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Bacteriemia y fungemia

BACTERIEMIA Y FUNGEMIA

La bacteriemia es ia presencia de bacterias en sangre. Hay que tener en
cuenta que |la sangre es un lugar hoslil para las bacterias, y esio es debido a
nuestro sistema inmunolégico. Por eso, cuando en un analisis se detecta
presencia de bacterias en sangre, es senal de infeccion. Dicha presencia se
confirma cuando |a bacteria se alsla mediante un hemocultivo.

Hablamos de fungemia cuando nos referimos a la presencia de hongos
en sangre.

|.a deteccion de bacteriemia y fungemia se asocia a una alta cifra de
mortalidad (20-50%). Es, por tanto, una tarea diagndstica muy importante en el
laboratorio de microbiologia a la que se le da prioridad.

Tanto la bacteriemia como la fungemia se producen cuando una bacteria
o un hongo entran en el torrente sanguineo. En ambos casos, hablamos de
complicaciones graves de infecciones por bacterias o por hongos, en los que el
ritmo de crecimiento de estos microorganismos en sangre supera la capacidad
que tiene el sistema reticuloendotelial para eliminarlos.

Las bacterias pueden entrar en el torrente sanguineo debido a una fuerte
complicacion de infeccién, como la neumonia ¢ la meningitis. Tamhién durante
el transcurso de una cirugia y mediante el uso de catéteres, agujas, o cualquier
otro objeto externo que entre en una arteria 0 vena.

En el caso de |os hongos, se da mas en pacientes con inmunosupresion
o Inmunodeficiencia con una agranulocitosis (disminucién del numero de
neutrofilos) severa. También en enfermaos de cancer, por el uso de catéteres, o
en pacientes que deben lomar determinadas drogas.




Hemocultives

Tipos de bacteriemia
Podemos tener dos tipos de bacteriemia:

« Falsa bacteriemia
. Bacteriemia verdadera

Aun hoy en dia, es dificil dar una definicion exacta de cada una de ellas,
puesto que no hay un criterio universal que designe tanto a la una como a la
otra. No obstante, los mas utilizados son:

Falsa bacteriemia: se da cuando hay contaminacién al tomar la muestra
o al procesarla. Hay crecimiento de microarganismos en el hemocullivo, pero
que no causan bacteriemia verdadera.

Bacteriemia verdadera: se considera bacterlemia verdadera cuando;

a Un microorganismo que no es causa habitual de contaminacion en los
hemocultivos, se aisla en, al menos, un hemocultivo de un paciente. En este
caso, es importante comprobar que el cuadro clinico es compatible con la
bacteriemia. Los microorganismos podrian ser:

1 S. aureus

2 Enterobacterias
3 P. aeruginosa
4 8, pneumoniae

b Un microorganismo que es contaminante habitual de los hemocultivos se
aisla en dos tandas de hemocultives obtenidas en punciones distintas de
vena periferica o de vena periférica y catéter, En este caso, también hay que
comprobar que el cuadro clinico del paciente es compatible con Ia
bacteriemia. Ademas, en el caso de deleclar ECN, hay que comprobar
también que la especie y el antibiotipo de los dos hemocultivos positivos sean
idénticos. Los microorganismos, serian:

1 ECN
2 Estreptococos del grupo viridans

3 Corynebacterium spp.
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Bacteriemia y fungemia

4 Baciflus spp.
5 Propionibacterium acnes
6 Algunas especies de Clostridium

La complicacion surge cuando en una sola tanda de hemocultivos
tomada de una vena periférica se alsla un microorganismo potencialmente
contaminante, y estas muesiras provienen de un paciente que tiene, por un
lado, un cuadro clinico compatible, y por otro, un catéter venoso o algin
dispositivo intravascular. En este caso, hay que repetir los hemocultivos,
teniendo en cuenta las siguientes pautas: *

. Si al retirar el catéter, en el cultivo de la punta se aisla el mismo

microorganismao, estamos ante una bacteriemia verdadera

. Si al retirar el catéter, y antes de ser cultivado, el cuadro clinico

desaparece, estamos ante una bacleriemia verdadera probable

« Si el hemocultivo se tomo del catéter, podriamos estar ante una

contaminacion, aunque ha que verificar repitiendo los hemocultivos

« Si no hay compatibllldad entre el cuado clinico y el tipo de
microorganismo infeccioso, es muy probable que se trate de
contaminacion

Los microorganismos no aparecen siempre de la misma manera en
sangre, si no que pueden estar de forma transiloria, de forma continua o a
intervalos intermitentes. Es por eso que la bacteriemia verdadera se clasifica
en.

a. Transitoria
b. Persistente
c. De brecha

No obstante, no es una clasificacién practica a la hora de dar en el
laboratorio, ya que |os limites entre una y otra son dificiles de establecer.

Hablamos de bacteriemia verdadera transitoria cuando se limita de

forma espontanea en un plazo de 8-12 horas.
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La bacteriemia verdadera persistente es aguella que no varia de estado
a pesar de que se da un tratamienlo adecuado.

El término bacteriemia de "brecha" se emplea cuando ésta se presenta
en un paciente que esta recibiendo un tratamiento adecuado con
antimicrobianos a los cuales es sensible el microorganismo aislado, y cuandoe
los hemocultivos previos ya eran negativos. Este tipo de bacteriemia puede
darse bien porque haya una concentracion inadecuada del antimicrobiano en la
sangre, resistencia del microorganismo al tratamiento antimicrobiano,
endocarditis o infeccién endovascular, un mal drenaje del foco de infeccidon o
deterioro de las defensas del huésped, entre otras posibles causas mas.

Incidencias de ia bacteriemia
La bacteriemia puede darse a cuaiguier edad.

Suele presentarse en pacientes que padecen una grave enfermedad en
las que se da una alteracién en los mecanismos inmunolégicos que hacen
frente a la infeccion.

Los focos mas frecuentes son:
- Heridas quirirgicas

- Tracto genitourinario

- Catéteres intravasculares

- Abscesos

- Tracto biliar

Hay que afiadir que, todavia, hay un indice del 25% de casos en los que
nos encontramos ante un foco de infeccidon desconocido.

Son muchos los microorganismos que pueden invadir el torrente
sanguineo. Hoy en dia, los grampaositivos igualan, e incluso a veces superan, a
los microorganismos gramnegativos a la hora de una bacteriemia. Las causas
pueden ser varias, Por ejemplo:

- El uso de metodos de diagndstico invasores

- Empleo de antibidticos de amplio aspectro
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« Catéteres intravasculares, sobre todo cuande se hace un so
generalizado de ellos

Ademas, han aparecido casos de bacteriemia que en el pasado eran
raros o practicamenie inexistentes, debido al aumentc de pacientes
inmunodeprimidos ya sea por tratamientos antineoplasicos o por infeccian del
VIH.

La respuesta inmunolégica a la bacteria puede causar sepsis
(envenenamiento de sangre) y shock séptico, teniendo este Ultimo un alio nivel
de mortalidad. Las bacterias también pueden usar el torrente sanguineo para
llegar a otras partes del cuerpo; es el llamado esparcimienlo hematdgeno que
causa infecciones en zonas lejanas a lugar original de la infeccién, como |a
endocarditis y la osteomielitis. El tratamiento se hace con antibiéticos, aunque
también puede hacerse una prevencion con antibléticos profilacticos en
siluaciones en las que se esperan los problemas de la infeccion.

Diagndstico

Para hacer un diagnéstico de |a bacteriemia, hay que realizar un cultivo
de la sangre del paciente, no sélo para conocer el microorganismo causante de
la infeccion, sino también para saber su sensibilidad a los antimicrobianos y asi
poder, o bien aplicar un lratamiento, o saber si hay que modificar el que se
estaba empleando. Ademas, permite diferenciar entre una bacteriemia
verdadera y causas de contaminacion por una inadecuada exlraccion o
procesamiento de |a muestra.

Hay bacterias que estan asociadas a determinadas enfermedades. Es el
caso de la neoplasia de colon, en la que se da la presencia del Sireptococcus
Boris; infeccion por el VIH, en |a que aparecen el enterococo y la Salmonelfa; o
la endocarditis, en la que encontramos estreptococos del grupo viridans. Por
tanto, el aislamiento mediante cultivo también permite diagnosticar esta serie

de enfermedades, entre otras.

-11-
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Hemocultivos

HEMOCULTIVOS

Se |lama hemocultivo al cultive de microorganismos presentes en la
sangre, a través del el cual se detectan infecciones transmisibles por el torrente
sanguineo.

Indicaciones
= Pacientes con fiebre > 38° C. o cuya temperatura sea inferior a 36° C.

e Pacientes con leucocitosis o leucopenia

= Pacientes con trombopenia o alteraciones de la coagulacién de causa
desconocida

¢ Pacientes con infeccidn focal de causas no claras

* Pacientes con deterioro uni ¢ multiorganico, shock o inestabilidad

hemodinamica

* Neonatos ante ia minima sospecha de infeccidn.

Extraccion

El procedimiento del hemocultivo comienza con la extraccion de sangre.
Esta se obtiene mediante venopuncién, por la que se obtienen unos 10 ml. de
sangre, aproximadamente. Estos 10 ml. se reparten entre dos frascos, uno
para germenes aerobios y ofro para anaerobics, contando cada uno de ellos
con un medio de cultivo especifico.

Cuando la extraccion se realiza en nifios, sélo se usa una botella,

La extraccion ha de realizarse antes de que se administre el tratamiento

anlimicrobiano, y siempre que exista sospecha de:
« Sepsis
- Meningitis

« Artritis

15 -
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Hemocultivos

» Neumonia

» Osteomielitis

« Pielonefritis

« Infeccién intraabdominal

« Endocarditis

« Infecciones graves de |a piel y tejidos blandos
- Fiebres de origen desconocido

Los signos que pueden llevar a sospechar de que se de alguna de estas
patologias son:

« Fiebre o hipotermia en el caso de neonatos y ancianos
- Escalofrios
- Shock
« Leucocitosis o granulocitopenia
Deterioro de uno o varios érganos por causas desconocidas

El cultivo de sangre se debe complementar dependiendo del tipo de
enfermedad que se sospeche:

Liquido cefalorraquideo .~ Meﬁiné:iiﬁs”" '

Orina Pielonefritis

Mu;e:st'r'a's::del tracto respiratorio inferior | Neumonia

Liquido sinovial Artritis séptica

Ante la duda, cualquier infeccidn que esté causando fiebre en el enfermo
ingresado en el hospital, llevara a que los médicos soliciten un hemaocultivo.

Hay mayor probabilidad de obtener una bacteriemia verdadera si se
hace una extraccién adecuada segun €l tipo de infeccidn.

En no todos los casos la extraccion ha de hacerse de la misma manera.
Por ejemplo, en casos de sospecha de infeccion grave, ha de realizarse antes

R, RAMOS M




XX XXX XXX ZNNRNSN NN NN RSN NN NR RN R R RN NN R NN A M X L O R 0N

Hemocultivos

del inicio de los escalofrios. Como esto es imposible de predecir, se

recomienda hacerlo |o antes posible después del comienzo de estos y la fiebre.

Si es una bacieriemia persistente, el momento de la extraccion de la
muestra de sangre es indiferente.

En casos de bacteriemia iransitoria y de brecha, que constituyen la
mayoria, la muestra de sangre ha extraerse o mas cerca del pico febril.

