIVO

El mantenimiento preventivo (MP) es un elemento esencial para mantener el
instrumento trabajando en Optimas condiciones y minimizar los tiempos muertos
del mismo. Las fechas tentativas para desarrollar los mantenimientos preventivos
del instrumento son a los tres y a los nueve meses posteriores a la fecha de

instalacion. "t
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Las actividades a realizar durante el mantenimiento preventivo incluyen:

i.  Inspeccion visual de todos los componentes del sistema
ii. Revision de la tierra del sistema
iii.  Verificacion del suministro eléctrico al instrumento
iv.  Verificacion del control de temperatura
v.  Verificacion de los voltajes de corriente directa del instrumento

vi. Revision de elementos mecanicos

3.9.6 CARACTERISTICAS DEL MEDIO DE CULTIVO DE SANGRE BACTEC

SERIE FLUORESCENTE

1. Ventajas:

a)

b)

f)

Las botellas con el medio de cultivo BACTEC tienen forma de botella de
whisky, con su cuello largo y un espacio excesivo de cabeza; esto permite
gue la sangre sea extraida del paciente mediante un sistema Vacuntainer

de recoleccion de sangre.

No requieren venteo con aire atmosferico después de que se establece
el cultivo de sangre, una ventaja sefialada por los fabricantes por encima
de la botella que debe ventearse.

No necesita reconstitucién, ni dilucion estan listos para su empleo
inmediato.

Todos los medios BACTEC se suministran con biéxido de carbono (COy)
afiadido.

Los medios anaerobios estan prerreducidos y se suministran con CO; y
nitrégeno (N,). La composicion puede modificarse de acuerdo con las
necesidades especificas de rendimiento.

Cada botella contiene un sensor quimico que puede detectar aumentos

de CO; producidos por el crecimiento de microorganismos. Un resultado
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positivo indica la presencia presunta de microorganismos viables dentro

de la botella.”?

g) A los medios de cultvo BACTEC se han incorporado resinas para
contribuir al aislamiento de microorganismos en presencia de antibidticos,
poniendo a su alcance un grado de recuperacion mayor y un tiempo de
deteccion mas rapido.

h) Las resinas forman un enlace con los antibiéticos, disminuyendo asi la
concentracion de los mismos en el medio. En cada botella de medio
BACTEC estan presentes dos tipos de resinas. Una es la resina
fuertemente acida de intercambio cationico que forma un enlace ionico
con los antibiéticos cargados positivamente tales como los
aminoglucésidos. El segundo tipo es una resina polimera, absorbente que
forma enlaces con las partes hidrofobas de virtualmente cualquier clase
de antibidtico. Una vez que se ha creado un enlace molecular entre la
resina y el antibiotico, el efecto de dicho antibiético queda neutralizado. El
proceso de neutralizacion reduce la actividad del antibiético a un nivel que
permite el crecimiento de microorganismos sensibles. En realidad lo que
se pretende con una neutralizaciéon es incrementar él numero de cultivos

positivos. %773

1) Las resinas también se encargan de lisar a los leucocitos donde por lo
comun, se encuentra una gran cantidad de bacterias que han sido
fagocitadas aumentando el nimero de organismos viables en el medio de
cultivo. Por lo anterior el medio de cultivo BACTEC es un medio litico y
esto contribuye a incrementar las probabilidades de éxito para aislar un

microorganismo. ‘%3

B) Desventajas: ">’

1. La deteccion de microorganismos se limita solo a los que son

capaces de desarrollarse en este tipo de medio.
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2. Si se sospecha de bacteremias causadas por gérmenes que

dificilmente se desarrollan en este medio por ejemplo: Leptospira sp.

se deben usar medios suplementarios adicionales.

3. Se pueden obtener resultados falsamente negativos cuando se

encuentran presentes organismos cuya produccién de CO, no es

suficiente para que el sistema lo detecte o si hubo crecimiento

apreciable antes de haberse colocado la botella al sistema.

4. Puede haber resultados falsos positivos cuando en la muestra hay

un recuento elevado de leucocitos.

5. Los medios BACTEC tienen un alto costo.

3.9.7 COMPONENTES DE LAS BOTELLAS DE CULTIVO BACTEC SERIE

FLUORESCENTE "7

Las botellas de cultivo PLUS aerobios y PLUS anaerobios caldo de digerido de

soya- caseina para adultos de Becton Dickinson contienen

siguientes.

Componentes

Agua procesada

Caldo de digerido de soja-caseina

Extracto de levadura

Digerido de tejidos animales
Dextrosa

Sacarosa

Fructosa

Arginina

Hemina

Menadicna

Piridoxal HCI (Mitamina Bg)
Tinles

Citrato sédico

Fosfato potdsico
Polianetolsulfonate sédico (PS5)
Resina adsorbente no idnica
Resina de intercambic catidmica

BACTEC PLUS AercbicF

25 mL
2.75% piv
0,25% piv

0,06% piv
0,084% pév

0,0005% piv
0,00005% piv
0,001% piv

0,05% phv
16,0% pfv
1,0% piv

reactivos

BACTEC PLUS Anaerobic/F

25 mi
2.75% piv
0,48% piv
0,05% piv
0,25% piv

0,25% pfv
0,25 % piv
0,0005% pfv
0,00005% piv

0,16% piv
0,02% piv
0,24% piv
0,05% piv
16,0% piv
1,0% piv
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Contenido de las botellas de cultivo BACTEC PEDS PLUS caldo de digerido de

soya-caseina con resinas para uso pediatrico de Becton Dickinson.

Componentes

Agqua procesada o L. L e A
Caldo de digeride de soja-caseina - . ... .. ... ... ... 2 75% piv
Extracto de levadura - . o 0 . oL oo oo 2025 % By
Cigericdo de tejidos arirmales - .o 0. 10% pi
Prruvato de sodic . .. oo Lo L o e a2 0100
I v = T N 1| LA 1Y)
o 8 X U X - TS Y O
Hemind .. ..o i c e et s e e e e = SLODOAS TS W
menadicna .. .. e e e e e LGOS %
P'c:-hanetcﬂs-ulf-:::natc:-s.DI:IIED{SF'S‘.I...........-..-..-G{JEG% P
Piridoxal HCI OWitaemina Bl .0 - 0000 v v oo 0 00010 % piv
Resind adscrbhente nomdnica . -, .. . o000 -0 - 1ﬂﬂfc-p.fv
Resina de intercambio cationico .. ... 0., QLEY o

3.9.8 TIPOS DE BOTELLAS DE HEMOCULTIVO BACTEC ™"
Existen diferentes tipos de botellas de hemocultivo las mas utilizadas son:
a) Las botellas de cultivo BACTEC tipo Plus Aerobic/F (caldo enriquecido de
digerido de soya-caseina con CO,).
b) Las botellas Plus Anaerobic/F (caldo enriquecido prerreducido de digerido
de soya-caseina con CO,;) para cultivos aerobios y anaerobios de

muestras de adultos.

C) Las botellas de cultivo BACTEC tipo PEDS PLUS/F (caldo enriquecido de
digerido de soya-caseina con CO,) para cultivos aerobios de pacientes

pediatricos.

Ademéas existen medios selectivos para hongos, levaduras y
micobacterias, que pueden ser utilizados en casos especificos y todos
ellos son compatibles con el sistema BACTEC 9120 (Figura 11).



Fig. 11 Diferentes tipos de botellas de hemocultivo BACTEC. "
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3.9.9 CONTROL DE CALIDAD DE LAS BOTELLAS DE CULTIVO BACTEC "%
a) No utilizar ninguna botella de cultivo que muestre indicios de roturas o
defectos
b) Desechar las botellas de forma apropiada
C) Incubar lo mas rapido posible
d) No utilizar botellas después de la fecha de caducidad

€) Utilizar cepas American Type Culture Collection (ATCC) para su control
segln el National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS)."®#°

Se recomienda analizar el rendimiento de cada lote de botellas recibidas utilizando

un control positivo y negativo.

La botella positiva se inocula con 1.0 mL de suspensién de Escherichia coli 6
Sthaphylococcus aureus a una concentracion de 0.5 de McFarland y la botella

negativa sin inocular.
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Los siguientes aspectos deben tenerse en cuenta a la hora de decidir el sistema a
utilizar para la lectura de las botellas de hemocultivos:
1. Sensibilidad y especificidad.
Rapidez de la deteccion de crecimiento bacteriano.
Volumen y composicién de las botellas.
Capacidad del sistema.
Mantenimiento.

Ahorro de personal.

N o o bk~ D

Costo del sistema.
8. Flexibilidad en gestion de datos y versatilidad y sencillez del programa
estadistico.

3.10 SISTEMAS DE IDENTIFICACION BACTERIANA

Existen métodos de susceptibilidad microbiana e identificacion bacteriana. En las
Ultimas tres décadas se han usado nuevos métodos de microbiologia, por ejemplo
en los 70s el método mas usado fue por difusion de disco y pruebas bioquimicas
en tubo. En los 80s se utilizaron métodos comerciales por dilucion reportando la
concentraciéon minima inhibitoria (MIC) de los agentes antimicrobianos. *""°
Existen diferentes métodos de identificacion bacteriana en forma general se puede
clasificar en:

a) Métodos manuales

b) Métodos semimanuales

c) Meétodos automatizados

3.10.1 METODOS MANUALES
API-20E.

En la actualidad se dispone de cierto nimero de sistemas comerciales para la
identificacion de microorganismos que contienen reactivos estables y medios

planeados para determinar caracteristicas bioquimicas. Como las tiras de API
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20-E mostrando el método de inoculacién y la apariencia de la tira luego de la

inoculacion y la incubacion ®° (Figura 12).

Fig. 12 Tiras de API
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3.10.2 METODOS SEMIAUTOMATIZADOS °°

El sistema Biolog GN Microplate.

Consiste en microplacas de 96 pocillos que contienen 95 sustratos de carbono y
un colorante de tetrazolio como indicador redox, (Figura 13). Si un sustrato de
carbono es utilizado por la bacteria inoculada, el colorante incoloro se reduce en
forma irreversible y da un color purpura. Con el uso de una pantalla de
computadora, los pocillos purpureos se codifican como positivos y los incoloros
como negativos. La computadora entonces compara la "huella digital metabdlica"
del microorganismo inoculado con la que esta almacenada en una base de datos,

y genera la identificaciobn mas probable.

Fig. 13 El sistema Biolog GN
Microplate, consistente en

microplacas de 96 pocillos. ®
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Sistema Sceptor System Becton Dickinson.

Se utilizan paneles para gérmenes gramnegativos y grampositivos con
bioquimicas y antimicrobianos a diferentes concentraciones. Posteriormente se
incuban en estufa bacteriol6gica y el operador agrega reactivos a las pruebas
bioquimicas para después leerlas de manera manual transmitiendo la informacion

a la computadora para su identificacion, (Figura 14).

