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RESUMEN 

Objetivo: | Determinar el volumen minimo de sangre y el nimero minimo de 

microorganismos requerido para la deteccién de bacteriemia o fungemia 

utilizando un sistema colorimétrico y automatizado de hemocultivos 

(BacT/AlerT, Organon Teknika.) Sentando un precedente para que dicho 

volumen sea el extraido de los neonatos para cultivo sanguineo, como parte de 

su estudio séptico. Métodos: Se realizé un estudio prospectivo, experimental y 

analitico, de Agosto de 2000 a Octubre de 2000. Patégenos neonatales comunes, 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella 

pneumoniae, Enterococcus faecalis y Candida albicans, se inocularon en sangre 

para producir bacteriemia o fungemia con cuentas bajas de colonias (10 UFC/ml) 

y cuentas muy bajas de colonias (1 UFC/ml). Para cada microorganismo, 4 

botellas de cultivo fueron inoculadas de la siguiente manera: 1. 0.2 ml de la 

cuenta baja de colonias (10 UFC/ml), 2. 0.5 ml de la cuenta baja de colonias (10 

UFC/m)), 3. 0.2 ml de la cuenta muy baja de colonias (1 UFC/mi)), y 4. 0.5 ml de 

la cuenta muy baja de colonias (1 UFC/ml.) Las botellas inoculadas fueron 

incubadas en el sistema BacT/Alert por 7 dias, y el tiempo de evolucién a 

positividad se registré al resultar estas Positivas. Todas fas botellas se 

subcultivaron en agar soya tripticasa con el fin de corroborar el aislamiento 

microbiolégico y la concentracion final de la dilucién. Resultados: E! sistema 

automatizado de hemocultivos fue sensible en el 100% de los casos. No hubo 

contaminacién en ninguna de fas muestras procesadas. Todas las botellas



resultaron positivas antes de 32 horas de incubacién. Todos los subcultivos 

que se realizaron una vez las botellas resultaban positivas confirmaron la 

identidad de la bacteria inoculada. En cada una de las bacterias, él inoculé de 0,2 

ml resulté ser tan efectivo como el de 0.5 ml para la deteccién de bacterias u 

hongos por el sistema automatizado de hemocultivos BacT/Alert. El rango de 

diferencia entre ambos voltimenes, utilizando la concentracién 10 UFC/ml, 

oscil6 entre 18 minutos y 2 horas. El rango de diferencia entre ambos 

volimenes, utilizando la concentracion 1 UFC/ml, oscilé entre 0 minutos y3 

horas 18 minutos. Conclusiones: 0.2 ml de sangre es tan efectivo como 0.5 ml 

para la deteccién de bacteremia o fungemia utilizando el sistema automatizado 

de hemocultivos BacT/Alert. Si 1 a 10 UFC/mi se encuentran en la sangre 

inoculada a la botella de hemocultivo, el sistema BacT/Alert detectara su 

crecimiento en forma rapida.



INTRODUCCION 

El diagnéstico de sepsis en el neonato es una tarea dificil para aquellos dedicados 

al cuidado de estos nifios. La sepsis es un diagnéstico diferencial de casi 

cualquier signo de alteracién neonatal (apneas, bradicardia, problemas 

respiratorios, intolerancia a los alimentos o inestabilidad térmica.) De todos los 

neonatos ingresados a unidades de cuidados intensivos o intermedios neonatales, 

3-5% presentan sepsis corroborada por cultivo (1). 

Los recién nacidos ingresados en la unidad de cuidados intensivos neonatales, o 

en la unidad de cuidados intermedios neonatales, son sometidos a frecuentes 

extracciones de sangre con fines diagnésticos. En ocasiones, el volumen total de 

sangre extraido es tal que el paciente desarrolla alteraciones hemodinamicas y 

anemia. La toma seriada de hemocultivos contribuye al desarrollo de tales 

complicaciones, por lo que, a pesar que no es lo correcto, se prefiere tomar solo 

uno. Por lo tanto, es importante buscar alternativas mediante las cuales podamos 

disminuir el volumen de cada una de las muestras, de tal manera que se puedan 

tomar como minimo 2 hemocultivos en tiempos diferentes, sin afectar la 

homeostasis del nifio. 