Es muy importante que los botes no astén contaminados con gérmenes
o0 bacterias, tanto de los propios pacientes como de los profesionales
encargados de la extraccién y manipulacion de la muestra y los frascos.

La manera de evitar esta contaminacion por génmenes oportunistas es:

a. Aplicando aicohol elilico desnaturado y antiséptico en la piel del

paciente, en la zona donde se va a realizar la venopuncion.

b. Que los profesionales usen guantes esterilizados con el fin de evitar sl
riesgo de contaminacion.

De esta manera, la posibilidad de gque aparezca un cultivo positivo por
bacterias contaminantes de la piel se reduce, aumentando |a probabilidad de
hallar un organismo patégeno de la sangre.

Hay gue extraer al menos dos muestras de hemacultivo en dos lugares
distintos. Esto se hace asi para descartar que haya infeccién o contaminacion,
ya que si en una de las muestras se aisian bacterias y en la otra no, se pude
decir con seguridad que se esta ante un microorganismo contaminante. Si en
fos dos cultivos se aisla el mismo microorganismo, s que se trata de un caso
de bacteriemia verdadera.

Venopuncion

La muestra de sangre para el hemocultivo se extrae por lo general de
una vena del antebrazo. Salvo en los casos de bacteriemia relacionada con el
catéter, la sangre no se debe extraer de este. Cada muestra de sangre se

obtendra de distintos lugares de venopuncion.

La extraccion se hace de una sola venopuncibn,% la cual se llenan, por
i
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Hemocultivos

Debe realizarse lo anies posible una vez aparecen la fiebre y los
escalofrios, ya que las bacterias son eliminadas de nuesira sangre por la
actuacion de nuestro sistema reticuloendotelial en un tiempo breve. Y por

supuesto, hacer la extraccion antes de la administracion de antimicrobianos.

Antes de llevar a cabo la extraccion, hay que limpiar con un antiseptico
los tapones de los frascos de hemocultivo. Para evitar que el antiséptico entre
dentro de las botellas cuandc se va a introducir la sangre, hay que dejarlo
secar, ya que puede inhibir el crecimiento de bacterias en los frascos.

Durante la extraccion, hay que evitar la contaminacion debido a Ia fiora
microbiana de la piel, que por ofra parte, es la causa de contaminacion mas
frecuente vy, por consiguiente, un problema a la hora de dar un diagnostico
fiable de bacteriemia. Para evitar esto, hay que limpiar la zona de la puncion
con alcohol stilico a 70° después de palpar la vena, y, posteriormente, aplicar
solucion yodada en un érea circular de 2 a 4 centimetros secandola una vez
aplicada para que {a solucion yodada realice su accion oxidante.

Una vez descontaminada la zona, hay que evitar tocarla con ias manos y
no hablar ni toser durante la venopuncion.

No se debe usar anticoagulante para exiraer la sangy
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Hemocultivos

Una vez que la aguja se saca de |la vena, hay que inocular la sangre en
el interior de los frascos, en posicién vertical, empezando por el de anaerobios,
procurando que no entre aire en la botella. La inoculacion ha de hacerse lo mas
rapide posible para evitar gue la sangre se coagule dentro de ia jeringa. No hay
gue poner algodén en la aguja una vez extraida la sangre de la vena.

Una vez inoculada la sangre en el interior de las botellas, hay que

moverlas, para que la sangre se mezcle con el medio de cultivo.

El nimero indicado de exiracciones para poder documentar una
bacteriemia es de 2 a 3 venopunciones, siempre en lugares distintos. Esto se
hace asi para poder contrastar, y comprobar si hay contaminacion o
bacteriemia verdadera. Por eso, al laboratorio de microbiologia suelen Hegar
cuatro frascos de hemocultivo de un mismo paciente: 2 aerobios y 2
anaerobios. Mediante este procedimiento, logran detectarse el 95% de las

bacteriemias.

Realizar una mayor numero de exiracciones supone un desequilibro
coste/beneficio, y aumenta innecesariamentie el frabajo en el laboratorio. No
obstante, el aumento de exfracciones estd indicado para pacientes con
sospecha de endocarditis sobre protesis, ya que en ellos es dificil interpretar el
aislamiento repetido de estafilococos coagulasa negativa. También se aconseja
un mayor niimero de extracciones en enfermos con endocarditis y en los que el
hemocultivo diera en un principio un resultado negativo, ya que esto se puede
deber a que son microorganismos de dificil crecimiento. En estos dos casos, no
solo esta indicado hacer mas extracciones, sino que, ademas, es un

procedimiento bastante util.

Como se ha Iindicado anteriormente, las células del sistema
reticuloendotelial eliminan a las bacterias de forma rapida. Por esa razén,
cuando se hace mas de una extraccion, hay gue llevarias a cabo de forma

simultanea, y procurar no espaciar las extracciones en tiempos de varias horas.




'YX XXX NN NRN R RN NRRRNR NN N NN NN N N R A AR O X 0 R X

Hemocultivos

Volumen de la extraccion

El nimero de microorganismos en una bacteriemia suele ser muy bajo,
por lo general, alrededor de 10 UFC/mI'. de sangre, y a veces cifras atin mas
bajas. Este problema se puede solucionar mediante el volumen de sangre a
extraer, ya que influye a la hora de hacer el recuento de bacterias u hongos.

El volumen recomendado para cada venopuncién es de 10 ml., porque si
se extrae una cantidad inferior disminuye el indice de positividad. Aumentar el
volumen de sangre extraida confleva a un aumento del indice de positividad.
Sin embargo, no &s aconsejable sacar un volumen muy elevado, porque podria
causar anemia en el paciente, ademas de que hay que mantener una

proporcion entre el medio de cultivo del frasco y la sangre inoculada.

En los neonatos y nifos el nimero de microorganismos es mas elevado
que en el adulto, por lo que se pueden extraer volumenes infenocres (pudiendo
llegar incluso a 1 ml.) con garantias de obtener resultados aceptables y
parecidos a los de los adultos. Sin embargo, la bacteriemia de bajo nivel es
muy frecuente en los nifios pequefos. Para detectarla, el volumen
recomendado debe ser proporcional al volumen total de sangre del nino y a la
edad. Se recomienda extraer un 45% del volumen fotal de sangre,

aproximadamente.

Para anular las propiedades bactericidas de la sangre, hay que mezclar
muy bien esta con el medio de cultivo que hay en el frasco, en una
concentracién que oscila entre el 1/5 y el 1/10. Ademas, esto hace que si el
paciente Heva un tratamiento con antimicrobianos, estos se reduzcan, haciendo
gue pierdan su capacidad inhibitoria.

Una dilucion pro debajo del 1/5 haria que la sangre no perdiera st
capacidad bactericida, con lo que no saldria un positivo.

¥ Unidades Formadoras de Colonlas por mililitra.
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Modo de extraccion

1. Levantar la lengiieta plastica de los frascos y limpiar los tapones con una

gasa impregnada en solucidn yedada.

2. Colocar el compresor al paciente tras elegir la vena a pinchar. Tras ello
se limpia con una gasa impregnada en alcohol de 70° una zona de la
piel de un diamefro de 3-5 cm. en el lugar elegldo para la palpacion y los
dedaos del explorador.

3. Extraer un minimo de 10 ml de sangre (5 ml por frasco) en los adultos y
la mayor cantidad posible en los nifios, a ser posible una cantidad
minima de 2 ml (1 ml por frasco).

4. Introducir 5 ml de sangre en cada uUno de los dos frascos
correspondienies a esa extraccion (aerobio y anaerobio), evitando la
entrada de aire, pinchando a través del tapén de goma. Nunca se
destapara el tapon de goma que viene sellado con una arandela
metalica. Se tendra la precaucién de sujetar bien el émbolo de la jeringa
para que la presion del vacio que existe en el frasco no aspire
rapidamente mas cantidad de sangre que |la adecuada ni el aire que
pudiera quedar en el fondo de iz jeringullla. Es correcta la utilizacion del
sistema Vacutainer para la extraccion de los hemocultivos, teniendo |a
precaucion de extraer los frascos de hemocultivos antes que cualquier
tubo para otros fines, ya que se puede contaminar la aguja del sistema
Vacutainer y por consiguiente los hemocultivos extraidos con
postericridad.

5. Se rotulara cada frasco con una etiqueta adhesiva en la que figuren el n°
de historia, nombre del enfermo y el numerc de extraccion realizada (1°,
22 6 33, teniendo la precaucion de no tapar la etiqueta de codigo de
barras del frasco.

6. Una vez llenados los frascos, se rellenara un volante por cada extraccion
(2 frascos), y se enviaran al laboratorio.

n RAMOS M



Rece

CAPITULO 3

y———

{
!

Recepcion en el laboratorio de
| microbiologia

p LT
AN

R RAMOS M

A ROIAS




Recepcion en el laboratorio ¢e Microbiclogia

RECEPCION EN EL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA

Transporte
Cada frasco de hemocultivo con sangre inoculada ha de esta
correclamente identificado con los datos del paciente, e ir con su

correspondiente volante.
Estos datos deben incluir:
- Historia clinica
- Nombre y apeliidos
- Servicio
- Planta
- Numero de cama

Si la exiraccion consiste en dos frascos, los dos han de estar
Identificados, con los mismos datos. Como se ha indicado anteriormente, por
cada exltraccion ha de rellenarse un volanie de peticién en el que se ha de
senalar si la toma es de sangre periférica o de una via central, como por
ejemplo, un catéter.

También ha de sefialarse:
-  Nombre del médico que lo solicita
- Diagnostico del paciente
- Si estuviera recibiendo algtin tratamiento antimicrobiano

- Tipo de analisis que se requiere: si es un cultivo convencional o un
cultivo para microorganismos de crecimiento lento).

En caso de salir resultados positivos, se debe dar un numero de
contacto del servicio de enfermeria en el que el paciente esté ingresado, o
bien, el niimero del propio paciente en caso de que este hubiera estado en el
servicio de urgenclas y se le hubiese dado el alta.
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Una vez que los frascos estan correctamente [dentificados, seran
transportados al |laboratorio de forma inmediata. Pueden eslar a temperatura
ambiente, pero no por un tiempo superior a las 18 horas, puesto que puede
afectar al crecimiento de los microorganismos. Lo ideal es que se conserven a
temperaturas entre los 35a les 37°C,

Si no van a ser fransportados inmediatamente al laboratorio, se deben
dejar incubar en esfufa, a una temperatura de 35-37° C, como ya se ha

indicado, hasta que puedan ser llevados.

Si han sido incubades de forma previa a su procesamiento en sistemas
automaticos, deben ser introducidos en los aparatos en un plazo de 12 horas.
En caso de que se demoren por mas de 18 horas, sobre todo si ya fueron
incubados, puede ocurrir que los microorganismos crezcan hasta llegar a la
fase estacionaria, debido a que han consumido la mayor parte de los nutrientes
del medio de cultivo, por lo que no van a ser detectados por la maquina. Por
es0, cando se ha pasado de este plazo de tiempo, se hace un subcultive ciego,
para evitar falsos negativos.

Los hemoculiivos no deben refrigerarse nunca.