Fig. 14 Sistema Sceptor System
Becton. Laboratorio de Microbiologia
del Hospital Espafiol. 1993

3.10.3 SISTEMAS AUTOMATIZADOS %
Sistema VITEK

El sistema Vitek, consiste en un mddulo generador de vacio lector-incubador,
computadora-impresora y un monitor de computadora, (Figura 15). Este sistema
es usado con tarjetas de ensayos Vitek para identificacion bacteriana, y pruebas

de susceptibilidad a antibiéticos totalmente automatizadas. %%°
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Fig. 15  Sistema Vitek, con
lector-incubador, computadora
e impresora y un monitor de
computadora. &

Sistema MicroScan Walkaway

Es el sistema utilizado en el presente trabajo para identificar el género y la especie
de los microorganismos aislados. El sistema Walkaway es un sistema
microbiolégico totalmente automatizado que proporciona una alta velocidad de
proceso, ademas de un alto porcentaje de confiabilidad de identificacién, incuba,
afade reactivos y determina los resultados de los paneles de forma automatica.
Para la obtencién del antibiograma, se emplea la técnica de Concentracion
Inhibitoria Minima (MIC) que proporciona informacion de que antibiético y a que
concentracion minima se ve afectado o son sensibles los microorganismos
aislados, y asi proporcionar un indicio al médico para el tratamiento correcto de

eliminacién de las bacterias patdgenas, (Figura 16).

El equipo microscan consta de:

1. Micropipeta multiple, la cual dosifica e inocula en las placas de lectura el
microorganismo a identificar.

2. Mobdulo incubador / lector, el cual tiene la funcion de asegurar la lectura
cada hora de las pruebas bioquimicas y antibiograma sin ninguna

manipulacién.
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3. Sistema de cémputo, que ejerce control y conexiéon entre los valores
generados por el lector y los valores generados de antibiograma.

4. Una terminal que permite dialogar con el sistema, personalizando los
resultados y datos obtenidos.

5. Impresora que permite la emision de reportes y datos del sistema modular.

Fig. 16a Sistema
Microscan WalkAway
Laboratorio de
Microbiologia del Hospital
Espafiol.2004

0 [

.1

Fig. 16b Equipo abierto
mostrando las 8 torres con 7

pisos y el area de reactivos

El sistema Microscan Walkaway utiliza paneles deshidratados para la

identificacion del microorganismo a nivel de especie y la determinacion de la MIC.

Los paneles mas empleados son los paneles para gramnegativos Combo N30 y

para grampositivos Combo N12 y con menos frecuencia se utilizan paneles para
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identificacion de anaerobios estrictos y microorganismos fastidiosos como

Haemophilus.

Los paneles son placas que contienen diferentes sustratos liofilizados, también se
utilizan pruebas convencionales modificadas y cromogénicas. La identificacion se
basa en la deteccion de cambios de pH después de 16 a 44 horas de incubacion a
35 C.

Las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos son una miniaturizacion de la
prueba de sensibilidad a dilucion, las cuales han sido deshidratadas. Varios
agentes antimicrobianos son diluidos en caldo Muller- Hinton, con suplementos de
calcio y magnesio adicionados a diferentes concentraciones de interés clinico.
Después de inocular y rehidratar con suspension estandarizada de
microorganismos y de incubar a 35 € por 16 horas, el sistema Microscan se
encarga de inocular reactivos y hacer diferentes lecturas de las pruebas
bioquimicas asi como de la sensibilidad, mostrando en el monitor el resultado del
microorganismo aislado con su porcentaje de confiabilidad y la interpretacion del

MIC pudiendo mandar el resultado a todos los servicios del hospital por la red.

Precauciones en el uso de paneles:

1. Solo son para uso diagnéstico in vitro.

2. Se debe tener condiciones asépticas y precauciones establecidas para
evitar riesgos microbiologicos en todo el desarrollo del proceso ya que los
paneles inoculados contienen organismos potencialmente patogénicos.

3. Todos los materiales deben esterilizarse antes de ser desechados.

Control de calidad de los paneles deshidratados Microscan
1. Los paneles deben almacenarse de 2 a 30 C. El almacenar en condiciones
diferentes a las recomendadas, puede producir la pérdida de potencia de
los agentes antimicrobianos y la decoloracion de bioquimicos.

2. Los paneles no se usan después de la fecha de expiracion.
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3. No se usan los paneles si existe alguna de las siguientes condiciones:
a) Sino hay desecante o0 este esta roto
b) Silos pocillos del panel estan descoloridos
c) Si la integridad del paquete esta comprometida de alguna manera
(sin sellar, agujereada o rota).
4. La NCCLS recomienda revisar periodicamente las densidades inoculadas
haciendo un recuento de colonias. Los resultados esperados deben

encontrarse entre 3 a 7 x 10° UFC/mL.

Sistema de inoculacion Prompt-D: para el estudio de la sensibilidad por
microdilucion.
La suspension estandarizada de microorganismos empleada en el estudio de
sensibilidad a antimicrobianos por microdilucion se realiza con el sistema de
inoculacion Prompt-D. Este método proporciona precision y reproductividad en la

determinacion de la MIC.

El procedimiento de microdilucion utilizado en los estudios de sensibilidad a
antimicrobianos ha proporcionado resultados cuantitativos y se emplea para
determinar la concentracion inhibitoria minima (MIC) de los agentes
antimicrobianos. La precision y la reproductividad del procedimiento dependen del
uso de los materiales y los métodos establecidos. Un requisito importante del
procedimiento para la determinacion de la MIC es conseguir un inéculo bacteriano
ajustando dentro de unos limites fijados, lo cual puede lograrse de dos formas:

1. Mediante un ajuste manual del in6culo hasta alcanzar la turbidez estandar

0.5 de la escala de McFarland, seguido por la dilucién apropiada.
2. Mediante una incubacién hasta la fase estacionaria del caldo de cultivo,

seguida por la dilucion apropiada.

El sistema de inoculacion Prompt-D proporciona inoculos estandarizados,

eliminando al mismo tiempo la necesidad de incubar y ajustar la turbidez. Los
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resultados obtenidos utilizando este sistema coinciden en al menos un 97% con
los resultados obtenidos en estas mismas pruebas con inoculos preparados
siguiendo el procedimiento establecido por el National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS).

El sistema de inoculaciéon Prompt-D consiste en una varilla de inoculacion y una
botella de liquido de dilucién. La varilla es de polipropileno, lleva un anillo de
seguridad que sirve para secarla, y va unida a un tapon. La punta de la varilla
tiene una hendidura disefiada para contener un determinado nimero de bacterias,
la varilla se pone en contacto con diversas colonias bacterianas en una placa

primaria de aislamiento y se introduce en la botella de liquido de dilucién.

La suspension bacteriana permanece estable durante cuatro horas, dentro de este
tiempo el 97% de las MIC estan comprendidas dentro de un margen de dilucién de

+ 1 con respecto a las MIC establecidas mediante los métodos convencionales.

Este sistema facilita la preparacion del in6culo de MIC al eliminar el periodo de

incubacion y la necesidad de ajustar la concentracion del inéculo.

Los estudios efectuados sobre el tema hasta ahora, han sido de manera exclusiva
en instituciones del sector salud, esto es institutos de salud, hospitales civiles y el
Instituto Mexicano del Seguro Social, por lo que reflejan lo que ocurre
exclusivamente en dicho sector, habiendo poca informacién publicada por parte
de hospitales privados; de ahi la importancia por identificar los principales
microorganismos causantes de bacteremia en las diferentes areas que conforman
al Hospital Espafiol, que es una institucion de salud privada de tercer nivel. La
importancia de este estudio es conocer los microorganismos que producen
bacteremias asi como su frecuencia en las diferentes areas del hospital
permitiendo predecir brotes y establecer politicas de uso de antibibticos y guias de
control de acuerdo con la flora predominante para comparar entre una institucion

publica de salud e instituciones privadas de salud. %
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hoy en dia, las enfermedades provocadas por microorganismos afectan
anualmente a millones de pacientes en el mundo provocando un elevado costo en
su tratamiento; por lo que una atencion hospitalaria adecuada de los pacientes
permite resolver el problema de manera eficaz; en tal forma que se reducen las
infecciones nosocomiales implementando medidas preventivas para evitar que los

pacientes adquieran un nuevo padecimiento.

Las bacteremias pueden originarse por infecciones nosocomiales diversas tales
como infecciones de vias urinarias, heridas quirdrgicas, neumonias, flebitis,
gastroenteritis, etc., y los microorganismos mas frecuentes son: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,

Enterococcus, y algunos estafilococos coagulasa negativos.

Las bacteremias conjugan diversos factores de riesgo que en su mayoria pueden
ser susceptibles de prevencion y control; y varian dependiendo del sexo, edad,

condicion ambiental, instrumentos, personal meédico e instalaciones hospitalarias.

Por tal razon se propone realizar un analisis retrospectivo en el Hospital Espafiol
habiendo empleado el sistema BACTEC 9120 de la serie fluorescente para
identificar las diferentes areas donde se presentaron bacteremias y el tipo de
microorganismos que se han encontrado en los ultimos cinco afios con la finalidad
de comprobar si existe similitud con lo reportado por las instituciones publicas del
sector salud y de esta forma comparar si existen diferencias en cuanto a la
frecuencia y porcentaje para asi tomar las medidas necesarias y minimizar el

riesgo de contraer este tipo de padecimientos.
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V. HIPOTESIS

1. Si se emplea un sistema no convencional automatizado “BACTEC
9120 serie fluorescente”, se tendr4 mayor posibilidad de identificar a
los microorganismos capaces de provocar una bacteremia de forma
mas répida, precisa y oportuna que con el empleo de métodos

convencionales y no convencionales no automatizados.

2. Tomando en cuenta que las condiciones de infraestructura y
atencion médica no son las mismas en instituciones de salud publica
y privadas, se espera que los porcentajes que se reportan en las

primeras sean diferentes a los obtenidos en el presente estudio.
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VI. OBJETIVOS

A. Identificar los principales microorganismos causantes de bacteremia
en las diferentes areas que conforman al Hospital Espafiol.

B. Determinar si los porcentajes de microorganismos causantes de
bacteremias que se encuentran en un hospital privado son similares
0 diferentes a los reportados en instituciones del sector salud.

C. Determinar si existe dependencia entre los microorganismos mas

comunmente presentes en una bacteremia y el area de localizacion.



VIl. MATERIAL Y METODO

Tipo de estudio

Observacional
Retrospectivo
% Transversal
Descriptivo

*

¥y ¥y ¥
XK XX X¥

*.
*

Poblacion de estudio : pacientes del Hospital Espafiol de los diferentes servicios y

de todas las edades en los cuales se presentd bacteremia en los Ultimos cinco afios.