Por otro lado, en la mayoria de los neonatos tanto la bacteriemia como la 

fungemia se caracterizan por ser intermitentes, no continuos. Por ende, la toma 

seriada de hemocultivos(totalizando 2 o 3 muestras) mejora las probabilidades de



deteccién de ambos fenédmenos. 

A pesar del uso uniforme de hemocultivos para el diagnéstico de sepsis, el 

volumen Optimo de sangre requerido para detectar bacteremia o fungemia en 

neonatos aun no ha sido establecido. Se han realizado varias evaluaciones 

sistematicas de la cantidad de sangre necesaria para la deteccién de. 

microorganismos en el paciente pediatrica y neonatal! (2,3,4,5,6,7,8,9). Estas 

evaluaciones han despertado interrogantes acerca de la efectividad de volimenes 

minimos de sangre en la deteccién de bacteriemia o fungemia en e! neonato. A 

pesar que se han utilizado diferentes técnicas de coleccién de sangre y de 

procesamiento, al menos 1 ml de sangre se ha recomendado para cultivar al 

neonato (10). Sin embargo, en el recién nacido critico de muy bajo peso al nacer, 

volimenes de 1 ml o mas son dificiles del obtener. Ademas, como ya se dijo 

anteriormente, el muestreo repetido de sangre para fines diagnésticos puede 

incrementar la necesidad de transfusiones de sangre. 

He aqui el porque de la importancia del presente estudio, con el que se pretende 

corroborar in vitro que una cantidad de sangre inferior (0.2 ml) a la 

rutinariamente utilizada (0.5 ml-1 ml) es suficiente para detectar bacteriemia o 

fungemia en el neonato. Si los resultados son los que se esperan, se desarrollara 

posteriormente un estudio similar in vivo, donde se comparara la sensibilidad de 

6.2 ml de sangre obtenida de un neonato séptico contra 0.5 ml obtenido de ese 

mismo neonato. La finalidad ambos estudios es estimular la toma de dos 0 tres 

 



muestras para hemocultivo, utilizando en cada uno de ellos un volumen minimo 

de sangre. Con esto, se lograran dos objetivos: aumentar la probabilidad de 

aislamiento microbioldgico, evitando a la vez, el desarrollo de anemia. 

El elemento fundamental para que el estudio tenga éxito es la sensibilidad del 

sistema automatizado de hemocultivos. En los ultimos 20afos, se han ‘realizado 

avances Significativos en lo referente a medios de cultivos y sistemas 

automatizados de hemocultivos. Estos avances han acortado el tiempo de 

desarrollo de positividad y han aumentado las probabilidades de aislamiento a 

partir de las muestras sanguineas de escaso volumen. Uno de estos sistemas 

automatizados de hemocultivos es el BacT/AlerT, el cual sera utilizado en el 

presente estudio; es un sistema rapido, no invasivo, que incuba y monitoriza 

cultivos de muestras sanguineas y otros fluidos corporales.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

La septicemia neonatal continua representando un problema significativo, 

particularmente debido al abordaje terapéutico mas agresivo(ventilacién asistida, 

Catéteres umbilicales, alimentacién parenteral, métodos diagnésticos, etc.) en el 

cuidado del recién nacido. Dicho abordaje aumenta el riesgo de infeccién. Una 

variedad de métodos diagnésticos se ha desarrollado a lo largo de los afios con el 

fin de determinar si existe o no una infeccién bacteriana, o fangica, en el 

neonato. A la larga, el diagnéstico de septicemia depende de ia demostracién de 

fos microorganismos en sangre; idealmente, uno debe demostrar al mismo 

microorganismo en al menos dos muestras separadas de sangre. Frecuentemente 

esto no es posible. Los médicos que atienden a los neonatos, sobre todo a 

aquellos con muy bajo peso al nacer, estan conscientes de los problemas que 

atafien a la toma de muestras venosas para hemocultivos: 1) el problema técnico 

de localizar exitosamente y extraer la sangre de la vena, 2)el problema de evitar 