Recepcion
Una vez que los hemocultivos llegan al laboratoric de microbiologia, se
han de realizar las siguientes comprobaciones por el profesional que los

recepcione;
+ Que los frascos esten integros, sin roturas ni fisuras

« Que estén correctamente identificados, y que los datos coincidan con los
del volante de peticién

« Que el volumen de sangre sea e| adecuado
« Que no haya signos macroscopicos de crecimiento microbiano

Una vez comprobado que todo esta correcto, se anotaran en el libro de
registro del laboratorio. Hay que agrupar y ordenar los frascos por orden de
extraccion: 19, 29 etc.... emparejando cada frasco de aercbio con el

correspondiente anaerobio. f
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Recepcidn en el laboratorio de Microbiologia

Hay que asignar a cada pareja de frascos, o a uno en caso de que
venga solo, un numero de idenlificacion, gue también se incluira en el volante.
Si vinieran cuatro frascos (dos exiracciones) del mismo paciente, hay que
asignar un niimero de identificacion diferente para cada pareja, que deberan
ser correlativos.

Cuando piden micobacterias, existe un frasco de hemocultivos especial
para esta determinacién. Solo viene un frasco, al que también se le asignara un

numero de peticion.

En el caso de que no estuvieran debidamente identificados, hubiera
roturas o fisuras en los frascos, o se viera algun tipo de contaminacién, los
hemocultivos se devolveran al servicio que envian las muestras, para que
subsanen los errores, y una vez comregidos, se podran admitir. Debido a la
importancia que tienen los hemocuitivos en el laboratorio de microbiologia,

nunca seran rechazados.

Y por supuesto, sequir siempre el protocolo de seguridad al manipular
las muesiras.

Una vez recepcionados los frascos, el volante se entregara al personal
administrativo para su correspondiente registro en el sistema informatico,

mientras que las botellas se llevaran, por orden del nimero de identificacién, al

laboratorio de hemocultivos.
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Hay que dar pricridad a los hemocultivos a la hora de trabajar en el
laboralorio de microbiologia, por eso se introducirdn lo mas rapidamente en las
maquinas automaticas, evitando asl el retraso en el crecimiento de los
microorganismos.
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PROCESAMIENTO

Existen dos métodos de procesamientoc de los hemocultivos;
1. Manuales

1.1.Convencional

1.2.Bifasico

1.3. Lisis-filtracién

1.4. Lisis-centrifugacién

1.5.Manomeétrico
2. Automatizados

2.1.Radiométricos y no radiométricos

2.2. Sistemas aulomaticos de monitorizacion continua

Aunque el procedimiento manual se sigue ulilizando adn en muchos sitios,
se han desarrollado nuevos métodos. Sin embargo, el concepto basico sigue
siendo el mismo.

Métodos manuales

Convencional

Es un meétodo simple que consiste en la ohservacion macroscédpica de
signos de crecimiento en una pareja de frascos que contienen medios de
cultive y en los que se ha inoculado sangre del paciente.

Los medios de cultivo mas utilizados son:
+ Caldo triptosa soja
« Columbia
« Infusién cerebro corazén
« Brucella,
- Tioglicolato

« Caldo de peptona suplementado
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- Medios con resinas

Los frascos de hemocultivo cuentan con un anticoagulante. El que mas
se ullliza es el SPS (polianetol sulfonato sadico) en una concentracion que va
desde el 0,006 al 0,050%. Este anticoagulante se anade para reducir la
capacidad bactericidas de la sangre, y favorecer el crecimiento de los
microorganismos.

El medio de cultivo se inyecta al vacio en una atmodsfera de COs.
Después de esta inoculacion, a uno de los frascos se le inyecta una aguja que
permite el paso al inferior de oxigeno atmosférico, creando asi un medio
aerobio. El otro frasco no se ventila, para permitir un potencial é6xido-reduccion
lo suficientemente bajo como para permitir el crecimiento de bacterias
anaerobias.

Se incuban a 35-37° C. que es una temperatura muy cercana a la del
cuerpo humano, y que demuestra un mayor aislamiento de microorganismos en
un periodo breve de tiempo.

La mayoria de los microorganismos que producen bacteriemia se alslan
en los hemocultivos tras un tiempo de 18 a 72 horas siguientes a su
incubacion. Mas del 25% de los microorganismos se aislan durante la primera
semana, lo que motiva que se mantenga la incubacién durante 7 dias.

Sin embargo, hay casos en los que se necesita mas tiempo de
incubacién, como cuando se trata de hongos, microorganismos del género
Brucilfa 'y microorganismos causantes de endocardits, como el
Cardiobacterium o la Eikenelfa. Cuando se sospecha que pueda darse alguno

de estos casos, la incubacion se prolongara hasta cuatro semanas.

Los frascos han de ser observados a diario, para ver si hay signos de
crecimiento bacteriano.

Estos signos pueden ser:
- Enturbamiento del medio
- Hemdallsis

« Gas




Procesamienta

. Formacion de colonias en el fondo del frasco.

El problema de |la deteccion macroscopica es que puede dar tanlo falsos
positivos como falsos negatlves, ademas de ser una técnica que produce
retraso.

El medio puede quedar turbio o se puede producir hemalisis por varias
causas, no solo por el crecimiento bacteriano, al igual que puede haber
microorganismos que no manifiesten signos macroscopicos. Por ello, esta
técnica se ha de camplementar con el estudio microscépico, como la tincion de
Gram.

La lincion de Gram es el estudio micrascépico mas utilizado, pero es
lenta, por eso se sustituye en algunos sitios por la tincién con naranja de
acridina, que es mas rapida. Ademas, si se compra con la lincion de Gram, las
bacterias contrastan mejor con el fondo.

Otro factor a tener en cuenta al comparar entre una tincién y otra, es
que, para poder observar colonias en una tincién de Gram, es necesario que
haya una concentracién de 10° UFG/ml., mientras que en la tincién con naranja
de acridina, ya se pueden observar con una concentracion mas baja, 10°
UFC/ml.

Bifasico

El medio bifasico estad compuesto por una base sélida y otra liguida, Si
se inclina el frasco, el medio liguido cubre al sélido, realizande con ello un
subcultivo, tantas veces como sea necesario sin necesidad de abrir la botella.
Este método resulté eficaz para el aislamiento de la Bruceffa spp.

Con el tiempo, se han ido anadiendo modificaciones para este método,
como el Sepli-Check® y el Opticult®. Una vez que los frascos llegan al
laboratorio con la sangre inoculada, los tapones se sustituyen por cilindros de
rosca que contienen distintas superficies con distintos tipos de agar. Lo que se
hace es inverlir el frasco para que la sangre impregne el agar, tarea que se
debe hacer a diario.

Este método es mas rapido y mejor para la deteccién de bacterias y
hongos si se comprara con el método convencional. hio obstante, no es
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adecuado para el cultivo de anaerobios, ya que hay que abrir la botelia para
adaptar el cilindro. Por eso, se complementa con otro frasco para el cultivo de

anaerobios.

Lisis-filtracion
Mediante este procedimiento, se filtra la sangre para retener las

baclerias, una vez que se ha producido |a lisis {rotura de la membrana celular)
de las células sanguineas.

Los que se siembra en los medios de cultivo es el filtro que se ha
utilizado.

A pesar de ser una técnica conocida desde hace muchos anos, alin no
ha sido Intreducida al mercado, Ello es debido a que requiere tanto tiempo, que
no se hace aconsejable para un trabajo rutinario.

Lisis-centrifugacion

En la lisis-centrifugacién, la sangre inoculada se mezcla en el inlerior de
un tubo que contiene saponina como agente lisante, polipropilenglicol como
agente antiespumante, SPS y EDTA como anticoagulantes y un liquido
flucroquimico inerte, para producir la lisis de las células sanguineas.

Despugs, los microorganismos se separan de [os componentes
sanguineos mediante centrifugacion, a 3.000 R.P.M. durante 30 min. Una vez
hecho esto, se desecha el sobrenadante y se siembra el sedimentc en los
medios de cuitivo.

Uno de los sistemas de lisis-centrifugacion es el Isolator®. A través de
&l, se recupera mayor cantldad de microorganismos y con mayor rapidez que
con los procedimientos convencionales. Esta comprobado que es un sistema
eficaz para la deteccidon de levaduras.

Sin embargo, tiene varios inconvenientes:
« Es un sistema caro
- Laborioso

« Las muestras se han de procesar individualmente
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« Hay que esperar 30 minutos tras su extraccion para que sean
procesadas

« Conlleva un alto riesgo de contaminacion de la muestra

No obstante, en algunos sitios se utiliza como sistema complementario a
otros métodos, ya que permite realizar un recuento del niimerc de colonias
presentes en sangre con bastante facilidad, y hay que tener en cuenta que el
recuento se estad utilizando a dia de hoy con mayor frecuencia a la hora de
diagnosticar bacteriemia en catéteres intravasculares.

Manomeétrico

En el sistema manométrico, se utiliza una botella con caldo de cuitivo a
la que se le acopla una camara con una aguja que liega hasta el fondo del
medio liquido. Durante el crecimiento bacteriano, se produce gas, y este
provoca un aumenle de la presion dentro de la botella que hace que el medio

de culfivo se desplace por el interior de |a aguja, introduciéndose dentro de la
camara.

Si se ve que hay medic de cultivo dentro de la camara, esto indica
crecimiento bacteriano.

Se utiliza por el sistema Signal® y su principal inconveniente son los
falsos positivos. No obstante, esto se puede evitar calentando los frascos.

Si se agitan los frascos durante los dos primeros dias, aumenta la tasa
de recuperacién de microarganismos.

Sistemas automaticos

Radiométricos

Utiliza substratos marcados con C14% Este, al ser metabolizado por los
microorganismos, libera 14CQ; al medio, y de aqui, a la atmosfera del frasco.
Para medir los niveles de 14C0O,, hay que compararlos con unos frascos de
control que contienen CO2.

2 carbono 14
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Se hace mediante el sistema Bactec 460® radiometrico, y la lectura se
lleva a cabo a través de una cabeza movil automatizada de dos agujas que
perforan los fapones de goma de los frascos.

El mayor inconveniente deriva del mangjo y eliminacion de los residuos
radiactivos.

En la actualidad han surgido sistemas mejorados, de manera que ha
quedado para el cultivo de micobacterias.

No radiométricos

Son sistemas muy parecidos a los radiometricos, sélo que detectan los
niveles de CO2 por espectrometria de infrarrgjos, mediante el Bactec NR-860®
y el NR-730®.

Para los frascos anaerobios, usan un agitador durante las primeras 24-
48 horas.

Para los aerobios., se recomienda hacer dos lecturas durante los
primeros fres dias, y, a partir de ahi, una lectura diaria hasta que lleguen a los 5
& 7 dias.

Tanto los sistemas radiométricas como los no radiométricos han sido
desplazados por los de monitorizacion continua.

Sistcmas automaticos de monitorizacion continua

Hoy en dia, se han introducido en el mercado sistemas que realizan
agitacion y monitorizacion continua de los frascos, informando de forma
inmediata los resuitados positives, y utilizando {&cnicas en general que no son
invasivas para la leciura y en las que no hay manipufacion, minimizando el
riesgo de contaminacion de las muestras.

Los mas empleados basan su técnica en la lectura del COg que
producen los microorganismos. Los datos obtenidos de cada lectura se
transmiten a un ordenador, donde son almacenados y procesados. En el
momentc en el que se produce el crecimiento bacteriano, el ordenador o
detecta, dando un resultado. Es un procedimienio efective y fiable, ya que
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minimiza los riesgos de dar lecturas tanto de falsos positivos como de falsos
negativos.