Variables:

Dependiente
%  Presencia de bacteremia

Independientes

Sexo

Edad

Condicion ambiental

Instrumental médico-quirdrgico
Personal médico

Diversas areas de hospitalizacion

Xy Xy Ky Ky ¥
X¥*ox* XX x* x¥*

*.
x*
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Criterios:

De inclusion:

1. Pacientes con sospecha de bacteremias intermitentes en el
momento del inicio del escalofrio o una hora antes del pico febril.

2. Pacientes con sospecha de bacteremias continuas: endocarditis
bacteriana, infecciones vasculares, pielonefritis, colangitis, fiebre
tifoidea, etc. No importando el momento de toma.

3. Pacientes con leucocitosis no explicable. Elevacién de leucocitos
polimorfonucleares.

4. Pacientes con fiebre de origen desconocido.

De exclusion:

1. Hemocultivos sin el minimo de sangre requerida.

2. Frascos mal etiquetados.
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Material

8

9

Botellas de cultivo BACTEC péds plus / F (caldo de digerido de soya — caseina
con CO,) de Becton Dickinson Company Sparks MD.

Botellas de cultivo PLUS Aerobic / F (caldo enriquecido de digerido de soya -
caseina con CO;) de Becton Dickinson Company Sparks MD.

Botellas de cultivo PLUS Anaerobic / F (caldo enriquecido pre reducido de
digerido de soya - caseina con CO,) de Becton Dickinson Company Sparks
MD.

Botellas de cultivo BACTEC LYTIC (10 Anaerobic / F) (caldo enriquecido
prerreducido de digerido de soya - caseina con CO;) de Becton Dickinson
Company Sparks MD.

Botellas de cultivo BACTEC Mycol / F LYTIC de Becton Dickinson Company
Sparks MD.

Equipo de tincidén para microscopia (Gram — color) Merck KgaA Germany.
Equipo de tincion para microscopia (Ziehl Neelsen) Merck Germany.
Prompt Inoculation System —D Trademark of 3M Company, St. Paul MN USA.

Agar chocolate BBL BD

10 Agar gelosa sangre BBL BD

11 Agar Mac Conkey BBL BD

12 Agar sal y manitol BBL BD

13 Agar biggy BBL BD

14 Cloruro ferrico 10%

15 Reactivo de Kovacs

16 Hidréxido de potasio

17 a—naftol al 5%

18 Acido sulfanilico
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19 N,N- dimetil a— naftilamina

20 Peptidasa

21 Hidroxido de sodio al 0.85%

22 Cloruro sodico

23 Aceite mineral

24 Reactivo de oxidasa (dihidrocloruro de tetrametil-p-feniléndiamina)
25 Solucion de turbidez estandarizada 0.5 McFarland de sulfato de bario

26 Peroxido de hidrogeno

Equipo

27 Automatizado BACTEC (9120 de la serie fluorescente) de Becton Dickinson
Dade Behring. USA.

28Automatizado MicroScan WalkAway 40 Baxter. USA.

29 Microscopio Optico. Axiostar Zeiss Germany.

30 Microscopio estereoscopico. Stemi SVG Zeiss Germany.

31 Estufa bacteriologica. Felisa. USA.

32 Campana de flujo laminar. LAB CONCO. USA.
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Método

a). Preparacion del paciente y toma de muestra

1. Desinfectar la piel en la zona a puncionar con gasa o algodon empapado con
povidona yodada, dejando que actle durante tres minutos, no limpiar con
merthiolate.

2. Colocarse guantes y limpiarse los dedos también con povidona.

3. Dejar que el ayudante desenvuelva la jeringa o el adaptador de vacuntainer
estéril y la presente al tomador de muestra sin tocar la aguja.

4.  Durante toda esta operacion deberd haber un minimo de personas en la
habitacion, idealmente solo el tomador de muestra y el ayudante; evitar las
corrientes de aire, y no se debe hablar a menos que se tenga colocado el
cubrebocas.

5. Al terminar la extraccion presionar la vena inmediatamente después de
haber retirado la aguja, nunca presionar mientras esta se retira pues el

contacto del algoddn con la aguja puede contaminar la muestra.

Para la recoleccion de la muestra, normalmente se utiliza una jeringa con punta
LUER-LOK de 10 cc o 20 cc. Si es necesario, se puede utilizar un juego de
soporte de aguja VACUTAINER y un juego de recoleccion de sangre
VACUTAINER. Se observa cuidadosamente la direccion de flujo de la sangre al
empezar la colecta de la muestra. El vacio en la botella normalmente excede los
10 mL, de forma que se debe vigilar el volumen extraido mediante las marcas

graduadas de 5 mL, en la etiqueta de la botella.

Una vez extraidos los 8 a 10 mL deseados, se debe detener el flujo poniendo
una pinza en el tubo y quitando el juego de aguja y tubo de la botella BACTEC.

(Figura 17 agujas, frascos y equipo de recoleccion de muestras).
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Fig. 17 Equipo de

recoleccion de muestras. °°

b). Inoculacion e incubacién de las muestras de hem  ocultivo
6. Se desprende el tapon a presiéon de la botella BACTEC e inspecciona la
botella para ver si hay roturas, contaminacioén, turbidez excesiva o tapones
hinchados o dafados. No utilizar si se observa cualquier defecto antes de
inocular, limpiar la membrana con alcohol (no se recomienda yodo).
Inyectar asépticamente o extraer directamente de 8 a 10 mL de la muestra
por cada botella. En botellas pediatricas se inoculan de 1 a 3 mL de sangre.
Si se utilizan muestras con voliumenes de 3 a 7 mL, el aislamiento sera

inferior al que se obtiene con volimenes mayores.

7. Sacudir suavemente las botellas, rotularlas siempre con los datos
completos del paciente, incluyendo la hora de la toma, y remitirlos al

laboratorio a la brevedad posible.
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8. Los formatos de peticion al laboratorio deben especificar el diagndstico o el
probable diagnostico del paciente, hacer constar también si la muestra se

tomoé a través de catéter.

9. Las botellas inoculadas de aerobios y anaerobios deben ponerse en el
instrumento BACTEC de la serie fluorimétrica tan pronto como sea posible
para la incubacién y verificacion. Si esta accion se retarda es posible
observar crecimiento a simple vista, la botella no debe analizarse en el
instrumento BACTEC de la serie fluorimétrica sino que debe subcultivarse,
tefiirse mediante el método de Gram y considerarse como una botella

presuntamente positiva.

Las botellas que se ponen en el instrumento seran analizados
automaticamente cada diez minutos durante el periodo de protocolo de
cinco dias, y si se sospecha de microorganismos de lento crecimiento se da
un protocolo de 21 dias. El instrumento BACTEC de la serie fluorimétrica
determina cudales botellas son positivas y las identifica. No se ve una
diferencia obvia en el sensor dentro de la botella en el caso de botellas
positivas y negativas. Sin embargo, el instrumento BACTEC de la serie

fluorimétrica detecta una diferencia en la fluorescencia.

Si al final del periodo de andlisis una botella negativa parece positiva a
simple vista (esto es, con sangre «chocolatizada», una membrana
hinchada, sangre lisada y/o muy oscurecida), la botella debe subcultivarse,
tefiirse mediante el método de Gram y considerarse como una botella

presuntamente positiva.

c). Realizacion de subcultivo en muestras detectada s como positivas
10. Antes de realizar el subcultivo, se pone la botella en posicion vertical y se
coloca un trozo de algodén empapado en alcohol sobre la membrana, se

introduce una aguja esteéril con un filtro o tapén adecuado a través del trozo
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de algodon empapado en alcohol y la membrana con el fin de eliminar la
presion en la botella. La aguja se retira después de haber descendido la
presion y antes de tomar una muestra de la botella para efectuar un
subcultivo, etc. La insercidn y retirada de la aguja debe realizarse moviendo
la mano en linea recta, evitando movimientos giratorios. Unas gotas de la
muestra se utilizan para realizar una tincion de Gram; esto con dos
finalidades:
verificar que haya microorganismos viables en la muestra
seleccionar los medios de cultivo dependiendo del tipo de germen observado

Para lograr un aislamiento O6ptimo de microorganismos, los cultivos
negativos pueden verificarse mediante tefiido y/o subcultivo en cualquier
momento antes de desecharse como negativo.

Los gérmenes gramnegativos se subcultivan en agar gelosa sangre, agar
gelosa chocolate si se sospecha de bacteremias causadas por
Haemophilus sp. o Neisseria sp. y agar MacConkey.

Los gérmenes grampositivos se subcultivan en agar gelosa sangre y agar
sal y manitol.

Las placas se incuban a 37 T por 24 horas; los agares sangre y chocolate

se incuban a presion reducida utilizando la técnica anaerocult C.

14. La técnica de anaerocult C. Se realiza como lo muestran las siguientes

figuras:

Fig. 18 Colocar las placas sembradas

dentro de la jarra Gas Pack.

I

Fig. 18
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Fig. 19 Agitar levemente las bolsas
anaerocult C sostenidas con la mano abierta
y humedecer uniformemente el lado impreso

de la bolsa con 6 mL de agua.

Fig. 20 Inmediatamente después, colocar la
bolsa anaerocult C perpendicularmente

dentro de la jarra Gas Pack.

Fig. 21 Cerrar la jarra herméticamente e
introducirla en la estufa a 35 °C de 18 a 24 horas.
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d). Diferenciacion e identificacion de los microorg anismos obtenidos

15. Una vez obtenidas los microorganismos se realizan pruebas bioquimicas
rapidas:

a). Para microorganismos grampositivos:
Catalasa: agregar una colonia aislada a una gota de H,O,, previamente
colocado en un porta objetos para verificar entre catalasa positiva y
catalasa negativa para diferenciar Sthaphylococcus de Streptococcus.
Coagulasa: en un tubo de ensayo se coloca 0.5 mL de plasma diluido y
una asada de bacterias, mezclar por rotacion suave, colocar el tubo a
37 T por 2 horas y observar la formacion de fibrin a.

b). Para microorganismos gramnegativos:
Oxidasa: consiste en determinar la presencia de la enzima oxidasa; y se

realiza de la siguiente manera:

Fig. 22 Con el asa de inoculacion tomar del medio de

cultivo una colonia aislada, que haya crecido bien.

Fig. 23 Aplicar la colonia sobre la zona reactiva y frotar

con el asa de inoculacién.
8
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ﬁg Fig. 24 Al cabo de aprox. 20 a 60 segundos comparar
U ) con la escala colorimétrica.
|" I'.Z;_]

16.Se procede a identificar al microorganismo aislado empleando el sistema

Lab. Pro™ WalkAway 40/96. La preparacién de la suspensién bacteriana

generalmente se realiza con el sistema de inoculacion Prompt.