contaminaciénen el sitio de venopuncién durante el procedimiento, 3) 

el traumatismo potencial que experimenta el neonato durante el! procedimiento, y 

4) la anemia resultante de Ja extraccién repetida de sangre, iatrogenia debida a la 

combinacion de examenes de laboratorio que se les solicitan diariamente a este 

tipo de pacientes (8). Tomando esto en cuenta, nos planteamos fa siguiente 

interrogante: ZUn volumen  sanguineo inferior al utilizado_ rutinariamente 

permite la identificacién de  bacteriemia o fungemia en neonatos? En un 

principio, se pensé Hevar acabo una investigacién clinica tomando como



muestra la sangre de neonatos sépticos; sin embargo, posteriormente se decidié 

investigar la interrogante planteada in vitro, utilizando los patdgenos que mas 

frecuentemente aquejan a nuestra poblacién neonatal(Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae y Candida albicans). Si se corrobora in vitro que 0.2 ml es 

suficiente volumen para detectar bacteriemia o fungemia en los neonatos, 

Nevaremos acabo la investigacién clinica mencionada anteriormente. La 

finalidad de ambos estudios se describe a continuacién. 
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JUSTIFICACION. 

A pesar de los avances en Ia tecnologia de hemocultivos, existe un grupo de 

pacientes pediatricos que presentan una evidencia clinica arrolladora de sepsis, 

cuya condicién mejora con el uso de antibiéticos de amplio espectro, y cuyos 

hemocultivos siempre resultan negativos. Al mencs el 75% de pacientes que 

ingresan a las unidades de cuidados intensivos neonatales y cuidados intermedios 

neonatales, y que cumplen con los criterios bien definidos de sepsis, tienen 

hemocultivos negativos. jAcaso los factores modificables en la toma y 

procesamiento de los hemocultivos afectan la sensibilidad de la prueba? Uno de 

dichos factores, el volumen éptimo de sangre necesario para la deteccién de 

bacteriemia o fungemia en neonatos, es desconocido (2). Por lo tanto, el objetivo 

de este estudio es determinar el volumen minimo de sangre y el numero minimo 

de microorganismos requerido para la detecci6n Gptima de bacteriemia o 

fungemia utilizando el sistema automatizado de hemocultivos BacT/Alert. 

Si se determina que 0.2 ml es el volumen minimo de sangre requerido para 

detectar bacteriemia o fungemia en neonatos, se disminuira significativamente la 

cantidad de sangre que se extrae de estos pacientes para tal fin. Esto nos dara 

la oportunidad de tomar una segunda muestra para hemocultivo, aumentado 

asi las probabilidades de aislamiento sin incurrir en las complicaciones 

hemodindmicas mencionadas anteriormente. 
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS. 

El hemocultivo es el standard de oro para la deteccién de bacteriemia o fungemia 

(2). En la mayoria de pacientes ambos eventos se caracterizan por ser 

intermitentes, no continuos (3). Por ende, la toma seriada de hemocultivos 

2 (totalizando 2 6 3 muestras) mejora la probabilidad de deteccién de bacteriemia o 

fungemia (4,5,6,7,8). 

La toma seriada de hemocultivos en el recién nacido (sobre todo en el paciente 

critico de bajo peso o muy bajo peso al nacer), en conjunto con otras muestras 

sanguineas (biometria hemiatica, electrolitos, glicemia, perfil hepatico, pruebas 

renales, etc.), conlleva al desarrollo de alteraciones hemodinaémicas y anemia, 

ambas de origen iatrogénico (9,10,11). 