Cada sistema automatico de monitorizacion continua puede diferir con
respecto a otro en el método de deteccion del CO,, en la capacidad de los
frascos, en el tipo de medio de cultivo utilizado, en la frecuencia de lectura y en
la capacidad maxima de los incubadores.

El BacT/Alert® fue el primer sistema en emplear una técnica de agitacion
y monitorizacién continua de cada frasco que no resultaba invasiva. Se basa en
la deteccion tanto del aumento como del nivel total del CO, producide por el
crecimiento microbiano. Tal deteccién la hace a través de un sensor
colorimétrico que esta pegado al fondo de los frascos. A medida que cambia el
color del sensor, la cantidad de luz se incrementa, aumentando el voltaje. Estas
sefales se transmilen a un ordenador, el cual las procesa mediante tres
criterios. Estos manifestaran si hay cracimiento.

La lectura se realiza cada 10 minutos.,

El Bactec-9240® esta compuesto por un incubador, un detector y un
ordenador. En el fondo del frasco de hemocultive hay un material fluorescente
que reacciona con el CO; producido por los microcrganismos, haciendo que
cambie la luz. Este cambio es detectado por un fotosensor. Estos miden el nivel
de fluorescencia, que se corresponde con la cantidad de CO, producido por los
microorganismos. Esta medida se transmite al sistema, el cual la interpretara

de acuerdo a unos parametros programados.

La lectura se hace cada 10 minulos, ¥ un sistema luminoso avisara de la
presencia de frascos positivos después de cada lectura.

El Vital® es otfro sistema no invasivo que se diferencia de los dos
anteriores en que cuenta con un indicador fluorescente en el propio medic de
cultivo. La fluorescencia disminuye cuando el metabolismo microbiano produce
cambios en el pH, en el potencial redox” o en el nivel de CO2.

La lectura se hace cada 15 minutos por medio de un detector
luminiscente.

1 Oxido-reduccion
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El inconveniente de este sistema esla en su dificultad para la leclura de
las levaduras.

En el sistema ESP®, los frascos se colocan en cajones. Sdlo se agitan
los frascos de aerobios, los de anaerobios no. Se basa en la deteccion tanto de
la produccion como del consumo de gas.

Hace una leclura cada 12 minutos.
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Cuitivo

CULTIVO

Procedimiento

Una vez que el sistema sefala que hay hemocultivos positivas, hay que
proceder al cultiva en placas.

Si se esta ufilizando un sistema automatizado de monitorizacion
continua, se ha de imprimir un Informe en el que aparezcan |os hemocullivos
positivos ordenados por numero de identificacion, y se buscara el volante
correspondiente para anotar los resultados, la posicion que ocupaban en el
sistema, la fecha, y mirar si piden hongos o alguna técnica en especial. Una
vez localizados los volantes y anotado esto, los informes de los frascos
positivos se archivaran.

Los hemocultivos sefialados como negativos por €l sistema, se podran
sacar, pero habra que esperar verificacion del facultativo para ser desechados.
Al igual que con los positivos, se imprime un informe donde constan los
hemocultivos que han dado negativo, pero para estos, no hace falta localizar
los volantes para anofar los resultados en ellos.

Muy importante, cada vez que se impriman los informes de positivos y
negativos, verificar que los numeros y la posicion coinciden con los nimeros y
ta posiclén que ocupan los frascos a sacar.

Medios de cultivo

Una vez comprobado si piden hongos, y anotados los resultados vy
posicion que ocupaban en el sistema en los correspondientes volantes, los
frascos positivos se colocaran en la campana de seguridad biologica para llevar
a caba el cultivo en placas.
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Las placas a utilizar son:

Agar sangre
Agar chocolate
Agar MacConkey

Agar Brucella, para

incubar en anaerobiosis

Agar Sabouraud, en caso

de que pidan hongos

Este cultivo se complementara con una tincion de Gram

En algunos sitics, el protocolo indica usar dos placas de agar sangre:

una para incubar en aerobiosis y otra para anaeroblosis, en vez de utilizar la

placa de agar Brucella. En ese caso, hay que sefalar cual de las dos placas de

agar sangre se incuba en anaerobiosis.

L flaca'ds Seboucald J

Cada placa y el portacbjetos para realizar la extensidn se identificaran

con el numero de identificacion de la botella correspondiente. Hay que tener en

cuenta que s6lo se cultivara hongos del frasco de aerobios.

Una vez rotuladas las placas, se pincha un adaptador en el tapén de

goma del frasco del que se va a cultivar, dejando caer dos gotas de la sangre

inoculada en cada una de las placas y una en el portaobjetos en el que se hara

la extension para la tincién de Gram.
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A partir del cuadrante donde se han descargado las gotas de sangre, se
hace la siembra por estriacion con un asa de 1 pl. Se siembra haciendo estrias
sobre la superficie del medio que contiene la placa, repitiendo el proceso cuatro
veces hasta obtener cuatro grupos de estrias, para que la muestra se diluya y
los microorganismos gue contiene queden aislados.

En el portacbjetos, hay que realizar una extension fina a partir de la gota
de sangre, dejando secar a temperatura ambiente y fijandola por calor antes de
llevar a cabo la tincion.

Una vez se han sembrado todas las placas, se incuban siguiendo el
protocolo que aparece a continuacion

I

Agar sangre 37°C ‘ Aerobiosis ‘ 48-72 horas
Agar sangr; ~ laree Anaerobiosis  48-72 horas
Agar chocolate  37°C | co; ' ’ 48-72 horas

. 81
foap 37°C Aerobiosis  48-72 horas
MacConkey

 Agar | ]

8 30°C Aerobiosis 5-7 dias
Sabouraud | |

- Agar Brucella 37°C Aerobiosis 3-5 dias ’

r ,

' Agar Brucella 1 37°¢€ CO; t 3-5 dias ‘

L ! A ,




Hemocultivos

informe preliminar

Un resultado positive en un hemocuitivo que se comunique a tiempo,
puede ser significativo ya que puede ahorrar costes clinicos y encontrar una

solucion rapida para la enfermedad def paciente e incluso salvar su vida.

Por eso, en cuanto se hace la lectura &n microscoplo de la tincién de
Gram, y se observan microorganismos causanies de bacteriemia, hay que
comunicar lo antes posible los resultados al médico responsable del enfermo.

En el informe que se pasa al médico, tiene que constar la morfologia de
los microorganismos, el resultado de la tincion de Gram, el numerc de
hemocultivos en los que se observan en comparacion al fotal de los extraidos y
la fecha de obtencién de los mismos.
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Lectura

LECTURA

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion del cultivo en placas, el
facultativo hara leclura de cada una de ellas.

Antes, hay que preparar la mesa, ordenando las placas incubadas por
orden de identificacion y por atmosfera. También se sacaran los antibiogramas
y pruebas del dia anterior.

Una vez realizada la lectura, se llevaran a cabo los pases, pruebas y
antibiogramas pertinentes.

Resultados

No todos los hemocuitivos posilivos presentan bacteriemia verdadera, ya
que la sangre puede estar contaminada por ofros gérmenes gue no son los que
causan infeccion. Un ejemplo serian los gérmenes que hay en la piel del
enfermo, o los que forman colonias en el catéter o la canula.

Tamblén pueden pasar de las manos del profesional que extrae la
sangre. Incluso en el laboratorio de microbiologia, al manipular las muestras,
puede haber contaminacion.

Por eso es tan importante una correcta extraccidn, transporte vy
manlpulacién de estas,

Se debe distinguir la bacteriemia verdadera, que es la producida por
microorganismos que causan infeccion en la sangre del paciente, de la falsa
bacteriemia, que es la que se produce por contaminacién de las muestras.
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Bacteriemia verdadera

La bacteriemia verdadera va a estar causada entre olras, en el 80% de
los casos, por:

= Staphylococous aureus
» Escherichia coli y ofras enterobacterias
* Pseudomonas aeruginosa

+ Sireplococcus pneumoniae

Falsa bacteriemia

Son microorganismos contaminantes los siguientes:
* Baciflus spp
» Corynebacterium spp. (excepto C. jeikeium)
e Lactobaciflus spp
* Propionibacterium acnes
* Staphylococcus coagulasa negativa
» Sireptococcus del grupo viridans
« Clostridium perfringens.

Estos, se considerardn contaminantes si sélo se dieran en un
hemocultivo. Si aparecen en dos o mas, pueden causar bacteriemia
significativa,

No obstante, valorar la cantidad de hemocullivos pesilivos no es siempre
prueba de bacteriemia verdadera, ya que la mayoria de estds suelen ser
transitorias, dando un porcentaje del 70-80% de casos en los que el
hemocultivo es positivo. Por ello, hay que contrastar con otras pruebas
complementarias, como localizar alglin foco infeccioso o averiguar si hay
cuarpos extrafios. También es importante a |la hora de dar resultados fiables,
que haya comunicacién entre el clinico y el microbidlogo, para contrastar datos
y que la Informacion sea lo mas completa y cercana a |a realidad prsible.
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Tras el crecimiento de Ios microorganismos en los medios de cultivo se
identificaran y se realizaran pruebas de sensibilidad que sefale el protocolo.
Los microorganismos considerados como contaminantes se identificaran sdlo al
nivel de género, Obtenida la informacion definitiva, se emitird un informe
escrito. Se informara también verbalmente en el caso de que los resultados

sean discrepantes con [os proporcionados previamente.

Pruebas

E! principio de las pruebas se basa en el estudio del crecimiento de los
microorganismos en situaciones especificas o presencia de antibioticos de
antibidticos, asi como de la reaccidon de estos frente a determinadas
sustancias.

Hay que tener en cuenta que, al sembrar [a sangre inoculada en un
medio de cultivo, y una vez transcurrido el periodo de incubacion, pueden
crecer colonias de distintas especies de microorganismos, Esto es porque, en
algunos medios, crece todo.

Hay distintos medios de cultivo:

Medios de enriguecimiento: sirven para que los microorganismos
aumenten en nlmero, si s& plensa que se tienen colonias pobres. Estos

medios inhiben el crecimiento de otros microorganismos acompadfantes.

Medics de aislamiento: para aislar a una sola colonia con todas sus
propiedades.

Medios selectives: poseen componentes que permiten o no el
cracimiento de determinados microorganismaos,

Diferenciales: estan compuestos por sustancias gue varian de color
dependiendo de la colonia sembrada.

Sin embargo, es posible que, para e microbidlogo, sélo resulte de
interés uno o dos tipos de colonias. Es por eso que, una vez leldas las placas,
se solicite un aislamiento de las colonias que se quieren estudiar,

Por otro lado, y como ya se ha indicado, algunas colonias eslaran
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que otras no. Sélo de un tipo de colonias se querra averiguar su sensibilidad a

los antibioticos.

La finalidad de! aislamiento es la separacién de las colonlas, obteniendo
asi las de Interés para ser estudiadas.

Informe definitivo

Una vez que se hacen los pases, pruebas y antibiogramas necesarios,
estos se volveran a incubar. Por lo general, el tiempo de incubacion sera de 24
horas, aunque hay algunas pruebas en las que la leclura se puede realizar al
cabo de unas horas.