Preparacion de la suspension bacteriana:

1. Utilizar una varilla de inoculacién para tomar la
colonia.
2. Mantener la punta de la varilla perpendicular a la

superficie del agar y tocar con ella 3 colonias aisladas

cuyo tamafio sea al menos tan grande como la punta
de la varilla. No perforar el agar. No raspar ni arrastrar

el extremo de la varilla por las colonias. (Fig. 25)

Fig. 25

NOTA:
En el caso de colonias muy pequeiias, casi milimétricas, continuar incubando la

placa primaria hasta que alcancen el diametro de la punta de la varilla. Si resulta
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improbable que el diametro de la colonia alcance dicho tamafio (por ejemplo, en

el caso de determinados estreptococos), se emplea otro método de preparacion

de in6culos.

3. Sosteniendo la varilla por el tapon con una mano, sujetar
la anilla con la otra y tirar con firmeza para romper la union
entre la anilla y el vastago de la varilla. No retorcer ni doblar
la anilla. Mantener el extremo de la varilla apuntando al
suelo. (Fig. 26)

4. Tirar de la anilla lentamente hacia abajo, sepérarla del
vastago de la varilla y desécharla. (Fig. 27)
5. Sujetando la varilla de inoculacion con una mano, coger

una botella de inoculacion de Prompt.
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7. Introducir la varilla de inoculacién dentro de la botella y
presionar hacia abajo con un movimiento giratorio para

asegurarse de que quede bien cerrado (Fig. 29)

8. Agitar bien la botella durante 8 6 10 minutos para
gue las bacterias se desprendan del extremo de la
varilla. Si no se desprenden, dejar reposar la solucion

durante 5 minutos y agitar de nuevo (Fig. 30)

Fig. 30
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9. La suspension bacteriana debe emplearse dentro de un
plazo de cuatro horas después de su preparacion. Si no se
utiliza inmediatamente después de su preparacion, se
debera agitar bien antes de usar, con el fin de resuspender
las bacterias.

Colocacion de la suspension en el inoculador

1. Sacar la varilla de inoculacion de la botella y
(Fig. 31) deséchela.

2. Vertir la suspension en el inoculador,
apretando suavemente la botella
3. Proceder a inocular a los paneles el MIC mediante un

procedimiento de microdilucion apropiado.

Limitaciones
1. El Sistema de Inoculacion Prompt-D no debe emplearse cuando el tamafio de
la colonia sea inferior al de la punta de la varilla. Entre los organismos que no
pueden alcanzar ese tamafio se encuentran los Streptococcus sp. a excepcion
del S. bovis y el S. agalactiae (Grupo B). Si se utilizan colonias demasiado
pequefas, la inoculacion serd inferior a la normal y esto puede hacer que un
organismo resistente parezca sensible. En el caso de colonias con un tamafio
inferior al de la punta de la varilla, debera emplearse otro método de preparacion
de in6culos.

2. Es posible que algunas cepas mucoides, como las de Klebsiella sp o
Pseudomonas sp, no se adhieran a la varilla al picar la colonia. Esto podra verse
claramente. En el caso de este tipo de organismos, debera emplearse otro

método de preparacion de inoculos.



78

17.La suspension bacteriana se inocula en los paneles: panel combo 12 para
microorganismos grampositivos, panel combo 30 para microorganismos
gramnegativos, o se pueden emplear paneles de identificacion rapida como

paneles para anaerobios, levaduras y Haemophylus.

Fig. 32

Paneles Combo 12 y
Combo 30. Laboratorio
de Microbiologia del
Hospital Espafiol.
2004

18.Los paneles inoculados se incuban en el sistema Lab Pro ™ WalkAway 40/96.
Se obtienen asi los resultados de la identificacion de forma totalmente
automatizada a partir de las 4 horas de incubacion si son paneles rapidos 6 de

18 a 24 horas en paneles normales.

19.La identificacion de los agentes causales de bacteremias se hacen a nivel de
género y especie asi como la sensibilidad antimicrobiana, si es necesario se
utilizan diferentes antisueros para identificar el grupo o serotipo, segun sea el

caso.

20. Realizar el analisis estadistico de los resultados identificando los agentes

causales de bacteremias y las areas hospitalarias en donde se detectan.
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VIII. DISENO ESTADISTICO

El tratamiento de los resultados obtenidos se llevara a cabo empleando

procedimientos descriptivos de estadistica:

a) Gréficos
b) Tablas de frecuencia y/o porcentajes

C) Utilizacién X?
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IX. RESULTADOS
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El total de hemocultivos realizados en el periodo comprendido entre los afios

2000 a 2004 fue de 10,885 de estos resultaron positivos 1,028 lo cual representa
un 9.44% del total.

Tabla 1 Relacién de hemocultivos negativos y positivos en un periodo de 5 afos.

Afos Total de No. de No. de % %
hemocultivos | Hemocultivos | hemocultivos | Negativos | Bacteremias
negativos positivos

2000 2124 1931 193 90.92 % 9.08 %
2001 2111 1919 192 90.91 % 9.09 %
2002 2300 2103 197 91.44 % 8.56 %
2003 2200 1993 207 90.6 % 9.40 %
2004 2150 1911 239 88.89 % 11.11 %
Total 10,885 9, 857 1,028 90.55 % 9.44 %

El aflo con mayor cantidad de hemocultivos realizados pero también con la mayor

cantidad de resultados negativos fue el 2002. Por otro lado el afio donde se

presentaron mayor cantidad de bacteremias tanto en nimero como en porcentaje
fue el de 2004 (Tabla 1).
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Gréfica 1 Relacion de microorganismos aislados de  hemocultivos en 5 afios

‘ ONo. de cepas aisladas M Porcentaje
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En la grafica 1 se observa la relacion de microorganismos aislados de
hemocultivos en 5 afios y sus porcentajes, donde se observa predominio de los
gramnegativos destacando de manera importante la cantidad de levaduras la cual

es cercana al 10%.
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Tabla 2 Relacion de bacterias grampositivas aisladas en hemocultivos en el
périodo 2000 - 2004

Bacterias aisladas Frecuencia Porce ntaje
E. durans / hirae 1 0.23 %
E. faecalis 30 6.9 %
E. faecium 13 3.0 %
E. gallinarum 1 0.23 %
Leuconostoc sp. 1 0.23 %
Grupo C Strep. 1 0.23 %
Streptococcus agalactiae 4 0.93 %
Streptococcus S-hemolitico 12 278 %
Streptococcus a-hemolitico 44 10.2 %
S. aureus 77 17.86 %
S. epidermidis 209 48.49 %
S. haemolyticus 10 23 %
S. hominis h 33 76 %
S. saprophyticus 3 0.69 %
S. auricularis 2 0.46 %
S. bovis 4 0.93 %
S. cohnii 1 0.23 %
S. cohnii - cohni 1 0.23 %
S. pyogenes 1 0.23 %
S. hominis - novo 6 1.39 %
Micrococcus 1 0.23 %

En la tabla 2 se enlistan el total de bacterias grampositivas con género y especie
especificando la frecuencia y el porcentaje de cada una en un periodo de 5 afios.

Incluyendo anaerobios.




Tabla 3

Relacion porcentual de bacterias grampositivas

de hemocultivos en el periodo 2000 — 2004.

por género aisladas

Bacterias aisladas Frecuencia Porcentaje
Staphylococcus
S. aureus 77 17.86 %
S. epidermidis 209 48.49 %
S. haemolyticus 10 23 %
S. hominis h 33 76 %
S. saprophyticus 3 0.69 %
Streptococcus
Streptococcus S-hemolitico 12 2.78 %
Streptococcus a-hemolitico 44 10.2 %
E. faecalis 30 6.9 %
E. faecium 13 3.0 %
Total 431 100 %

La tabla 3 muestra las bacterias grampositivas mas frecuentemente encontradas,

por género donde S. epidermidis se encuentra con mayor frecuencia en relacion

con los cocos entéricos encontrados.




periodo 2000 — 2004.

Tabla 4 Relacion de bacterias gramnegativas aisladas en hemocultivos en el

85

Bacterias aisladas Frecuencia Porcentaje
Enterobacter
E. aglomerans 6 1.24 %
E. cloacae 37 7.69 %
E. aerogenes 29 6.02 %
Klebsiella
K. oxytoca 22 457 %
K. pneumoniae 38 7.90 %
Citrobacter
C. freundii 13 2.7 %
Morganella
M. morganii 5 1.03 %
Proteus
P. mirabilis 7 1.45 %
Escherichia
E. coli 146 30.35 %
Salmonella
S. typhi 6 1.24 %
S. enterica 3 0.62 %
S. cholerae suis 7 1.45 %
Serratia
S. marcescens 15 311 %
Acinetobacter
Ac. baumanii 15 311 %
Ac. lwoffii 23 478 %
Pseudomonas
P. aeruginosa 85 17.67 %
Stenotrophomona
S. maltophila 22 4.57 %
Burkholderia
B. cepacia 2 041 %
Total 481 100 %

La tabla 4 enlista el total de bacterias gramnegativas especificando el nUmero de

aislamientos en un periodo de cinco afios, asi como el porcentaje de cada una

considerando el nimero total de aislamientos. Los microorganismos con mayor

frecuencia fuerdn

E. coli con 30.35%, P. aeruginosa con un 17.67%, K.

pneumoniae con 7. 90% y Enterobacter cloacae con un 7. 69%.
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Tabla 5 Relacion porcentual de bacterias gramnegativas aisladas en
hemocultivos

Bacterias aisladas Frecuencia Porcentaje
Enterobacter 72 17.95 %
Klebsiella 60 1496 %
Escherichia 146 36.40 %
Acinetobacter 38 9.47 %
Pseudomonas 85 21.19 %

En la tabla 5 Se muestra a los géneros mas frecuentemente aislados de
bacterias gramnegativas donde al igual que en la tabla anterior predominan
Escherichia, Pseudomonas y Enterobacter ademas de Klebsiella.

Tabla 6 Relacion de enterobacterias aisladas en hemocultivos

Enterobacterias | Frecuencia Porcentaje
Enterobacter 72 2155 %
Klebsiella 60 17.96 %
Citrobacter 13 3.89 %
Morganella 5 149 %
Proteus 7 2.09 %
Escherichia 146 43.71 %
Salmonella 16 479 %
Serratia 15 449 %

Total 334 100 %

En la tabla 6 se presenta la relacion de las enterobacterias aisladas en los
hemocultivos en 5 afios con un total de 334 aislamientos. Siendo las de mayor

frecuencia Escherichia, Enterobacter y Klebsiella.
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Tabla 7 Relacién de bacilos gramnegativos no fermentadores aislados en 5 afos.

Bacilos Frecuencia Porcentaje
Acinetobacter 38 25.85 %
Pseudomonas 85 57.82 %
Stenotrophomona 22 14.96 %
Burkholderia 2 1.36 %
Total 147 100%

En la tabla 7 se observa la relacion de bacilos gramnegativos no fermentadores

aislados con un total de 147 aislamientos.

Tabla 8 Relacién de bacterias anaerobias obligadas aisladas en hemocultivos.