Ya que el nimero éptimo de hemocultivos no se debe disminuir (afectaria la 

probabilidad de deteccion de bacteriemia 0 fungemia) debemos concentrarnos en 

el volumen de cada una de las muestras. Los datos aportados por Dietzman et al. 

sugieren que 0.2 ml es suficiente para detectar bacteremia o fungemia en 

neonatos (12). La recomendacién mas ampliamente aceptada para nifios 

pequenos es extraer 0.5 a 1 ml de sangre para cultivar (3,13). Sin embargo, en 

los ultimos 20 afios se han efectuado varios estudios (9, 10,14,15,16) en los que 

se utilizaron cantidades minimas de sangre (0.02 ml) como muestras de 

hemocultivo. En dichos estudios, la muestra sanguinea se obtuvo mediante



puncidn del talén del neonato, recolectando la muestra en tubos capilares 

heparinizados. Los autores concluyeron que dicha técnica de hemocultivo es tan 

sensible como la de los hemocultivos obtenidos mediante venopuncion. El 

hecho que la mayoria de bacteremias o fungemias en el recién nacido sean de 

gran magnitud, permite que volamenes menores de sangre sean suficientes para 

detectar a dichos agentes etiologicos en la sangre de estos pacientes (2). 

Tomando esto en consideracién, creemos que un volumen de 0.2 ml es suficiente 

para detectar bacteriemia o fungemia en el neonato. Si logramos determinar, en 

un principio in vitro y posteriormente in vivo, que este volumen de sangre es util 

para la deteccién de microorganismos patégenos, podremos tomar al menos dos 

hemocultivos en tiempos diferentes con un minimo de sangre, 

aumentando asi la probabilidad de aislamiento y a la vez, evitando el desarrollo 

de las complicaciones neonatales mencionadas anteriormente. 

El BacT/Alert (Organon Teknika Corp., Durham, N.C.) es un sistema rapido, no 

invasivo, que incuba y monitoriza cultivos de muestras sanguineas y otros 

fluidos corporales en busqueda de bacterias y hongos (17,18). Su principio de 

deteccién consiste en la monitorizacién continua del cambio de coloracién(de 

verde a amarillo) del sensor colocado en el fondo de 1a botetla. Este sensor es 

una membrana permeable unicamente al CO2 generado por el metabolismo 

microbiano, discriminando al producido por las células sanguineas (19, 20). El 

sistema detecta incluso cambios imperceptibles para el ojo humano, y los



compara con lecturas anteriores de la misma botella, en lugar de utilizar un valor 

umbral predeterminado de CO2. 

La maquina monitoriza ininterrumpidamente todas las botellas cada 10 minutos. 

La botella a utilizar serA Pedi-Bact Aerédbica BacT/Alert, que ha sido 

desarrollada para suministrar un método rapido y sensible de deteccién de 

microorganismos cuando solo se dispone de un pequefio volumen de sangre. 

Ademias, la concentracién de su anticoagulante poliatenol sulfato sédico, ha sido 

disminuida a 0.02% con el fin de permitir la recuperacién de microorganismos 

que concentraciones mas elevadas pueden inhibir. El medio contenido en la 

botella esta hecho con infusién cerebro-corazén, enriquecido con hemina, 

menadiona y piridoxin, lo que evita la aparicién de falsos negativos 

(21,22,23,24).



OBJETIVOS 

1. Determinar el volumen minimo de sangre requerido para la deteccién éptima 

de bacteriemia o fungemia utilizando el sistema automatizado de hemocultivos 

BacT/Alert. 

2. Determinar el numero minimo de microorganismos requerido para la 

deteccién d6ptima de bacteriemia o fungemia utilizando el sistema automatizado 

de hemocultivos BacT/Alert.



HIPOTESIS 

1. El volumen minimo de sangre requerido para Ja deteccién 6ptima de 

bacteriemia o fungemia utilizando el sistema automatizado de hemocultivos 

Bact/Alert es 0.2 ml. 

2. El numero minimo de microorganismos requerido para la deteccién optima de 

bacteriemia o fingemia utilizando el sistema automatizado de hemocultivos 

Bact/Alert es 1 a 10 UFC/ml.



METODOLOGIA. 

El estudio se Mevé acabo en el Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del 

Instituto Nacional de Perinatologia, ubicado en el cuarto piso de la torre de 

investigacién de dicha Institucién. La metodologia a seguir fue la siguiente: 

A. Selecci6n de microorganismos: Patégenos neonatales comunes, como 

Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), 

Staphylococcus epidermidis (aislamiento clinico), Klebsiella pneumoniae 

(ATCC 33495), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) y Candida albicans 

(ATCC 10231), se suspendieron en caldo Mueller-Hinton. 