Una vez que transcurra el tiempo de incubacion necesario, se hara
lectura de los pases y pruebas, para tener una idea mas exacta del lipo de
microorganismo causante de la bactenemia.

Debe informarse, en cuanio se dispanga de ella, la sensibilidad del
microorganismao a las antimicrobianos segin el antibiograma inicial.
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Pruebas de sensibilidad

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

Una de las pruebas mas importantes del laboratoric de microbiologia es
la deteccidn de la sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos.
Esto se lleva a cabo mediante los antibiogramas, que indicaran la respuesta de
una colonia a determinado antimicrobiano, y por tanto, indicar el tratamiento
gue ha de seguir el paciente.

Hay que tener en cuenta que el antibiograma define la actividad de un
antibidtico frente a una bacteria in vitro, asi como su capacidad para inhibir su
crecimiento. Sin embargo, el resuliado que nos de, no es lo (nico que hay que
tener en cuenta a la hora de administrar un tratamiento al paciente. Estos
resultados se han de complementar con otros datos:

- Farmacologia del anlibiético

« Tipo de enfermedad que sufre el paciente
« Clinica del paciente

« Posibles causas de la infeceién

Es impertante realiza el antibiograma incluso en los casos en los que se
conoce que no hay mecanismos de resistencia. Esto es asi porque se sabe que

los microorganismos pueden cambiar, y volverse resistentes.

Cada laboratorio seguird su protocolo en cuestiones de pruebas de
sensibilidad.

Tipos de pruebas

Antibiograma disco-placa

Es una prueba de sensibilidad recomendada por gl National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS).

El metodo seria el siguiente: tocar con un asa de 1 yl tres colonias
diferentes y aisladas. Inocular 0,5 McFarland de estas colonias en una
solucion de suero salino. Impregnar una torunda con el inoculo, y sembrar en
agar en placa de petri (suele usarse Agar Mueller-Hinton, pero dependien jo del

Q;,,W K

g o) s
= [

' \TIEFNTORA Ji

W &9
)

\ A »
N s A5
ST

Pty s A




A A AR X NN R E N RN R R AR XRNRINNRY NN RRN NN NN R AR B A A A A A X

Hemocullivos

laboratorio podra usarse Agar Mueller-Hinton Sangre), cubriendo toda la

superficie de la misma.

Debe asegurase que contacten perfectamente con la superficie del agar,
por lo que deben presionarse ligeramente sobre la superficie del agar. No
deben situarse a menos de 15 mm. del borde de la placa, y han de estar
distribuidos de forma que no se produzca superposicion de los halos de
inhibicién. Para placas de 150 mm. no se emplearan mas de 12 discos y para
las de 100 mm. no mas de 6.

Una vez sembrada, deposilar en la superficie del medio de cultivo unos
discos impregnados con los diferentes antibidticos con pinzas estériles.

Tan pronto el disco impregnado de antibidtico se pone en contacto con la
superficie hiimeda del agar, el filtro absorbe el agua y el antibidtico difunde al
agar. El antibiético difunde radialmente a través del espesor del agar a partir
del disco formandose un gradiente de concentracion.

Una vez depositados los discos necesarios, la placa se debe incubar en
posicion invertida (con los discos bocabajo) entre 18-24 horas a 36° C en
atmosfera aerobica. Transcurrido ese tiempo, se podra ver que alred dor de los
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discos hay una zona en la que no se ha producido crecimiento bacteriano. Se
puede decir entonces que ha sensibilidad frente al anlibidtico en cuestion.

Si hay crecimiento de colonias donde se ha depositado el disco,

entonces el microorganismo es resistente.

Después de 18 horas de incubacion leer el diametro de las zonas de
completa inhibicién con una regla. Si el microorganismo es un estafilococo o un
enterococo hay que esperar 24 horas para asegurar la sensibilidad a la
oxacilina y vancomicina. Las zonas de los medios lransparentes se miden
sobre el reverso de Ia placa y los medios que contienen sangre sobre la
superficie del agar. En las pruebas de sensibilidad a meticilina en estafilococos
el halo alrededor de la oxacilina debe observarse utilizando luz transmitida para
visualizar las colonias diminutas.

Cuando aparecen colonias dentro del halo de inhibicién, puede tratarse
de mutantes resistentes, contaminaciones, poblaciones hetercgéneas o culfives
mixtos y conviene voiver a idenlificarlas y realizar otra vez el ensayo de
sensibilidad antimicrobiana. Como regla general, no debe considerarse
aquellas colonias diminutas que aparecen en €l halo de Inhibicién y que han
sido visualizadas mediante |uz transmitida o con ayuda de una lupa, a
excepcion de estafilococos resistentes a oxacilina o enterococos resistentes a
vancomicina. La interpretacion de los resultados puede realizarse en funcion de
las normas del NCCLS.

Comparando los didmetros del halo de inhibicion con Ilas
Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMls), se han fijado unos criterios para
clasificar las cepas estudiadas. De esta forma se han fijado tres categorias:
sensible, Intermedia y resistentes. Anteriormente se afadia |a categoria
moderadamente sensible (MS3) que tiende a eliminarse y los resultados
correspondientes a la misma se han situado en la categoria de intermedia. Las
interpretaciones seguiran las normas esfablecidas por el NCCLS pero, por
regla general, un didmetro de inhibicién de 30 a 35 mm. es indicativo de una
cepa altamente sensible, mientras que diametros de zona de inhibicion

inferiores a 15 mm. son |os que presentan las cepas resistentes.
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El té&rmino sensible indica que |a infeccién ocasionada por |a cepa puede
tratarse de forma adecuada empleando las dosis habituales de antimicrobiano,
teniendo en cuenta el tipo de infeccion y de la especie bacteriana.

E!l término intermedio indica que el halo de Inhibicién se aproxima a las
concentraciones de antimicrobiano alcanzables en sangre o tejidos y que
puede esperarse eficacia clinica en aquellas localizaciones en las que se
alcanzan altas concentraciones de antimicrobiano (p. €j., en la orina) o cuando
se emplean dosis mas elevadas de lo habitual. EI NCCLS también incluye en
esta categoria aquellos casos de antimicrobianos con margenes de toxicidad
estrechos en los que pequerios errores técnicos podrian suponer cambios de
interpretacion en la categoria clinica.

Finalmente, el t&rmino resistente se refiere a aquellos microorganismos
que no se inhiben por las concentraciones habitualmente alcanzadas en
sangreftejidos del comrespondiente  antimicrobiano, o a aquellos
microorganismos en los que existen mecanismos de resistencias especificos
para el agente estudiado en los que no ha habido una adecuada respuesta
clinica cuando se ha wusado como tratamiento el correspondiente
antimicrobiano,

Método el Epsion-Test (E-Test)

En este metodo se utilizan tiras, en vez de discos. Son de plastico no
poroso e incorporan un gradiente predefinido de antimicrobiano equivalente a
15 diluciones. Miden 6 cm. de largo por 5 mm. de ancho.

El procedimiento de preparacion de in6culo y siembra es el mismo que
para el método de disco.

Una vez sembrade el microorganismo en la placa de Agar Mueller-
Hinton, se depositaran las tiras de E-Test en |la superficie del medio de cultivo,
utilizando pinzas estériles, y procurando no dejar burbujas de aire entre |a tira y
el medio de cultivo, Nos debemos asegurar que la escala de CM| esta
orientada hacia arriba y que la concentracidon maxima esta cercana al extremo
de la placa de petn.

A diferencia de |a colocacion de discos, que da igual qué cara defimismo
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depositarse por uno de sus lados, ya que el gradiente de concentraciones se
situa solo sobre una de las caras de la tira.

Hay que tener cuidado en no mover las tiras una vez depositadas en la
superficie del medio, ya que el antibiotico empieza a hacer efecto répidamente.

Cuando se utiliza una placa de petri de 100 mm. depositar solo una tira
por placa y poner la lira en el centro de la placa, aunque en algunos
jaboratorios el protocolo permite que se depositen un maximo de dos, una en
cada mitad de la placa. Cuando se utiliza una placa de 150 mm. no se deben
colocar mas de 6 tiras y siempre en una disposicion en forma de los radios de
una rueda.

Una vez colocadas las tiras, se incuba a una temperatura y atmésfera
éptimas para el crecimiento del microorganismo a estudiar.

Tras la incubacién de las placas, se puede observar una zona de
inhibicion elipsoidal y simétrica. Después de la incubacion la CMI sera el valor
obtenido en el punto en el que el extremo de inhibicion intersecciona con la tira.

Después dsl periodo de incubacion, leer la CMI en el |
interseccldn entre el extremo de inhibicién de la elipse y la tiralde E-tesl.

A RTINS



00000000 COPOIROOCODPOO000RPCRP00R00000000000000000006

Hemocultivas

Cuando el crecimiento tiene lugar a lo largo de toda la fira y no se observa
formacioén de la elipse de inhibicion, la CMI se informara como superior al valor
maximo de la escala de lectura y, por €l contrario, cuando ia elipse de inhibicion
se encuentre por debajo de la tira debe ser informado como inferior al valor
minimo de la escala de lectura. Con cierfas combinaciones de bacterias-
antibioticos, el extremo de la elipse de inhibicién puede ser difuso.

Cuando la CMI coincide entre dos marcas de la tira se informara el

resultadoe correspondiente al valor superior.

Si se observan intersecciones diferentes del crecimiento bacterfano en
ambas parles de la tira, debemos informar el valar de CM! mas aito si la
diferencia entre los dos valores no es superior a la mitad de un paso de dilucion
doble. For ejemplo, si ta CMI| en un lado de la tira es 8 y en el ofro es 12,
deberemos informar 12. Sin embargo, si en un lado es 8 y en otro lado 16
debemos repetir la determinacion.

El E-test se ha ulilizado para determinar la CMI de diversos antibidticos
en una amplia gama de bacterias, Incluyendo Helficobacter pylor,
Corynebacterium  spp., esireptococos nutricionalmente  deficientes y
enterococos con resistencia elevada a aminoglicdsidos. En algunos casos
como vancomicina y S. prieumnoniae, el E-Test da un CM| mas elevado si se
corpara con otros métodos.

El E-test se considera como un método alternativo para el estudio
cuantitativo de la sensibilidad antimicrobiana del que cabe destacar su sencillez
y buena correlacion con la técnica estandar de dilucion en agar para el estudio
de la CMI,
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Métodos de dilucion

Estos metodos se basan en determinar el crecimiento de ios
microorganismos cuando se encuentran en un medio de cultivo en el que hay
diluido un antimicrobiano. Estas técnicas valoran tanto la capacidad de
inhibicion como las propiedades bactericidas del antimicrobiano.

En las primeras pruebas, se utilizaban tubos con caldo de cultivo en el
que habja una rango determinado de antimicrobianos (macrodilucion), pero
eran técnicas engorrosas por la cantidad de materiales y de manipulaciones

para llevarias a cabo.

La aparicion de un sistema de inoculacion multiple para placas de agar
popularizé el meétodo de dilucion en agar, en el que cada placa, con una cierta
concentracion de antimicrobiano, permite inocular simultaneamente un gran
nimero de microorganismos. La utilizacion de micropipetas y de placas de

micretitulacion facilité la utilizacion del método de microdilucion con caldo.

En la actualidad, se suelen usar métodos automatizados de
microdilucion en caldo adaptables a los sistemas automaticos de lectura e
interpretacion de resultados, sistemas que se encuentran en muchos
laboratorios, pero su principatl inconveniente es el coste.