Anaerobios Frecuencia | Porcentaje
Bacteroides fragilis 12 57.14 %
Bacteroides ovatus 7 33.33 %
Bacteroides thetaiotaomicron 2 9.52 %

Total 21 100 %

La tabla 8 muestra la relacién de bacterias anaerobias aisladas en hemocultivos
siendo el B. fragilis el microorganismo con mayor frecuencia dentro de los

anaerobios.

Tabla 9 Relacién porcentual de levaduras aisladas.

Levaduras Frecuencia | Porcentaje
Candida albicans 52 68 %
Candida sp. 43 32 %
Total 95 100%

En la tabla 9 se observa la relacién porcentual de levaduras aisladas con un total

de 95 lo cual representa una cantidad considerable.



88

Tabla 10 Relacion de microorganismos mas comunes aislados en el Hospital
Espafiol en 5 afios

Bacteria aislada Frecuencia Porcentaje
S. epidermidis 209 20.33 %
E. coli 146 142 %
P. aeruginosa 85 8.26 %
S. aureus 77 749 %
Candida albicans 52 505 %

La tabla 10 muestra los 5 microorganismos mas comunmente encontrados en el
periodo que abarco el estudio. Se observa un porcentaje mayor de grampositivos
en relacion a los gramnegativos, también hubo un porcentaje considerable de
levaduras siendo Candida albicans la de mayor frecuencia en relacion a Candida
sp, por lo que el género Candida, indica que tiene un porcentaje que si bien no es
muy significativo en cuanto a nimero, si se puede considerar importante tomando

en cuenta que es muy superior al de diversas bacterias encontradas.

Por otro lado los 5 microorganismos mas frecuentemente encontrados como
causantes de bacteremias y haciendo alusibn a algunas de las variables
independientes, se propuso establecer si los microorganismos encontrados tienen

alguna relacion con el sitio del hospital donde fueron encontrados.

Para llevar a cabo el planteamiento estadistico de lo anterior, se dividié al hospital

por areas de acuerdo a los servicios que proporciona, quedando de la siguiente

manera:
UTI Unidad de terapia intensiva
POs Terapia intermedia

POs3, PO4, POs Admision general (6 estancia hospitalaria en general)
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Tabla de Contingencia

Seccion E.coli  P.aeruginosa S. epidermidis S. aureus C. albicans Total
UTI 30 42 53 15 29 169
PO6 60 14 29 25 5 133
Adm. Gral. 40 9 28 17 7 101
Total 130 65 110 57 41 403

La prueba estadistica implicada para determinar independencia entre variables es
X%y se realiza armando tablas de contingencia dependiendo de los “n” renglones y

“n” columnas que se puedan construir.

Para tal efecto se plantearon las siguientes hipotesis a probar:
Ho: El microorganismo encontrado es independiente de la seccién.

Ha: El microorganismo encontrado no es independiente de la seccion

El resultado es:

Nivel de significancia a = 0.05
X? 0.05, 8 = 15.507

X? = 56.6

Se rechaza Ho, por lo tanto el microorganismo encontrado no es independiente

del lugar de origen.
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X. DISCUSION

México como otros paises en vias de desarrollo tiene un sistema de atencion de
salud heterogéneo, si bien se distingue por disponer de grandes instituciones
dedicadas a la atencién médica de gran parte de la poblacién estas denominadas
en conjunto Sector Salud, su infraestructura y economia muchas de las veces es
limitada reflejandolo en un funcionamiento poco eficiente en términos de calidad
de atencion médica donde cuyos resultados son entre otros una tasa elevada de
infecciones adquiridas dentro de las mismas.>®

Los estudios efectuados hasta la fecha y cuyos resultados son accesibles
provienen exclusivamente de instituciones gubernamentales, esto es Institutos
de Salud, Hospitales Civiles y el Instituto Mexicano de Seguro Social, por lo que
reflejan lo que ocurre exclusivamente en el Sector Salud y no existe informacion
por lo menos con alguna confiabilidad por parte de hospitales privados; por lo que
el problema de infecciones nosocomiales en México es extraordinariamente grave,
en términos de mortalidad y morbilidad; otro problema es el factor econémico
ademas la falta también de un nivel minimo de organizacion que regule el
funcionamiento de los hospitales de acuerdo a estandares minimos de

calidad. 8486

Con respecto al estudio realizado la diferencia entre las instituciones hospitalarias
publicas y privadas radica en la infraestructura y la economia asi que se puede
decir que el Hospital Espafiol, donde se realiz0 este estudio, es un hospital
privado, de tercer nivel que cuenta con un laboratorio de microbiologia con la
capacidad de proporcionar resultados que cumplen con los controles de calidad
establecidos por el National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS). %68
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En esta institucion se lleva un control epidemiolégico constante por el personal
gue conforma el Comité de Control de Infecciones Hospitalarias. El tipo de
pacientes y poblacion de estudio son de cualquier especialidad, de diferentes
nacionalidades, la mayoria de situacion socioeconémica elevada; razén por la cual

la frecuencia de infecciones nosocomiales no deberia ser muy alta.

Por otro lado en paises desarrollados, se colecta informaciébn de multiples
hospitales empleando protocolos especificos para pacientes con riesgos similares

de infeccion.®®

Los resultados obtenidos en el presente trabajo difieren de lo reportado por otros
autores pues se encontré6 que un 41.92% de bacteremias son causadas por
microorganismos grampositivos y un 46.78% por gramnegativos. También se
encontraron bacteremias por bacterias anaerobias 2.04% y 9.24% de levaduras.
Estos microorganismos se aislaron en las diferentes areas hospitalarias con una
distribucion como lo muestra la Grafica No 1. Otros autores como Martinez

8 reportan el 61.1% provocadas por cocos grampositivos y un

Aguilar y cols.
38.88% por bacilos gramnegativos. Por otra parte Astagneau ® reporta un 33%
por grampositivos y un 53% por gramnegativos; como se puede observar los
resultados difieren en cuanto a la frecuencia con la que se presentan, pero los

microorganismos son los mismos en ambas instituciones.

Las infecciones por Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) son una causa
frecuente de infecciones nosocomiales graves en pacientes recién nacidos,
inmunocomprometidos y en aquellos nifios con procedimientos invasivos como los
injertos ortopédicos, neuroquirdrgicos, catéteres venosos centrales, y catéteres
para dialisis peritoneal, asi como en aquellos con nutricion parenteral. En algunos
hospitales el Staphylococcus epidermidis es la especie de Staphylococcus
coagulasa negativa méas frecuentemente aislada de hemocultivos.® En el presente
estudio uno de los microorganismos mas frecuentemente encontrados fueron los

(SCN) siendo el Staphylococcus epidermidis por si solo el microorganismo mas
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aislado en cinco afos (Tabla No. 3). Los SCN representan el 59.16% del total de
los aislamientos de Staphylococcus. El aislamiento de estos microorganismos en
parte refleja que la causa principal de estas bacteremias no es la infraestructura, ni
la economia hospitalaria sino el personal médico y paramédico que no toma las
suficientes precauciones asépticas al colocar los implementos invasivos y al tomar

las muestras para hemocultivo.

Los hemocultivos positivos con Staphylococcus aureus es una de las causas mas
comunes de infecciones adquiridas en un hospital. Su gran virulencia y
patogenicidad son capaces de llevar al paciente hasta un choque séptico
comprometiendo su vida. Es uno de los principales ejemplos de microorganismos
en permanente evolucion en cuanto a su capacidad de resistir los antimicrobianos.
En la actualidad, uno de los motivos que han despertado interés por este patdégeno

es la resistencia a meticilina.®?

Con respecto a los Streptococcus se presentaron solo 56 casos (Tabla No. 3). Los
Enterococcus tuvieron una mayor frecuencia, aislandose un total de 43 casos en

cinco afnos, correspondiendo estas a las especies faecalis y faecium.

Los enterococos forman parte fundamentalmente de la flora del tracto digestivo, la
cavidad oral y el aparato genital femenino. Durante la edad pediatrica numerosos
microorganismos pueden ocasionar infecciones locales o sistémicas, y entre ellos
figuran los enterococos. Se reportan minimo 21 especies dentro del género
Enterococcus, de las cuales Enterococcus faeciumy Enterococcus faecalis son
las que con mayor frecuencia provocan enfermedades en el ser humano. Las
bacteremias por enterococos causan inquietud a los médicos por su terapia
antimicrobiana ya que la mayoria de los antibiéticos de uso comun, lo que hace
sumamente dificil, en algunas ocasiones, el manejo de las infecciones que

provoca, sobre todo en el medio intrahospitalario. %’
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Dentro de los Streptococcus hemoliticos; los a—-hemoliticos son los que se
presentan con mas frecuencia (Tabla No. 3). Entre estos microorganismos esta el
S. pneumoniae considerado un importante patégeno comunitario ya que es
responsable con mayor frecuencia de las meningoencefalitis bacterianas debido al
incremento de la resistencia de este microorganismo a los antibiéticos habituales,
se realizaron modificaciones al régimen terapéutico convencional,
fundamentalmente en las meningitis pediatricas, que han desarrollado resistencia
a penicilinas, macrélidos y para algunas quinolonas, por lo que su manejo es

dificil. 28

Por otra parte el aislamiento de agentes bacterianos gramnegativos en un
hemocultivo indica la presencia de una verdadera bacteremia. El 46.78% de los

aislamientos totales fueron provocados por este tipo de bacterias.

Las bacterias gramnegativas que con mayor frecuencia se presentan son las
enterobacterias y dentro de estas la Escherichia coli fue la mas frecuente con un
30.35 %; teniendo su foco de infeccion generalmente en el tracto urinario o en el
gastrointestinal. Le siguen en frecuencia los géneros Klebsiella y Enterobacter con
un total de 60 y 72 aislamientos respectivamente estos géneros producen
bacteremias primarias y secundarias, teniendo la capacidad de sobrevivir en
ambientes pobres en nutrientes, creciendo con facilidad en soluciones glucosadas
y en las manos del personal médico y paramédico. Por otro lado se aislo un 8.29%
de los géneros Citrobacter, Morganella, Proteus y Serratia; como se observa en la
(tabla No. 4) estos géneros no son tan frecuentes como otros microorganismos; a
diferencia de Serratia marcescens un bacilo aerobio; y considerado una bacteria
saprofita, que en los Udltimos afios se ha convertido en un agente de gran
relevancia clinica, responsable de brotes nosocomiales, tomando mayor

importancia en brotes de terapia intensiva neonatal. **

Dentro de las enterobacterias productoras de [-lactamasas se encontré a

Klebsiella pneumoniae, fue la especia predominante seguida de Escherichia coli y
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otras especies encontradas fueron: Morganella morgannii, Enterobacter cloacae,
Serratia marcescens, Klebsiella oxytoca y Enterobacter aerogenes; se observo
una resistencia elevada a los aminoglucosidos y una baja resistencia a las
tinolonas en las cepas de Enterobacterias. *° Otros estudios muestran que
Escherichia coli es uno de los microorganismos mas frecuentes causantes de

bacteremias dentro de los gramnegativos. ** %

Las bacteremias por el género Salmonella son poco frecuentes solo se aislaron
3.32% en cinco afos, Yy representan una baja mortalidad generalmente son no
nosocomiales. (Tabla No. 6). Por otro lado se llegan a dar casos aislados de
bacteremias por S.choleraesuis, con fiebre prolongada y sin antecedentes de
diarrea; cuando no es de alto grado y no afecta estructuras vasculares, es
suficiente de 7 a 14 dias de antibiéticos endovenosos; cuando es de alto grado, se
recomiendan 6 semanas de tratamiento. *> El aislamiento de enterobacterias

puede ser sefial del mal control higiénico que se tiene con el paciente.