B. Cuantificacién de los microorganismos: Los microorganismos se diluyeron 

a 10° unidades formadoras de colonias por mililitro, se mididé la turbidez con 

un nefelémetro de MacFarland. Se efectuaron diluciones adicionales hasta 

obtener una dilucién final de 10° UFC/ml. La cuantificacion de las colonias 

en agar soya tripticasa enriquecida con sangre de carnero 5% verificé la 

dilucién final. 

C. Inoculacién en sangre: Se utilizé sangre de un solo donador adicionada 

con anticoagulante. Un mililitro de la suspensién de cada agente etioldgico 

se inoculé en 99 ml de sangre anticoagulada para conseguir una cuenta baja 

de colonias de bacterias u hongos (10 UFC/m!). De forma similar, se inoculé



0.1 ml de la suspensién de cada agente etioldgico en 99.9 ml de sangre 

anticoagulada para obtener una cuenta muy baja de colonias de 

bacterias u hongos(1 UFC/ml). 

D. Inoculacién en botellas de cultivo: Para cada microorganismo, 4 botellas 

Pedi-Bact/Alert se inocularon: 1. 0.2 ml de la cuenta baja de colonias (10 

UFC/ml), 2.0.5 ml de la cuenta baja de colonias (10 UFC/ml), 3.0.2 ml 

de la cuenta muy baja de cotonias (1 UFC/ml) y 4.0.5 ml de lacuenta 

muy baja de  colonias (1 UFC/ml). En total, 24 botellas de hemocultivo 

se analizaron en el sistema automatizado BacT/Alert. Dos 

mililitros de sangre anticoagulada se  inocularon en dos botellas 

Pedi-BacT/Alert para  confirmar la ausencia de una _ bacteriemia 

verdadera. 

E. Incubacién de las muestras: Todas las botellas se incubaron por 7 dias 

en el sistema automatizado de deteccién. El tiempo de evolucion a 

positividad se registré al resultar estas positivas. 

F. Verificacién del microorganismo: AI resultar positivas, las botellas se 

subcultivaron en agar soya tripticasa enriquecida con sangre de carnero 5%, 

incubandose a 37 °C. Al mostrar la placa crecimiento, se identificaba al 

microorganismo utilizando el sistema automatizado de bioquimica 

microbiolégica MicroScan.



RESULTADOS 

Los patégenos neonatales comunes Eycherichia coli {ATCC 25922), 

Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (aislamiento 

clinico), Klebsiella pneumoniae (ATCC 33495), Enterococcus faecalis (ATCC 

29212) y Candida albicans (ATCC 10231) fueron suspendidos en agar Muller- 

Hinton. Posteriormente los microorganismos se diluyeron hasta obtener una 

concentracién de 10° unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml). 

Esto se realizé utilizando un nefelémetro de MacFarland. Se efectuaron 

diluciones adicionales hasta obtener una dilucion final de 10? UFC/ml. La 

cuantificacién de las colonias en agar soya tripticasa verificé la dilucién final. 

Mas adelante, utilizando sangre anticoagulada de un solo donador, un mililitro de 

suspensién de cada agente etiolégico se inoculé en 99 ml de sangre, obteniendo 

asi una cuenta baja de bacterias u hongos (10 UFC/ml). De forma similar, se 

inoculdé 0.1 ml de suspension de cada agente etiolégico en 99.9 ml. de sangre, 

obteniendo asi una cuenta muy baja de colonias de bacterias u hongos (1 

UFC/ml). Para cada microorganismo, 4 botellas de Pedi-Bact/Alert fueron 

inoculadas: 1. 0.2 mi de la cuenta baja de colonias (10 UFC/ml), 2. 0.5 mi de Ia 

cuenta baja de colonias (10 UFC/ml}), 3. 0.2 ml de la cuenta muy baja de colonias 

(1. UFC/mb, y 4. 0.5 ml de la cuenta muy baja de colonias (1 UFC/ml). 