Tradicionalmente estos métodos se han venido usando para la
deterrminacion de la CMI y la concentracion minima bactericida (CMB) de los
antimicrobianos. En la mayoria de los casos se preparan diluciones del
antimicrobianc en progresion geométrica en base 2 utilizando un medio de
cultivo adecuado; posteriormente se inocula dicho medio y se incuba para que
tenga lugar el crecimiento del microorganismo. Después, se realiza la lectura,
determinando qué concenfracién causa [a inhibicién del crecimiento del
microorganismo.

Como se ha indicado anteriormente, los métodos de dilucidn son (tiles
cuando se quiere averiguar fanto la capacidad inhibitoria del antimicrobiano
como su capacidad bactericida. No obstante, hay que complementar los
resultados con ofra informacion si se quieren obtener datos mas fiables \como
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Si se comparan con los metodos de difusion, los de dilucion son mas
complejos y mas caros, sobre todo cuando se utilizan paneles comerciales de
microdiiucion.

Existen dos medios de diucion:;
« Dilucién en agar

« Diucion en caldo

Dilucitn en agar.

El antimicrobiano se incorpora a un medio con agar, cuando el medio
aun esta fundido. Para lograr el rango de dilucién deseado se prepara una serie
de placas, cada una con una determinada concentracion de antimicrobianc.
Las placas se inoculan con un replicador una vez que se haya solidificado el
medio de cultivo, que permite inocular entre 32 y 36 organismos.

Los replicadores suelen dispensar gotas con un volumen de 1 a 2 ul. El
indculo que debe coniener cada una de estas gotas ha de tener una turbidez
de 0,5 McFarland, para asegurar que en cada una de ellas haya una
concentracién minima de 10" UFC.

Una vez preparado el indculo, se pondra una alicuota de cada uno de los
indculos en los correspondientes pocillos del replicador. Para la inoculacion se
deben preparar las series de placas de modo que se comience inoculando un
control sin antimicrobiano, se continda inoculando a partir de la placa con
menor concentracion de antimicrobiano y se finaliza sembrando una nueva
placa de control sin antimicrobiano. Cada uno de los indculos se debe sembrar
en aislamiento en una placa sin antimicrobianoc para comprobar posteriormente
la pureza de los mismos, y si fuera necesario disponer de un cultivo fresco tras
la correspondiente incubacion.

Las placas inoculadas se dejaran a temperatura ambiente hasta que las
gotfas de indcuio estén secas. Posteriormente se incuban a 35° C durante 16 a
20 horas y se procede a su lectura. La CMI es la menor concentracion de
antimicrobiano que inhibe completamente el crecimiento bacteriano {no se
considera crecimiento la aparicion de una colonia aislada o de un halo tenue
debido al propio inéeulo). Ocasionalmente pueden verse algunas col




Pruebas de sensibilidad

franco crecimiento en concentraciones superiores a la CMI aparente; en astos
casos se debe comprobar la pureza del indculo para descartar una
confaminacion; si esta Gltima se confirma debera repetirse el estudio.

Dilucion en caldo

Se suele utilizar caldo Mueller-Hinton (lo recomienda el NCCLS) al que

se le anadiran los componentes necesarios para el crecimiento bacteriano.
Existen dos métodos de dilucion en caldo:
- En tubo o macrometodo

« En placas de microtitulacion (micrométodo)

Macrométodo

Se emplea, por cada combinacidn microorganismo/antimicrobiano, una
bateria de tubos. Lo normal es que se prepare |a bateria de tubos con 1mi de
medio estéril sin antimicrobiano. Al primera de ellos se afade 1 ml. de la
solucion inicial del tubo de antimicrobiano hasta conseguir la concentracién
mas alta a estudiar, teniendo en cuenta que este primer paso supone la
diluciéon a ia mitad de la solucién madre, y que una vez inoculados los tubos,
con 1 ml. de inéculo, se diluird nuevamente la concentracion de antimicrobiano
a la mitad.

Tras mezclar adecuadamente, se pasa 1 ml. al siguiente tubo; el proceso
se repite tantas veces como diluciones se quieran estudiar, eliminando dei
Gitimo tubo de la serie 1 mi de medio con antimicrobiano, con objeto de
mantener el volumen final de 1 ml.

Es muy importanie que, para cada paso de dilucion, se debe emplear
una pipeta diferente.

La serie de tubos se completa con unoe de control sin antimicrobiano que
solamente tiene 1 ml. de caldo.

Micrométodo

Se utiliza una placa con pocillos, también llamados paneles, basados en
el uso de sistemas semiautomaticos de incubacién-lectura-interpretacion. Esto
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le da la ventaja de fener un uso facil, pero como contrapartida, mas gasto que
si se compara con otros métocdas.

Algunas companias han infroducido en el mercado paneles en los que el
medio de cultivo incluye un indicador fluorescente que permite la obtencion
rapida (menos de 8 horas) de los resullados; sin embargo, no existen ain datos
suficientes que permitan aconsejar ¢l uso rutinario de este lipo de paneles.
Varias compariias comerciales estan evaluando, también, sistemas experlos
{programas informaticos) que facilitan la interpretacion clinica de los resultados
obtenidos; es presumible que su uso se generalizara en un futuro.

No obstante, aqui se haréd mencidn a las placas preparadas en el
laboratorio.

La mayoria de placas disponibles tienen 96 pocillos (12x8), de las
cuales, la ultima columna se suele utilizar como control de crecimiento,
estudiandose 8 antimicrobianos y 11 diluciones para el mismo microorganismo,
aunque a veces se preparan placas con 12 diluciones de antimicrobiano v se

utiliza una placa adicional para realizar los controles.
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con antimicrobiano y un volumen inferior a 10 pl. de indculo; o 50 pl de
antimicrobiano si es que se va a afadir otros 50 pl. del inéculo. En este dltimo
caso debe fenerse en cuenta, a la hora de calcular la concantracion inicial mas
alta, que fras afadir el indculo la concentracion de antimicrobiano se diluira a la
mitad.

Dependiendo, pues, del volumen de inéculo final, las placas se rellenan
utilizando una pipeta muilticanal con 100 6 200ul. de la solucion mas alta de

antimicrobiano en la columna 1. Posteriormente se afiade un volumen de 50 o
100ul. de caldo sin antimicrobiano en los pocillos de las columnas 2 a 11 y se
realiza la dilucién en fa forma habitual empleando la pipefa multicanal, dejando
los pocillos de la Gitima columna como controles (positivos - no antimicrobiano-
y negativos - no indctito-).

Antes de inocular, hay que preparar una suspension con fa colonia a una
turbidez de 0,5 McFarland, para conseguir un inoculo final en cada pocilic de 5
x 10° CFU/mI., 6 5 x 10* CFU para la técnica de micrométodo.

Para la técnica de macrométodo se hara una dilucién 1:100 de forma
que al anadir 1 ml. a los tubos con 1 ml. de medico con antimicrobiano queden
10° CFU en 2 mi, lo que equivale a 5 x10° CFU/m.

Los tubos o placas se incubaran a 35° C durante 16 a 20 horas. Hay que
tener cuidado en no apilar las placas en grupos de mas de 5 6 4, para evitar
diferencias de temperatura durante la incubacion.

Oftras tecnicas de micro o macromeétodo pueden requerir ofros tiempos
de incubacidn diferentes a los arriba sefialados.

Tras la incubacion, se procede a la lectura. La interpretacion de los
resultados, que a veces resulta compleja, se facilita tomando como referencia
el crecimiento observado en los tubos o pocillos usados como control positivo,
En el caso de las placas de micrométodo dichos controles positivos deben
presentar una clara turbidez o un botdn de al menos 2 mm. de diametro. Para
observar el crecimiento de los pocillos, a veces resulta necesario limpiar fa
parte inferior de ia placa de microtitulacion, lo que puede realizarse con papel
absorbente. La iectura es més sencilla utifizando un lector con espejo en el que
se refleja la parte inferior de la placa de microtitulacion.
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En general, los valores de CMI obtenidos mediante micrométodo son

iguales o una dilucion menor a los que se obtienen por macrométodo.

.
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Tincidn de Gram

TINCION DE GRAM

Es una tincion que se utiliza para clasificar a las bacterias en base a una
serie de caracteristicas:

= Forma
¢ Tamario
= Morfologia celular
» Reaccion a la tincion (color que va a adquirir la bacteria)
Toma el nombre de Christiam Gram, bacteridlogo danés que la ided.

Lo que hace es diferenciar a las células entre Gram+ o Gram-,
dependiendo del color que adquieran tras la tincion, y esto es asi en funcion de
las caracteristicas de la pared celular. Algunas bacterias, debido a esta razon,
no se llegan a teiiir.

Es una tecnica muy util en el laboratorio, ya que sirve para dar un
diagnostico rapido del tipo de microorganismo que esta causando la infeccion,
aunque no se debe olvidar que no se trata de una prueba que de un resultado
definitivo.

Procedimiento

Hacer una exiension fina y bien diseminada de la muestra por la
superficie del portaohjetos. Si la extension es fina, se evita el solapamiento de
las células.
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Hay que tener cuidado de que este este bien limpio, que en su superficie
no hayan particulas de polvo o grasa. Para evitar esto, en algunos laboratorios
dejan los portachbjetos en un recipiente con alcohol. Poco antes de ser
utilizados, se sacan para dejarlos secar.

Una vez hecha la extension, se fija mediante calor. El portachjetos se
pasa entre 2-3 veces por la llama con cuidado de no quemar la extension.
Después, se deja enfriar un rato antes de pasar a la tincion.

— - -

En algunos silios utilizan metanol para la fijacion. Este método es util
cuando se quiere evitar la lisis de los hematies y el posible arrastre de la
extension de algunas muestras, como orina o liquidos cuando se hace el paso
del lavado de la exlension. QOtra ventaja es que, al microscopio, se puede ver
un fono mas claro que con ia fijacién por calor. Consiste en secar la extension
al aire, afadir unas gotas de metanol sobre ésta durante 1 minuto,
decantandolo sin lavado y dejando secar la extension otra vez al aire. Debido a
que el metanol es un tipo de alcohol, hay que evitar el uso de calor.

Para la tincion, el uso de colorantes, liempos, efc., pueden variar si se
trata de un laboratorio u otro. Teniendo en cuenta estas diferencias, y tras dejar

A “E‘J' W3




Tincion de Gram

pasar el tiempo necesario una vez fijada la muestra, los pasos durante la

tincidon son los siguientes:

1. Cubrir el portaobjetos con Cristal de Violeta durante 2 minutos

2. Lavar con agua

—

e ——

—
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3. Fijar con lugol durante 20 segundocs

. | . NN

4. Lavar con agua

5. Decolerar con alcohol acetona durante 20 segundos

6. Lavar con agua
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7. Tefir con safranina durante 2 minutos

=

8. Lavar con agua y dejar secar

En algunos sitios, en vez de safranina, se puede emplear fucsina.