Existen microorganismos reconocidos como nosocomiales, dentro de los que se
encuentra la bacteria Pseudomonas aeruginosa. Esta constituye uno de los
patdgenos oportunistas de mayor frecuencia de aislamiento en los diversos
procesos infecciosos. Dentro de las bacteremias por bacilos gramnegativos no
fermentadores se aislaron un total de 147 microorganismos de este tipo

representando el 14.29% del total de las bacteremias (Tabla No. 7)

* reportan una frecuencia del 80% de P. aeruginosa de los bacilos

Nufiez y cols
gramnegativos no fermentadores en este estudio se encontré 85 representando el

57.82% de las bacterias no fermentadoras aisladas (Tabla No. 7).

En un estudio de P. aeruginosa en el Hospital Infantil de México incluyo nifios,
mayores de un mes hasta 18 afios de edad, donde se encontré que los factores

predisponentes para bacteremia que se consideraron fueron: exposicion previa a
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antibioticos, estancia en Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica, cirugia,
ventilacibn mecanica, terapia inmunosupresora, catéter venoso central, incluidos si
se encontraron 30 dias antes del evento de bacteremia. **

El género Acinetobacter es el segundo en frecuencia con 38 aislamientos 25.85%,
es un patdgeno oportunista que ocasiona infecciones de heridas quirdrgicas,

guemaduras, y tracto urinario.

Nufiez y cols * reportaron al Acinetobacter como agente etioldgico asociado a
infecciones nosocomiales concluyendo que la piel del hombre es probablemente la

fuente més importante de brotes en infecciones nosocomiales.

Del género Stenetrophomonas con el 14.96% y de la Burkholderia con solo el
1.36%. Todos los géneros son capaces de provocar graves problemas y aumentar
la tasa de mortalidad de los pacientes. Stenetrophomonas maltophilia, bacilo
gramnegativo, aerobico, no fermentador de la glucosa, se encuentra entre los
mas frecuentemente aislados a partir de muestras clinicas incrementando la
incidencia en pacientes inmunocomprometidos y de unidades de cuidado
intensivo, lo sefialan como un patdgeno oportunista. En particular Burkholderia
cepacia es un microorganismo oportunista de dificil manejo, con resistencia a una
amplia gama de antibiéticos; el tratamiento oportuno depende de los patrones de
sensibilidad de cada institucion para mejorar las posibilidades del paciente; en la
actualidad se reconoce como causa de infeccion nosocomial en pacientes con

deterioro en sus defensas y criticamente enfermos. %

Las bacteremias por anaerobios fueron poco frecuentes ya que solo se
encontraron un total de 21 casos 2.04% en cinco afios. El género aislado es
Bacteroides y las dos especies con mas incidencia son fragilis y ovatus
(Tabla No. 8).
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Las bacterias anaerobias han aumentado en afios recientes por lo que un estudio
en un Hospital de Costa Rica mostro que los bacteroides, fue el género mas
frecuente, observando que Bacteroides ovatus / thetaiotaomicron fue la especie
gue se aislé con mayor frecuencia. Estos estudios difieren moderadamente de
otros estudios que sefalan a Bacteroides fragilis como la especie més frecuente;
no obstante muchos estudios documentan que las especies del grupo B. fragilis
son los anaerobios que se aislan con mayor frecuencia de muestras clinicas,

siendo, B. ovatus / thetaiotaomicron la mas comun luego de B. fragilis. *

Aunque el tema de estudio fueron las bacteremias, se debe mencionar la
presencia de levaduras en los hemocultivos analizados considerandose a la

Candida albicans con 52 casos y a la Candida sp. con 43 casos.

Las infecciones por Candida constituyen una causa emergente en unidades de
neonatologia. El aislamiento de bacterias u hongos a partir de la sangre de recién
nacidos gravemente enfermos, es de suma importancia ya que los recién nacidos
con sospecha de sepsis, frecuentemente son tratados con antimicrobianos hasta
gue sus cultivos persisten negativos por espacio de 72 horas. He aqui la
importancia de los sistemas automatizados de cultivo, con los cuales se puede
detectar bacteremia o fungemia utilizando volimenes minimos de sangre, en un

periodo corto de tiempo. %

Las areas del hospital donde mas se presentaron bacteremias son las unidades
de terapia intensiva por tener mas factores de riesgo en estas areas, la mayor
parte de los pacientes tienen una alimentacion parenteral. En las areas de terapia
intermedia y admision general también se encontraron hemocultivos con levaduras
estas pueden ser causadas por liquidos para infusién intravenosa contaminados o

por infecciones cruzadas a través de manos contaminadas.
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Xl. CONCLUSIONES

El uso de implementos invasivos como catéteres intravenosos, sondas, ventilacion
mecanica y alimentacion parenteral asi como la estancia hospitalaria prolongada
es una de las principales causas de bacteremias nosocomiales. Razon por la cual
en las areas de cuidados intensivos se encontré el mayor nimero de bacteremias

y fungemias.

En el presente estudio se observo un incremento notable en la frecuencia de
microorganismos gramnegativos con respecto a los grampositivos teniendo en
cuenta un numero considerable de casos por levaduras; los microorganismos de
mayor frecuencia nosocomial fueron Escherichia coli, P. aeruginosa,
Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus por lo que se concluye que
los microorganismos causantes de bacteremias que se encuentran en un hospital
privado son los mismos que en instituciones del sector salud y lo Unico que cambia
es la frecuencia con la que son encontrados.

El éxito de los examenes microbiologicos depende, en gran medida, del modo
como se obtienen las muestras, de la rapidez y de las condiciones con que las
mismas llegan al laboratorio. Por lo que la falta de cuidados hace que el personal
meédico y paramédico contribuya en gran parte al origen de bacteremias

hospitalarias.

El lavado de manos es la medida mas importante para prevenir infecciones
intrahospitalarias; otro es que el personal sanitario jamas deberd manipular sin
guantes instrumentos o equipo quirdrgico contaminado. El incumplimiento de las
medidas de control de infecciones como lavado de manos, preparacion adecuada
de soluciones, uso de bata, cubrebocas etc., incrementa la frecuencia de

bacteremias.

Los porcentajes encontrados de los diferentes microorganismos en el presente

estudio y los reportados por otros autores, difieren entre si debido a que
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generalmente los pacientes que tienen enfermedades mas graves y por lo mismo
mayor numero de procedimientos invasivos, son mas propensos de contraer una
infeccion por los diferentes agentes etiologicos; pudiendo establecer que no

existen diferencias en cuanto al tipo de institucion, ya sea publica o privada.

No hay que olvidar que con el paso del tiempo las infecciones por Candida han
aumentado significativamente en los dltimos afios, lo que constituye una causa
emergente en las unidades de neonatologia, por lo que los hemocultivos por
Candida ocupan un porcentaje considerable en el presente estudio. Por lo que es
importante, la utilizacion de programas de vigilancia de infecciones hospitalarias
gue tienen la finalidad de implementar estrategias que reduzcan la frecuencia de
dichas infecciones involucrando la capacitacion periddica, supervision permanente

y retroalimentacion del personal médico y paramédico.
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ANEXOS %

Reacciones bioquimicas:

OXIDASA

Empleo

Para identificacion de citocromooxidasa en microorganismos.

Composicién

La zona reactiva de una tira de ensayo contiene: dicloruro de N,N-dimetil-1,4-
fenilendiamonio 0.1 pmol; 1-naftol 1.0pmol.

Fundamento

La citocromooxidasa es una enzima del grupo de la porfirina férrica muy difundida
en la naturaleza. Ella oxida el citocromo c reducido y entonces se transforma en la
forma reducida e inactiva. Por transferencia de los electrones a oxigeno molecular

la citocromooxidasa se transforma de nuevo en la forma activa.

En presencia de oxigeno molecular el sistema citocromooxidasa/citocromo c¢
puede reducir toda una serie de sustancias organicas, entre otras el llamado
reactivo NaDi (1-naftol + dimetilparafenilendiamina) con formacion de la molécula

de condensacion, azul de indofenol.

CATALASA

Empleo
Comprobar la presencia de la enzima catalasa.

Fundamento:
La enzima catalasa se encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias y
anaerobias facultativas que contienen citocromo y por lo tanto descomponen el

peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno.
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COAGULASA

Esta prueba consiste en comprobar la facultad de un organismo de coagular el

plasma por accion de la enzima coagulasa.

La coagulasa se haya presente en dos formas, "libre" y "fija":

1) Coagulasa fija (prueba en portaobjeto): la coagulasa fija, conocida como "“factor
de aglutinacion”, est4 unida a la pared celular bacteriana y no esta presente en los
filtrados de cultivos. Los hilos de fibrina formados entre las células bacterianas
suspendidas en el plasma provocan su aglutinacion, indicada por la presencia de

agregados visibles en el portaobjeto.

2) Coagulasa libre (prueba en tubos): la coagulasa libre es una sustancia
semejante a la trombina, que se haya presente en los filtrados de cultivo. Cuando
una suspension de bacterias productoras de coagulasa se mezcla en partes
iguales con una pequeiia cantidad de plasma en un tubo de ensayo, se forma un
coagulo visible como consecuencia de la utilizacion de los factores de coagulacion

del plasma.

Método para obtener una atmosfera a presion reducida.
ANAEROCULT C

Fundamento:

Anaerocult C se utiliza para producir una atmédsfera reducida en oxigeno y
enriquecida en CO,, dentro de un recipiente de anaerobios de 2.5 L, con
aproximadamente el 8-10% V/V de CO, y el 5-7% V/V de oxigeno, para cultivar
bacterias del género Campylobacter y otros microorganismos con exigencias
similares (p.ej. género Neisseria, género Capnocytophaga, Eikenella corrodens,

género Haemophilus).
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PRUEBAS BIOQUIMICAS UTILIZADAS
Para gérmenes Gram positivos:

Nitrato (NIT): la reduccién de nitrato a nitrito se detecta por la formacion de un
color rojo después de afadir 0.8% acido sulfanilico y 0.5% N,N-dimetil-

a-naftilamina.’®

Novobiocina (NOV): algunos estafilococos se caracterizan por ser resistentes a

bajas concentraciones (1.6 pg/mL) de novobiocina.