Una placa con agar soya tripticasa fue inoculada con cada una de estas diluciones 

finales, corroborando la existencia de los microorganismos en cada muestra y 

verificando a la vez, su concentracién. Dog mililitros de la sangre anticoagulada 
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se inocularon en dos botellas Pedi-Bact/Alert, ambas resultaron negativas, 

contirmando la ausencia de bacteriemia verdadera. No hubo necesidad de 

incubar las botellas por mds de 36 horas ya que todas ellas resultaron positivas 

antes de ese periodo de tiempo. El tiempo de evolucién a positividad fue 

registrado oportunamente. Se subcultivé cada botella positiva en agar soya 

tripticasa corroborando la identidad de cada bacteria aislada. Dicha identificacién 

se llevé acabo utilizando el sistema automatizado de bioquimica microbiolégica 

MicroScan. Las bacterias se aisfaron sin evidencia de contaminacién en todos 

los casos. 

El sistema automatizado de hemocultivos fue sensible en un 100%. A 

continuacié6n se describiran en detalle los resultados de las 24 botellas 

inoculadas, con sus respectivas placas de agar soya tripticasa que confirmaron la 

existencia de los microorganismos en las diferentes muestras, asi como su 

concentracién final (UFC/ml). 

Escherichia coli (ATCC 25922) 

  

Botella Dilucién estimada Colonias en ST Volumen Positividad 

PE13239641 10 UFC/ml. 15 0.5 ml 9.3 horas 
PE13239592 10 UFC/ml. 15 0.2 mi 9.8 horas 
PE13239638 1 UFC/mt. 6 0.5 ml 12 horas 
PE13239632 1 UFC/ml. 6 0.2 ml 13.4 horas



Enterococcus faecalis (ATCC 29212) 

  

  

  

  

Botella Dilucién estimada Colonias en ST Volumen Positividad 

13239612 10 UFC/nil. i4 0.5 ml. 12.2 horas 
13239645 10 UFC/ml. 14 0.2 ml 13.2 horas 
13239609 1 UFC/ml. 3 0.5 ml 14 horas 
13239624 1 UFC/n!. 3 0.2 ml 14 horas 

Klebsiella pneumoniae (ATCC 33495) 

Botella Dilucién estimada Colonias en ST Volumen Positividad 

13239596 10 UFC/ml. 12 0.5 ml). 9.5 horas 
13239590 10 UFC/ml. 12 0.2 ml 9.8 horas 
13239593 1 UFCAn!. 4 0.5 ml 10.7 horas 
13239605 1 UFC/mi. 4 0.2 mi 11.2 horas 

Staphylococcus epidermidis (Aislamiento clinico) 

Botella Dilucién estimada Colonias en ST Volumen 
Positividad 

13239637 10 UFC/ml. 13 0.5 ml. 23.5 horas 
13239613 10 UFC/ml. 13 0.2 ml 21.5 horas 
13239617 1 UFC/ml. 1 0.5 ml 24.7 horas 
13239629 1 UFC/ml 1 0.2 mi. 28 horas 

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 

Botella Dilucién estimada Colonias en ST Volumen Positividad 

13239622 10 UFC/mi. 17 0.5 ml. 11.8 horas 
13239618 10 UFC/ml. 17 0.2 ml 12.5 horas 
13239606 1 UFC/mI. 7 0.5 mi 13.2 horas 
13239611 1 UFC/ml. 7 0.2 mi 14.8 horas



Candida albicans (ATCC10231) 

  

Botella Dilucién estimada Colonias en ST Volumen Positividad 

13239601 10 UFC/ml. 5 0.5 ml. 24.3 horas 
13239644 10 UFCfmi. 5 6.2 mt 26 horas 
13239630 1 UFC/m!. 1 0.5 ml 28 horas 
13239608 1 UFC/ml. 1 0.2 ml 30.3 horas 

La dilucién 10 UFC/mlI de Escherichia coli tuvo los siguientes resultados: 0.5 ml 

desarrollé positividad en 9.3 horas, 0.2 ml desarrollé positividad en 9.8 horas, la 

diferencia entre ambos fue de 30 minutos. La dilucién de 1 UFC/ml tuvo los 

siguientes resultados: 0.5 ml desarrollé positividad en 12 horas, 0.2 ml 

desarrollé positividad en 13.4 horas, la diferencia entre ambos fue de | hora 24 

minutos. 