Restultados

Gram+

Las células adquieren un color de violeta fuerte a azul claro. Las
bacterias gram (+) tienen una gruesa capa de péptidoglucano y gran cantidad
de acidos teicéicos que no son afectados por la decoloracion con alcohol y/o
acetona, reteniendo el colorante inicial fijado con el yodo del lugol y
visualizandose en distintos grados de tonos desde el violeta al azul claro,
dependiendo de si la naturaleza de su pared celular esta intacta o dafada (por
tratamientos antibidticos, edad celular...).
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Hemocultivos
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Citoplasma

Gram-

Toman una coloracion rosa o roja. Estas células tienen en su pared
celular una delgada capa de peptidoglucano ligada a una membrana externa
por moléculas de lipopolisacaridos. Esta membrana externa es dafiada por el
alcohol acetona de la decoloracion, permitiendo que el primer colorante fijado
con yodo escape y sea reemplazado por el contracolorante (safranina o
fuscina).

Cuando se ven al microscopio microorganismos parcialmente positivos y
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Tincion de Gram

fa pared celular de ciertos microorganismos. A veces, tambien pueden aparecer
células gue no se tifien, aungue el fondo adquiere un ligero Gram-. Esta
reaccion gram ha sido vista en tinciones de muestras clinicas en donde estan
presentes elementos flingicos o algunas especies de micobacterias.

Cuando, por el método convencional, en un hemocultive se observan
signos de crecimiento, o los sistemas aufomaticos lo sefialan como positivo,
inmediatamente deben aspirarse asépticamente de 3 a 5 ml de caldo del
frasco, introducirlos en un tubo estéril y depositar una gota en un portaobjetos
para realizar una fincion con la técnica de Gram. Si no se observan
microorganismos puede ser atil realizar una segunda tincién con naranja de
acridina que es capaz de detectar un nimero menor de bacterias. Esta técnica
ha demostrado su utilidad en bacteriemias por Brucella y Campylobacter

Cocos Gram (+) en racimos TSI DNAsa o coagulasa, novabiocing, antiiograma an agar
Mueiller Hinton
Gram (+) en diplos © Optoquina, bacitracina, bilis-esculing, antibiograma en agar
cadenas sangre
Gram (=) Antibiograma en agar chocolate incubado en COu.(Neisseria)
Bacilos Gram (+) y corineformes | Esculina, antibiograma en agar sangre
Gram (-) Pruebas bioguimicas de Identificacion, antibiograma en agar
Mueller Hinton
Cocabacilos { Gram (-) Antibiograma en agar chocolate incubado en CO;
(Hasmophiius)
Levaduras Agar Saboureaud+eloranfenicol, agar
Saboureaud+cloranfenicol+ciclcheximida
Flora mixta | Gram (+) y Gram (-} Agar sangre+acido nelidixico, agar MacConkey
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Prucbas de determinacion

PRUEBAS DE DETERMINACION

Prueba de la oxidasa

La prueba de oxidasa es una prueba usada en microbiologia para
determinar si una bacteria produce alguna de las cilocromo ¢ oxidasas,
enzimas que se encuentran en las capas lipidicas de las bacterfas y en las

mitocondrias, cuya funcién es el transporte de alectrones.

La prueba hace uso de discos impregnados con un reactivo que también
es un indicador redox.

El reactivo pasa de azul oscuro a granate al ser oxidado, y se vuelve
{ransparente al ser reducido.

La prueba de la oxidasa se usa sobre todo para:
« ldentificar todas las especies de Neisseria

« Diferenciar Pseudomonas de los miembros oxidasa negativos de las
enterobacterias.

Realizacién de la prueba:
Método en placa directa

« Agregar direclamente 2-3 gotas de reactivo a algunas colonias. No
inundar toda la placa y no invertiria.

« Observar los cambios de color. Dependiendo del reactivo que se utilice,
el tiempo de espera puede variar, de 10-15 segundos hasta 10-30
minutos.

Meétodo en papel

« Colocar un trozo de papel de filtro de 3x3cm aproximadamente en una
placa de Petri.

- Agregar 2-3 gotas del reactivo en el centro del papel,
« Extender con el asa de siembra una colonia sobre el papel impregnado.

= La reaccién de color positiva se produce a los 5-10 segyndos.
\
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Hemocultivos

Oxidasa positiva:

Significa que |la bacteria si posee citocromo ¢ oxidasa, por o que puede
usar oxigeno en la produccion de energia con una cadena de transporte de

electrones. Un gjemplo seria ! género Neisseria.
Oxidasa negativa:

El que no la posea significa que no puede usar el oxigeno en la cadena
de transferencia de electrones o aplican un citocromo diferente para transferir

electrones al oxigeno. Es una caracteristica de las enterobacterias

Prueba de la catalasa

Se utiliza para comprobar la presencia del enzima catalasa que se
encuentra en la mayoria de [as bacterias aerobias y anaerobias faculiativas que
contienen citocromo. La principal excepcién es Streptococous.

Originariamente, esta prueba era ufilizada para diferenciar entre los
siguientes géneros:

» Slreptococcys (catalasa-) de Micrococcus vylo  Staphylococcus
(catalasa+).

» Bacillus (+) de Clostridium (-).

« Lysferia monocytogenes vylo Corynebacterium (ambos +) de
Erysipelothrix (-).

Una prueba de rutina de la catalasa a temperatura ambiente puede
hacerse siguiendo dos técnicas:

Método con portaobjetos

= Con el asa de siembra recoger sl centro de una colonia pura de 18-24

horas y colocar sobre un portacbjetos limpio de vidrio,

= Agregar con gotero o pipeta Pasteur una gota de agua oxigenada al 30%
sobre el microorganismo sin mezclarlo con el cultivo.

+ Observar la formacion inmediata de burbujas (resultado positivo).

» Desechar el portaobjetos en un recipiente con desinfectante
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Pruebas cle determinacion

« Si se invierte el orden del método (extender la colonia sobre el agua
oxigenada) pueden producirse falsos positivos.

Metodo con tubo de ensayo

« Agregar 1mi. de agua oxigenada al 3% directamente a un cultivo puro de
agar inoculado en un tubo de ensayo.

« Observar la formacidn inmediata de burbujas (resuitado positivo).

Si el indculo se toma de una colonia sembrada en agar sangre, hay que
tener cuidado de no arrastrar parte del agar, ya que los eriirocitos que forman
el medio de cultivo contienen catalasa y su presencia dara un falso resuitado
positivo.

Prueba de aglutinacion en latex

Es un método rapido, de |laboratorio, para examinar ciertos anticugrpos o
antigenos en una variedad de fluidos corporales, como |a saliva, la orina, €l
liquido cefalorraquideo o la sangre. Es el resultado de la reaccion entre un
anticuerpo y una pariicula antigénica (que en este caso se halla en |as gotas de
latex). En este proceso, el anticuerpo se denomina aglutinina, y el antigeno
aglutindgeno.

La prueba depende de qué tipo de muesira se necesite, si es orina,
sangre o liquido cefalorraquideo.

La muestra se mezcla con gotas de latex cubiertas con un anticuerpo o
un antigeno especifico. Si la sustancia sospechosa esta presente, las gotas de
latex se agruparan. Por ejemplo, si el médico sospecha que el niflo tiene
faringitis estreptococica, se toma una muestra faringea y se mezcla con las
gotas de |atex cubiertas con anticuerpos contra la bacteria. Si el nifo tiene
faringitis estreptocdcica, la bacleria en la muestra reaccionara con |[os
anticuerpos en las particulas de latex, ocasionando la aglutinacidn.

No se considera una prueba determinante para el diagndstico, por lo que
es una prueba complemeniaria.

Para asegurar resultados mas precisos, es posible que &l médico
aconseje no tomar determinados alimentos antes de realizar la pruebd.
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Betalactamasa de espectro extendido (BLEE)

La betalactamasa es una enzima producida por algunas bacterias,
responsable de la resistencia de estas ante determinados antibidticos
betalactamicos, como la penicilina. Estos antibidticos tienen un elemenio en
comun dentro de su estructura molecular denominado anillo betalactamico, un
anillo quimico de cuatro atomos.

Lo que hace la lactamasa es romper este anillo, desactivando las
propiedades antimicroblanas del antibidtico.

La betalactamasa se da en las bacterias Gram+,
Procedimiento

La prueba de la BLEE consiste en una prueba de difusion para
determinar si ciertos antibidticos, como la penicilina y la ampicilina, pueden ser
utilizados para tralar una serie de bacterias especificas.

Se toca entre dos a tres colonias aisladas y diferentes con un asa estéril
de 1 pl. para hacer un inéculo con turbidez de 0,5 McFarland en suero
fisioldgico.

Este indculo se siembra en dos placas de agar Mueller Hinton, en |la que
se depositaran discos de antibiéticos con unas pinzas estériles.

Test de sinergia doble de discos

Como muesira el dibujo, se deben colocar los discos de antibiéticos en
un determinado orden, a una distancia con respecto al de amoxicilina
clavulanico de entre 15 a 20 mm.

1. Amoxicilina clavulanico
2. Cefotaxime

3. Ceftacidime

4. Cefeplme

5. Aztreonam
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Pruehas de determinacion

Combinacién de discos

Se colocan sobre la superficle del medic agar Mueller Flinton tres discos
de antibioticos.

= Cefotaxime-clavulanico
» Ceftazidime-clavulanico
« Cefepime-clavulanice

A diferencia del test de sinergia doble de discos, en esta placa no es
necesaric un orden, y la distancia ha de ser la necesaria para que no hay
interaccion entre un disco y otro.

Una vez colocados los discos, se incuba en aerobiosis a una
temperatura de 35° C. durante 18 horas,

La lectura se hace como en los procedimientos de antibiograma.
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MICROORGANISMOS

Dos tercios de las bacteriemias extrahospitalarias estan producidas por
Staphylococcus aureus (~7% a 20%), Streptococcus pneumoniae (~7% a
12%), E coli (~20% a 40%) y otras enterobacterias como Klebsiella
pneumoniae y Proteus mirabilis (~15%), mientras que al menos tres cuarias
partes de las intrahospitalarias se deben a estafilococos coagulasa negativos
(~14% a 28%), S. aureus (~20%, con un porcentaje variable de resistencia a la
oxacilina), enterococos (~10%), E. coli (~11%), ofras enterobacterias (~25%),
P. aeruginosa (~7%) y Candida spp. (~3% a 10%). Aunque en lérminos
absolulos la frecuencia de grampositivos supera la de gramnegatives como
agentes causantes de bacteriemia, en los pacientes con sepsis grave dicha
proporcion es similar, debido a la menor incidencia de sepsis grave en las
bacteriemias producidas por estafilococos coagulasa negativos. En los
pacientes con sepsis grave no bacteriémica, los bacilos gramnegativos parecen
ser predominantes.

Staphylococcus aureus

El Staphylococcus aureus es una bacteria Gram+ que perienece a la
familia Micrococcaceae en la que hay 20 especies diferentes, aunque el
estafilococo aureus es el que con mayor frecuencia causa infecciones en el ser

humano.
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Se suele encontrar en la piel y en las mucosas, donde no causa
infeccién. Pero en el momento de producirse una herida, pasa al torrente
sanguineo, donde Ilibera toxinas, causantes de una amplia gama de

infecciones.

Los estafilococos fueron descubiertos a principios de |la década de 1880
en la ciudad de Aberdeen por el cirujano Alexander Ogston, siendo las
primeras bacterias reconocidas como agentes patégenos.

La deteccién del estafilococo aureus, para diferenciarlo de ofros tipos de
estafilococo, se efectia mediante |a prueba de |a coagulasa. Para una mayor
certeza, esta prueba se compagina con la deteccién de antigenos mediante el

test de latex.