Glucosidasas (PGR, PGT): la habilidad de un organismo de producir una enzima
glucosidasa especifica, se detecta por la ruptura del complejo carbohidrato

nitrofenil liberando nitrofenol, el cual es amarillo en color.

Indoxil Fosfatasa (IDX): la hidrdlisis del indoxil fosfatasa, produce un componente
azul insoluble. La mayoria de los estafilococos coagulasa y DNAsa positivos son

IDX positivos.

Voges-Proskauer (VP): el acetilmetilcarbinol producto de la glucosa, reacciona con

40% de hidroxido de potasio y 5% alfa-naftol dando lugar a un color rojo.

Optoquina (OPT): sensibilidad a la optoquina es caracteristica de Streptococcus
pneumoniae. Otros estreptococos Yy estafilococos no son inhibidos por la

optoquina.

Fosfatasa (PHO): la fosfatasa alcalina rompe las moléculas del p-nitrofenil fosfato

produciendo fosfato inorganico y p-nitrofenol, el cual es de color amarillo.

Bilis Esculina (BE): organismos capaces de crecer en 40% de bilis y de hidrolizar
la esculina, se detectan por la produccion de un precipitado negro, resultado de la

reaccion del producto hidrolitico esculetina con citrato férrico. El grupo
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estreptococos D, algunos Streptococcus viridans y algunos estafilococos son BE

positivos.

Pirrolinodil-S—naftilamida (PYR): organismos que producen pirrolidonasa rompen
la L-pirrolinodil-B—naftilamida en L-pirrolidona y B—naftilamina, la cual combina con

el reactivo Peptidasa-(p-dimetilaminocinnamaldehido) para producir un color rojo.

Arginina (ARG): la deshidrolizacion de la arginina resulta en la alcalinizacion del
medio, lo cual se detecta por el cambio del color amarillo a rojo en el indicador rojo

fenol.

Urea (URE): la enzima ureasa divide las moléculas de urea dando lugar a la
formacion de amoniaco. El incremento resultante de pH, se detecta por el

indicador rojo de fenol.

Carbohidratos (Rafinosa, Lactosa, Trehalosa, Manosa, Sorbitol, Arabinosa,
Ribosa, Inulina, Manitol): la fermentacion de un carbohidrato especifico, resulta en
la formacion de acido. La consiguiente baja de pH se detecta por el indicador rojo

fenol, el cual se torna amatrillo.

6.5% NaCl (NaCl): la tolerancia al cloruro sodico 6.5% se demuestra con
crecimiento. La tolerancia salina, se usa para distinguir entre enterococos y no-

enterococos.

Bacitracina (BAC): la sensibilidad a bajas concentraciones de bacitracina es
indicada por la ausencia de crecimiento y es caracteristica de Streptococcus

pyogenes.
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Piruvato (PRV): el uso de piruvato resulta en la formacion de acido. La baja de pH

resultante, se detecta mediante el indicador rojo fenol, el cual se torna amarillo.

[-Lactamasa (Bl.): la presencia de B-lactamasa se puede demostrar afiadiendo
yodo y penicilina al pocillo BL. La ruptura del anillo betalactamico forma puntos de
aglomeracion mas competitivos por el yodo que por moléculas de almidén. Si hay
B-lactamasa presente, el yodo se adhiere al anillo betalactamico y ocurre una
reaccion incolora. Si no hay B-lactamasa presente, el yodo se combina con las

moléculas de almidén dando un color azul oscuro-negro.

NOTA: en paneles que no tienen el pocillo de; f-lactamasa (BL), es conveniente

realizar una prueba de nitrocefina.

Hemodlisis (HEM): las estreptolisinas S y O producidas por los estreptococos,
causan una lisis total o parcial de los hematies en agar que contenga sangre de
cordero.
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Tabla de interpretacion de pruebas bioquimicas para grampositivos [
Resultados
A. Resultados Bioquimicos
1. Interpretaciones Bloguimicas
Pocillo  Rractivo Posilivo Negativo
o B o
M3
NOV Crecimiento Sin crecimiznin
0PT
NACL
BAC
NIT Afiada una gota de 0.39% dcido sulfanilicc y RosaaRen Transparente (incoloro)
una gota de 0.5% N, N-Dimetil-alia-naftilamina. Podria ser un ros: muy pal d2
Espere 5 minutos para desarrollo de la reaccidn,
PGR Cualquier tono amarilio debe interpretarse como Amarilo Transparente (incoloro)
PHO positiva, Use el pocillo NOV como control negativo,
PGT
10X De azul a gr.s / precipitado Transparente {incoloro) o
precipitacion blanca
VP Afiada una gota de 40% KOH y una gola de 5% Alfa  Rosa a Rojo Transparenta {incelnre) a
Naftol Espere al rnenos 20 minutos para gue Marron
desarrobe la reaccidn. Podria se; nebulos: o Rosa muy
pdlido
BE Marrdn oscuro a Megro Transparent: (ircoloro) a
Marrédn clarn
PYR Anada dos gotas de reactivo Peptidasa. Espare 2 Rojo/Narania a Rnja Amariliv a NaranjaPojo
minuios para yuwe desariolle fa reaccidn.
ARG Rosa/Naranya a Hosa Amanlly a Naranja
URE Rosa Amarilla a Narania .
QAF
LAC
TRE
MNS
S0R Cualquier toro naranja debe considerarse nagative.  Amarillo Naranja a Rojo
ARA
RBS
INU
MAN
PRV e 2
BL* Afada una gota de solucidn de Penicilina. Deje Incelorn Negro
incubar por 30 minutos. ARada una gota de
reactivo de yudo. Registre en cinco minutos.
HEM . Beta Alfa o Gama .
LocC Solamente para reconocimientc de panal Je sistemas aulo-SCAN®-4 y WalkAway®

* HOTA: En paneles que nc tienen ef nrcillo de B-lactamasa (BL), es conveniente realizar ura prueba de nilroceting,
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Tabla de interpretacion de pruebas bioquimicas para gramnegativas '’
Resultadas
A. Resultados bioquimicos
1. Interpretaciones bioquimicas

Pocilln Reactivo Positiva Kegativo

GLU Sdlo amarillo fuerte De Maranja a Rojo
Algunos no-fermentadores podrian producic un color dorado el cual
debe considerarse negativo.

sUC

S0R

RAF

RHA De Amarillo a De Naranja a Rojo

ARA Amarillo/Maranja

INQ

ADO

MEL

URE De Magenta a Rosa Amarille, Naranja o Rosa Palido

Hz25 Precipitado Negro o Botdn Negro  No ennegrece

IND Afnada 3 gotas (1 gota si el panel se leerd De Rosa a Rojo Amarillo Palido a Naranja

manualmente) de Reactivo de Kovak MicroSean®
El color se desarrolla inmediatamente,

Providencia sp. podria producir un anillo rosa palide, 1 cual debe
cosiderarse posilivo.

Compare LYS, ARG, y ORN con DCB. El pocillo DCB debe recubrirse con aceite para que los siguientes resultados sean vilidos.
Fara no-fermentadores, una prueba positiva debe ser significalivamente mds porpura que el control base. Si el control base es
purpura, el medio basal ha side alcalinizado y LYS, ARG, vy ORN deben registrarse como negativos. Las especies Acromobactery
COcrobactrum antropi tienden a dar estos resultados.

Fermentadores:
LYS De Pirpura a Gris Amarillo
ARG No-Fermentadores:
ORN Pirpura De incoloro a gris
TDA Afiadir una gota de cloruro férrica 10%, Cualquier tono de Marron De Amarillo a Naranja
El desarrollo del color es inmediato.
ESC De Marron claro a Negro Transparente
VP Anadir una gota de KOH 40%, seguida de Roijo Transparente
1 gota alfa naftol 5%. Espere al menos 20
minutos para que desarrolle [a reaccion. Algunps ng-fermentadores podrian praducir un color Rosa palido
después de 18 horas de incubacidn, el cual debe considerarse
negaliva.
ONPG Amarillo Transparents
Compare cualquier pocillo ONPG que parezca transparente, al
pocillo de cetrimida. 5i en la comparacion el ONPG muestra
cualquier tono amarillo, registre como positivo.
CIT
MAL Azul a Azul-Verde De Verde a Amarillo
TAR
ACE Cualgquier tono Azul se considera positivo.
CET Crecimiento No crecimiento
OFG NOTA: Compare con &l control base OF. De Verde a Azul
Si la base OF es verde: Amarillo Azul
5i la base OF es azul 0 azul-verde: De Amarillo a Verde
NIT Afada 1 gota de dcido sulfanilico 0.8%, seguida Rojo Transparante o Rosa Pdlido
de 1 gota de N, N-Dimetil-alfa-naftilamina 0.5%.
Espere 5 minutos para que s¢ desarrole la reaceion.
P4
L]
Cl4 Crecimienta No crecimiento
Fde64 (Resistenta) {Sensible)
To4
Cig
LOC Solo para localizacion de paneles con sistemas auteSCANE-4 v WalkAway®
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Pruebas bioquimicas para gérmenes Gram negativos

Fermentacion de carbohidratos (Glucosa, Sacarasa, Sorbitol, Rafinosa, Ramnosa,
Arabinosa, Inositol, Adonitol, Melobiosa): la fermentacién de un carbohidrato
especifico resulta en la formacion de acido. La baja resultante de pH, se identifica

por el indicador rojo de fenol.

Sulfuro de hidrégeno (H.S): a partir de tiosulfato de sodio se produce sulfuro de
hidrdgeno gaseoso que reacciona con los iones férricos del medio para producir

un precipitado negro.

Indol (IND): el metabolismo del tripté6fano da lugar a la formacion de indol, que se
detecta con la adicion de reactivo de Kovacs. Si hay produccién de indol se

desarrolla un color rojo.

Lisina, arginina, ornitina, (LYS, ARG, ORN): la descarboxilacion de estos
aminoacidos resulta en la formacion de aminas basicas, las cuales son detectadas

por el indicador purpura de bromocresol.

Triptéfano desaminasa (TDA): bacterias capaces de desaminar el triptéfano,
producen acido indol piravico que reacciona con el citrato férrico amonico del

medio y el cloruro férrico produciendo un color marrén.

Hidrdlisis de la esculina (ESC): la hidrdlisis de la esculina se detecta por el citrato
férrico amoénico del medio, que reacciona con los productos hidroliticos para

formar un precipitado negro.

Galactosidasa (ONPG): la p-galactosidasa hidroliza el orto-nitrofenil-B-D-

galactopiranosido que libera orto-nitrofenol de color amarillo.
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Citrato, malonato, acetamida, tartrato (CIT, MAL, ACE, TAR): el utilizar estos
sustratos como la unica fuente de carbono para el metabolismo, resulta en un

incremento de pH que se detecta mediante el indicador azul de bromotimol.