La diluci6n de 10 UFC/ml de Enterococcus faecalis tuvo ios siguientes 

resultados: 0.5 ml desarrollé positividad en 12.2 horas, 0.2 ml desarrollo 

positividad en 13.2 horas, la diferencia entre ambos fue de 60 minutos. La 

diluci6n de 1 UFC/ml tuvo fos siguientes resultados: 0.5 ml desarrollé 

positividad en 14 horas, 0.2 ml desarrollé positividad en 14 horas, la diferencia 

entre ambos fue de 0 minutos. 

La dilucién de 10 UFC/ml de Klebsiella pneumoniae tuvo los siguientes



resultados: 0.5 ml desarrolié positividad en 9.5 horas, 0.2 ml desarrollé 

positividad en 9.8 horas, la diferencia entre ambos fue de 18 minutos. La 

dilucisn de 1 UFC/ml tuvo los siguientes resultados: 0.5 ml desarrollé 

positividad en 10.7 horas, 0.2 m! desarrollé positividad en 11.2 horas, la 

diferencia entre ambos fue de 30 minutos. 

La dilucién de 10 UFC/ml de Staphylococcus epidermidis tuvo tos siguientes 

resultados: 0.5 ml desarrollé positividad en 23.5 horas, 0.2 ml desarrollé 

positividad en 21.5 horas, la diferencia entre ambos fue de 2 horas. La dilucién 

de | UFC/ml tuvo los siguientes resultados: 0.5 ml desarrollé positividad en 24.7 

horas, 0.2 ml desarrollé positividad en 28 horas, la diferencia entre ambos fue de 

3 horas 18 minutos 

La dilucién de 10 UFC/m1 de Staphylococcus aureus tuvo los siguientes 

resultados: 0.5 ml desarrollé positividad en 11.8 horas, 0.2 ml desarrollé 

positividad en 12.5 horas, la diferencia entre ambos fue de 42 minutos. 

La_ dilucién de 1 UFC/ml tuvo los siguientes resultados: 0.5 ml desarrollé 

positividad en 13.2 horas, 0.2 ml desarrollé positividad en 14.8 horas, la 

diferencia entre ambos fue de I hora 36 minutos. 

La dilucién de 10 UFC/ml de Candida albicans tuvo los siguientes resultados: 

0.5 ml desarrolld positividad en 24.3 horas, 0.2 ml desarrolldé positividad en 26 
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horas, la diferencia entre ambos fue de 1 hora 42 minutos. La dilucién de 1 

UFC/ml tuvo los siguientes resultados: 0.5 ml desarrolld positividad en 28 horas, 

0.2 ml desarrollé positividad en 30.3 horas, la diferencia entre ambos fue de 2 

horas 18 minutos. 

Tomando en conjunto todos los microorganismos, el rango de diferencia entre 

ambos volumenes, utilizando la dilucién 10 UFC/ml, oscilé entre 18 minutos y2 

horas. El rango de diferencia entre ambos volumenes, utilizando la dilucién 1 

UFC/ml, oscilé entre 0 minutos y 3 horas 18 minutos. 

Los resultados expuestos muestran que 0.2 ml de sangre es tan efectivo como 0.5 

ml para la deteccién de bacteriemia o fungemia utilizando el sistema 

automatizado de hemocultivos BacT/Alert. Se elaboraron graficas para cada uno 

de los microorganismos, con el fin de visualizar los resultados antes descritos 

(Anexos 1-6).



DISCUSION 

La bacteriemia en infantes y nifios puede ser detectada a pesar de las muestras 

escasas de sangre que usualmente son cultivadas (7). En el caso de los neonatos 

esto es de especial importancia ya que sus cuerpos no nos permiten extraer con 

facilidad, la muestra sanguinea para ser cultivada. 