Oxidacion/ Fermentacion (OF/G): la oxidacion de glucosa resulta en la formacion
de acido. El decenso de pH puede detectarse mediante el indicador azul de

bromotimol.

TINCION DE GRAM
Técnica:

1. Se hace un frotis delgado del material a estudiar y se deja secar al aire.

2. Se fija el material en el portaobjeto pasandolo 3 o 4 veces a través de la llama
de un mechero de modo que el material no sea lavado durante el procedimiento
de tincion.

3. Se coloca el frotis sobre un soporte para tincion y se cubre la superficie con
solucién de cristal violeta.

4. Después de un minuto de exposicion al cristal violeta se lava totalmente con
agua destilada.

5. Se cubre el frotis con solucion de yodo durante un minuto. Se lava huevamente
con agua.

6. Se sostiene el frotis entre los dedos pulgar e indice y se cubre la superficie con
unas gotas de decolorante de alcohol y acetona hasta que no se desprenda color
violeta.

7. Se lava con agua corriente y se coloca otra vez sobre el soporte. Se cubre la
superficie con contratincion de safranina durante un minuto. Se lava con agua
corriente.

8. Se coloca el preparado en posicién vertical dejando que drene el exceso de
agua.

9. Se examina el frotis en el microscopio.
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Interpretacion:
Las bacterias grampositivas se tifien de color azul oscuro y las bacterias

gramnegativas se ven de color rojo rosado.

AGAR SANGRE
Para el aislamiento, cultivo y actividad hemolitica de gérmenes dificiles. La base
de agar sangre es adecuada para aislar y cultivar diversos microorganismos de
dificil crecimiento. Al afladir sangre puede usarse para descubrir la actividad

hemolitica y para aislar bacilos tuberculosos.

AGAR CHOCOLATE
Es un medio para el cultivo de bacterias exigentes; que crecen mejor sobre un
agar sangre en el que las células han sido hemolizadas y la hemoglobina alterada
por calentamiento.
El medio debe ser homogéneo, sin copos y de color chocolate; para Haemophilus

influenzae, Streptococcus pneumoniae y Neisseria gonorrhoeae.

AGAR SAL Y MANITOL

Es un medio selectivo muy empleado para aislar estafilococos patdgenos de
materiales clinicos diversos (orina, genitales, heridas, exudados faringeos, etc.).
También se utiliza en la industria alimenticia con los mismos fines, el aislamiento
e identificacion de estafilococos que se encuentran en la leche y productos
lacteos, carnes y derivados carnicos incluyendo conservas de pescado. La
degradaciéon del manitol con produccion de acido cambia el color del medio, de
rosado a amarillo. Debido a su alto contenido de cloruro de sodio, puede hacerse

una siembra masiva del material en estudio.
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AGAR McCONKEY

Medio empleado ampliamente para aislar e identificar selectivamente a
enterobacterias como Salmonellas, Shigellas y coliformes a partir de heces
fecales, orinas, aguas negras y diversos alimentos.

Los gérmenes grampositivos son inhibidos por las sales biliares y el cristal violeta.
Las enterobacterias fermentadoras de lactosa bajan el pH del medio que es
detectado por el indicador rojo neutro dando colonias rojas o rosadas. Las no
fermentadoras de la lactosa dan colonias transparentes, incoloras o ambarinas.
Crecen también bacilos gramnegativos que no pertenecen a las enterobacterias
como Pseudomonas y Aeromonas. Pueden desarrollarse un nimero reducido de
colonias puntiformes de Enterococcus feacalis de color rojo y de algunos

estafilococos cuyas colonias son pequefias, opacas de color rosa palido.
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ABREVIATURAS

<:menor de

> : mayor de

C: grados centigrados

ACE: acetamida

ARG: arginina

ASO: antiestreptolisina

ATCC: American Type Culture Collection. Colleccion internacional de cepas
control, las cuales son seleccionadas por su estabilidad y por su utilidad en el
método utilizado.

BAC: bacitracina

BE: bilis esculina

BHI: infusion cerebro corazén

Bl.: B-lactamasa

CFA: antigeno factor de colonizacion

CID: coagulacion intravascular diseminada

CIE - 10: clasificacion internacional de enfermedades 10? edicion

CIE: contrainmunoelectroforesis

CIT: citrato

DPNasa: difosfopiridina nucleotidasa

EDTA: etilendiaminotetraacetato

ESC: hidrolisis de la esculina

Fc: parte de un anticuerpo que se une a los receptores celulares de anticuerpo y
al componente C1q del complemento.

FRC: factor de reaccion de la coagulasa

GLC: cromatografia con gas liquido

H,S: sulfuro de hidrégeno

HelLa: células de carcinoma de cérvix
HEM: hemolisis

HIV: virus de la inmunodeficiencia humana
IDX: indoxil fosfatasa

IFN: interferon

Ig: inmunoglobulina

IL-1: interleucina |

IN: infeccién nosocomial

IND: indol

ISO: Organizacion Internacional de Estandares
LED: diodos emisores de luz

LPS: lipopolisacarido

LYS: lisina

MAL: malonato

MIC: concentracion minima inhibitoria



mm?: milimetros cubicos

MP: mantenimiento preventivo

M@ macréfago

NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards
NIT: nitrato

NOV: novobiocina

OF/G: Oxidacidén/Fermentacion de Glucosa

ONPG: galactosidasa

OPT: optoquina

ORN: ornitina

PHO: fosfatasa

PMN: leucocitos polimorfonucleares

PRV: piruvato

SPEE: sindrome de la piel escaldada estafilocécica
SPS: polianetolsulfonato de sodio

TAR: tartrato

TDA: triptofano desaminasa

TISST: toxina 1 del sindrome de choque toxico.
TNF: factor de necrosis tumoral

UCI: unidad de cuidados intensivos

UFC / mL: unidades formadoras de colonia por mililitro
URE: urea

UTI: unidad de terapia intensiva

VP: Voges-Proskauer

pL: microlitro
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GLOSARIOQ 9798

A

Absceso: cavidad que contiene pus y esta rodeada de tejido inflamado formado
como consecuencia de la supuracion en una infeccion localizada.

Acidosis respiratoria: trastorno que se caracteriza por un aumento de los PCO;
arterial, un exceso de &cido carbdnico y un aumento de la concentracion
plasmatica de hidrogeniones.

Alcalosis metabdlica: trastorno caracterizado por perdida significativa de acidos o
por aumento del nivel de bicarbonato.

Angiografia: visualizacion radiogréafica de los vasos con medio de contraste.

Anticuerpo: molécula producida por los animales como respuesta a un antigeno,
gue tiene la propiedad de combinarse especificamente con el antigeno que indujo
su produccién.

Antigeno: molécula que reacciona con un anticuerpo formado previamente en los
receptores especificos de las células T y B.

Apnea: ausencia de respiracion espontanea.

B

Bradicardia: latido lento del corazén, con pulso lento. Transtorno circulatorio que
consiste en la contraccién regular del miocardio con una frecuencia inferior a 60
latidos por minuto.

Broncoespasmo: contraccion anomala del muasculo liso de los bronquios que
produce un estrechamiento agudo con obstruccién de las vias respiratorias.

C

Céanula: tubo flexible que contiene un trocar duro y puntiagudo y que puede
introducirse en el organismo guiado por dicho trocar. Cuando este se retira puede
extraerse liquido corporal a través de la canula.

Catéter: tubo flexible hueco que puede introducirse en un vaso o en una cavidad
del organismo para extraer o introducir liquidos.
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Cistoscopias: examen de la vejiga urinaria con el cistoscopio. Método o
procedimiento mediante el cual se examina el interior de la vejiga.

Colangiografias: radiografia de las vias biliares con medio opaco de contraste;
puede ser intravenosa o percutanea.

Colecistectomias: extirpacién de la vesicula biliar.

Corticoide: hormona natural o sintética, relacionada con la corteza adrenal, que
interviene en la regulacion de los procesos organicos clave como son el
metabolismo de carbohidratos y de proteinas y el equilibrio hidroeléctrolitico, y en
el funcionamiento del sistema cardiovascular, musculo esquelético, rifiones y otros
organos.

D

Disuria: emision dolorosa o dificil de orinar.

£

Eritema: enrojecimiento de la piel de origen muy variado.
Flebitis: inflamacion de una vena.
Fistula: comunicacion anormal entre un érgano interno

H

Hemodidlisis: eliminaciéon de algunos elementos de la sangre a través de una
membrana semipermeable por virtud de la diferencia en el indice de difusion, asi,
la de un rifidn artificial.

Hipercalcemia: aumento de calcio en sangre.
Hiperglucemia: aumento de glucosa en sangre.

Hiperventilacion: ventilacion pulmonar superior a la necesaria para realizar un
intercambio adecuado de gases.

Hipotension: estado anormalen el que la tensién arterial no es adecuada para la
perfusion y oxigenacion conveniente de los tejidos. Puede estar producida por una
expansion del espacio intravascular, un descenso del volumen circulante o un
defecto del bombeo cardiaco.

Hipoxemia: déficit anormal de oxigeno en sangre arterial.
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I

Ictericia: coloracion amarilla de la piel y mucosas por aumento de la bilirrubina
sanguinea; se clasifica en prehepatica, intrahepatica y poshepatica.

L

Letargia: estado mental caracterizado por pérdida de la voluntad; el paciente,
aungue se encuentra conciente y su funcién intelectual es normal, es incapaz de
actuar.

N

Nosocomial: procede del griego Nosokomeain, “Hospital”, que a su vez, se deriva
de la palabra griega Nosos “varias enfermedades”.

P

Peristaltismo: contracciones coordinadas, ritmicas y seriadas del musculo liso que
fuerzan el desplazamiento de los alimentos a través del conducto digestivo, la bilis
a través del conducto biliar y la orina a través de los uréteres.

Piodermia: dicese de cualquier enfermedad purulenta de la piel, como el impétigo.

S

Sepsis: sindnimo del sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) debido
a una infeccion.

Séptico: sufijo que significa “corrupcion o decadencia” causado por microbios o por
las toxinas que segregan.

Signo: hallazgo objetivo percibido por un explorador como fiebre, una erupcion,
disminucion de los sonidos respiratorios cuando existe derrame pleural, etc.

Sintoma: indice subjetivo de una enfermedad o un cambio de estado tal como lo
percibe el paciente.

Somnolencia; estado de suefio o adormecimiento.
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T

Taquicardia: aceleracion delos latidos del corazén. Aceleracion del ritmo cardiaco,
acompafada de palpitaciones y sintomas angustiosos.

Taquipnea: aceleracion anomala de la frecuencia respiratoria, que se observa por
ejemplo con la hiperpirexia. Frecuencia respiratoria >20/ minuto.

Y

Yatrogénico: enfermedad causada por el tratamiento o por técnicas diagnésticas.
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