El aislamiento de bacterias u hongos a partir de la sangre de neonatos 

criticamente enfermos es de suma importancia, tanto del punto de vista 

diagnéstico como pronéstico. Neonatos con sospecha de sepsis frecuentemente 

son tratados con antibidticos hasta que sus cultivos persisten negativos por 

espacio de 72 horas. He aqui la importancia de los nuevos sistemas 

automatizados de hemocultivos, con los cuales se puede detectar bacteriemia o 

fungemia utilizando volimenes minimos de sangre, en un corto periodo de 

tiempo. 

En los adultos, el volumen de sangre para cultivo es el factor mas importante que 

determina el aislamiento (4,7). Numerosos reportes en adultos indican que entre 

mayor el volumen de sangre, mayor la posibilidad de aislamiento (25-30). 

Mermel y Maki (30) concluyeron que el aislamiento de bacterias en sangre 

aumenta en un 3% por cada ml extra de sangre cultivada. Extrapolar datos de la 

literatura de adultos resulta problematico. La extraccién de grandes cantidades de 

sangre a partir de neonatos no solamente es técnicamente dificil, sino que puede 

conllevar a la necesidad de transfusiones sanguineas, lo que representa riesgos(2) 
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Como se mencioné anteriormente, el volumen recomendado como muestra para 

hemocultivo en pediatria oscila entre 0.5 y 1 ml. En la practica clinica, la 

cantidad real de sangre que se inocula a las botellas de hemocultivo 

frecuentemente es menor a 0.5 ml. Un estudio prospectivo con 298 sets de 

hemocultivos tomados de neonatos criticamente enfermos encontré que el 55% 

de dichas botellas contenia menos de 0.5 ml de sangre (11). A la vez, se han 

hecho multiples experimentos en los ultimos afios utilizando 0.02 mi de sangre, 

obteniendo resultados satisfactorios (9,10,14,15,16). A pesar de estos estudios, 

no se ha establecido firmemente la utilidad de volumenes minimos de sangre 

como muestras para cultivo en neonatos. 

Existe la idea que los nifios Ppequefios siempre presentan bacteriemias con 

cuentas de colonias elevadas (1,11). Sin embargo, se han desarrollado varios 

estudios (12,31,32) en los cuales se ha determinado que existen bacteriemias con 

cuentas bajas de colonias en nifios pequefios y neonatos, Dichas bacteriemias no 

pasan desapercibidas al utilizar los sistemas automatizados de hemocultivo 

accesibles actualmente. 

En el presente estudio se determin la sensibilidad del sistema BacT/Alert para 

detectar 6 patogenos comunmente encontrades en neonatos. El sistema fue eficaz 

detectando a dichos patégenos con escasos volumenes de sangre (0.2 ml) y con 

minimas concentraciones de microorganismos (1-10 UFC/ml). 
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Lo dptimo hubiese sido determinar lo anterior con sangre extraida de neonatos 

bacterémicos. Los resultados de este estudio in vitro nos dan una idea de lo que 

ocurre in vivo. Sin embargo, no es posible extrapolar, por lo que un estudio 

utilizando sangre de neonatos sépticos es el siguiente paso a seguir. 
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ESTA TESIS NO SALE 

CONCLUSIONES DE LA BIBLIOTECA 

Se concluye que 0.2 ml] de sangre es volumen suficiente para la deteccién de 

bacteriemia o fungemia utilizando el sistema automatizado de hemocultivos 

BacT/Alert, siempre y cuando en dicha muestra existan de 1 a 10 UFC/ml de 

microorganismos. 

Habiendo determinado su utilidad in vitro, el paso légico a seguir es corroborar 

su eficacia fn vivo, utilizando sangre de neonatos sépticos. Si los resultados en 

dicho estudio resultan similares a los del presente, podremos recomendar la 

extraccion de 0.2 ml de sangre en lugar de 0.5 ml, como muestra sanguinea para 

hemocultivo durante el estudio séptico del neonato son sospecha clinica de 

sepsis. De esta forma se podran tomar al menos 2 hemocultivos en tiempos 

diferentes, con un minimo de sangre, aumentado la posibilidad de aislamiento y a 

la vez, evitando las complicaciones neonatales secundarias a la toma seriada de 

muestras sanguineas. 
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