Enfermedades causadas por Staphylococcus aureus

El Staphylococcus aureus causa enfermedad mediante sus toxinas —
manifestaciones clinicas— o por la invasién y destruccion de los tejidos, lo que
provoca otras enfermedades debido a la proliferacion del estafilococo. En
ocasiones, el Staphylococcus aureus puede entrar en el torrente sanguineo
desde el sitio de la infeccion y alcanzar otros lejidos distantes, como el cerebro

o los pulmones.

Las enfermedades cuya responsabilidad recae en el Sfaphylococcus
aureus son muy diversas. Entre las mas destacadas se pueden citar:

« Osteomiglitis.

« Conjuntivitis,

= Artritis.

« Infecciones orbitales graves.
« Sinusitis.

=  Meningitis.

= Otilis media.

« Mastoiditis.




Microorganismos

» Orzuelos.

« Bronquitis.

« Neumonia estafiloctcica primaria.
= Parotiditis.

« Enterocolitis.

= Cistitis.

« Prostatitis.

« Cervicitis.

« Salpingifis.

Epidemiologia

Se considera que entre el 20% y el 40% de |os adultos sanos son
portadores asintomaticos del Stapfiylococcus aureus, o sea, son portadores,
pero no padecen infeccion. El Staphylococcus aureus es una bacteria muy
resistente y longeva, permaneciendo en el aire o sobre objetos inanimados,
aunque el contagio del Staphylococcus aureus se produce mayormente de
persona a persona,

Hay, también, ciertos condicionantes gque predisponen al portador a
desarrollar una enfermedad, como pueden ser aquellos que utilizan
sistematicamente agujas —diabéticos, alérgicos, hemodialisis o drogadictos—,
los que padecen enfermedades crénicas de la piel —psoriasis, eczemas o
dermatitis atopica— y personal hospitalario.

Los alimentos pueden ser también causa de infeccion de
Staphylococcus aureus, siendo mas frecuente en verano. Los alimentos mas
susceptibles de alojar esta bacteria son los productos de pasteleria, las
ensaladas con patatas y huevos, pollo, jaman, 1acteos o cremas heladas.

Ei Staphylococcus aureus tiene dos maneras de provocar la
enfermedad; convirtiéndose en un mvasor local o generalizado, o bien
produciendo toxinas que no invaden directamente e tejido.
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A traves de la infeccion local, el Staphylococcus aureus se caracteriza
por 1a formacién de un absceso, pudiendo ser superficial, o que se denomina

fortnculo.

También puede atacar los 6rganos mediante diseminacion bacteriémica,
dando lugar a un carbtnculo. En este caso, invade el tarrente sanguineo, cuya

consecuencia mas |letal puede ser un shock téxico.

Prevencion

No es paosible realizar una prevencion absoluta contra el Staphylococcus
aureus. Sin embargo, ya que se sabe que los hospitales son uno de los focos
de infeccion mas importantes, se impone el uso de mascarilias en las
intervenciones quirtrgicas y curaciones de todo tipo, observando igualmente
las necesarias medidas de asepsia y antisepsia en la manipulacion de
algodones, vendas y gasas contaminadas y, obviamente, |la adecuada
esterilizacién de todo el instrumental médico y material clinico. En los pacientes
de especial riesgo, come son aquelios con heridas abiertas, debe evitarse ef
contacto en o posible.

En la actualidad |as cepas mas habituales de estafilococo aureus son
resistentes a la penicilina, por lo que los antibiéticos que muestran una mayor
eficacia para combatir al estafilococo son los aminoglucésidos, |as
cefalosporinas, la oxacilina o la nafcilina, siendo la rifampicina y la vancomicina
los que presentan mas efectividad. Este tratamiento antimicrobiane, segtn sea
el caso, debera acompanarse de la eliminacion de las vias de entrada como los

catéteres venosos permanentes o los drenajes quirtirgicos.

Como sucede en todos los tratamientos, y en especial tratandose del
estafiiococo aureus, es importante finalizar las dosis prescritas aunque
previamente se haya experimentado una clara mejoria. Las dosis incompletas
conducen a la resistencia del medicamento por parte del estafilococo aureus.

Hay una cepa de Staphyfococcus aureus que se ha vuelto resistente a
diversos antibidticos. Primero fue la penicilina v posteriormente a la meticilina.
Por lo general se confrae en los hospitales, aunque en la actualidad ha
proliferado infectando también a poblaciones sanas. En estos casos,
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vancomicina y linezolid son los antibi6ticos que han demostrado una mayor

efectividad.

Escherichia coli

Se trata de una enterobacteria Gram- anaerobia facultativa que se
mueve por unos flagelos que rodean su cuerpo (perntricos). Se encuentra
generalmente en los intestinos animales, aunque se puede encontrar en
muchos lugares. Es muy necesaria, junto con ofras bacterias, para un proceso
digestivo correcto.

No se trala de una bacteria formadora de esporas.

Produce vitaminas B y K y fermenta la glucosa y la lactosa.

Fue descrita por primera vez en 1885 por Theodore von Escherich,
bacteridlogo aleman, quien la denomind Bacterium coli. Posteriormente ia
taxonomia le adjudicdé el nombre de Escherichia coli, en honor a su

descubridor.
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En individuos sanos, la bacteria actia como un comensal formando
parte de la flora intestinal y ayudando asi a la absorcién de nutrientes. En
humanos, la Escherichia coli coloniza el tracto gastrointestinal de un neonato
adhiriéndose a las mucosidades del inlestino grueso en el plazo de 48 horas
después de la primera comida.
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Enfermedades causadas por Escherichia coli
La Escherichia coli puede causar infecciones intestinales vy

extraintestinales generalmente graves, tales como:
= Infecciones del aparato excretor
« Cistitis
e Meningitis
= Peritonilis
+ Mastitis
 Septicemia
« Neumonia

Puede adquirir elementos genéticos que codifican factores virulentos. La
Escherichia coli esta dividida por sus propiedades virulentas, pudiendo causar
diarrea en humanos y ofros animales. Otfras cepas causan diarreas
hemorragicas por virtud de su agresividad, patogenicidad y toxicidad. En
muchos palses ya hubo casos de muerte con esta bacteria. Generalmente les
pasa a nifos enire 1afc y 8afos. Causade generalmente por la
contaminacion de alimentos, y posterior mala coccion de ios mismos, €s decir,

a temperaturas internas y externas menores de 70 ° C.

También puede producir infeccion urinaria, siendo mas frecuente en las
mujeres que en los hombres, debido a la corta longitud de la uretra de la mujer
(25-50 mm. en mujeres; 15 cm. en los hombres), aunque entre Ia poblacion de

ancianos, la proporcion entre hombre/mujer es casi idéntica.

Epidemiologia

En funciéon de su adquisicion, las bacleriemias se clasifican en
comunitarias y nosocomiales. Las nosocomiales son las que aparecen tras las
primeras 48 horas del ingreso en el hospital, mientras que las comunitarias son
las que se detectan en pacientes no ingresados y en las primeras 48 horas del
ingreso en el hospital. Esta clasificacién es relativamente reciente, por io que
se dispone de escasa informacién sobre las bacteriemias comunitarias, y por o
tanto, en el caso de la Escherichia coll.

"™ RARMNS V2




AL A AR A A R L RN R R R R X N RN R R N R R R NN R RN RN RUN NN NN R N

Microorganismos

Tratamiento

El uso de antibiéticos es poco eficaz y casi no se prescribe. Para la
diarrea se sugtere el consumo de abundante liguido y evitar |a deshidratacién.
Cuando una persona presenta diarrea no debe ir a trabajar o asistir a2 lugares
ptiblicos para evitar el contagio masivo. Sin embargo en algunas patologias
como ia pielonefritis hay que considerar el uso de alguna cefalosporina
endovenocsa.

Klebsieila spp.

Klebsiella es un género de bacterias inmoéviles, Gramnegativas,
anaerobias facultativas y con una prominente capsuia de polisacaridos. Como
frecuentes patégenos humanos, los organismos bacteriales del género
Klebsislla pueden liderar un amplio rango de estados infecciosos, notablemente

neumonia, por ejemplo:

Klebsiella pneumoniae

Es la especie de mayor relevancia clinica dentro del géneare bacteriano
Klebsiella.

Desempenan un importante papel como causa de las enfermedades
infecciosas oportunistas. El género fue llamado asi en honor a Edwin Kiebs, un
microbiélogo aleman de finales del siglo XiX.

En el medio de cultivo agar McConkey se puede observar coémo las
bacterias asimilan y fermentan la lactosa, creciendo colonias de color rosado.
Sus condiciones optimas de cultivo son en agar nutritivo a 37 °C.
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Enfermedades causadas por Klebsiella pneumoniae
s en enfermedades nosocomiales, es

Estas bacterias estan implicada
e atencion a la salud, como

decir, infecciones que se contraen en recintos d

hospitales y centros de salud.
Es causante de:

e Infecciones del tracto yrinario

« Neumonias

Sepsis
« Infecciones de tejidos blandos

infecciones de herida quirurgica

Epidemiologia
Las infecciones por Klebsiella preumoniae se suelen contraer en ceniros
o se habian manifestado ni estaban en

hospitalarios. Causan infecciones que n
su estancia y no son la

periodo de incubacion, es decir, se adquieren durante

causa del ingreso.
Son especialmente susceptibles:

» Los pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos

¢ Neonalos

« Pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)

« Diabetes mellitus
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= Alcohdlicos
Actualmente se le asocia con la espondilitis anquilosante.

Causa alrededor del 1% de las neumonias bacterianas y puede causar
condensacién hemorragica extensa del pulmon. Ademas, en ocasiones
provoca infeccion del aparato urinario y bacieriemia a partir de [esiones
focales® en pacientes debilitados que puede terminar con la vida del paciente.
Algunas de las complicaciones més frecuentes son el absceso pulmonar y el

empiema,

También suele encontrarse en las infecciones de la toracotomia para
realizacion de by pass o revascularizacion coronaria.

Tratamiento

Cuando un paciente recibe el diagnéstico de la infeccion de Klebsiella,
se |le suele hacer una prueba de sensibilidad para determinar qué antibidtico
sera efectivo para esa variedad particular de bacteria. Esta prueba también
mostrara a qué antibidticos esa variedad de bacteria ha desarrollado
resistencia, lo que ayuda a los médicos a escoger el tratamiento adecuado.

Entre los anlibiéticos a los que las klebsiellas son sensibles estan la
cefalosporina, imipenem, amikacin y la gentamicin.

Alguna variedad de la bacteria Klebsiella pneumoniaes se ha hecho
resistente al tratamiento con el antibidtico carbapenem, lo que significa que el
antibidtico no funciona para matar la bacteria. Los carbapenems estan
relacionados con la penicilina y son la titima linea de defensa cuando alguien
tiene una infeccion. Las bacterias resistentes al carbapenem pueden ser
peligrosas, ya que pueden no conseguirse otras opciones de antibidticos para
los pacientes que necesitan tratamiento.

a - v 1l - . .
Que se desarrolla en una regién restringida o circunscrita de tejido.
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Neisseria meningitidis

Es un diplococo, cocos que se agrupan por parejas, Gram-. Es una
bacteria heterdtrofa, microorganismo que elabora su propia sustancia organica
alimentandose de matena elaborada por otros seres vivos.
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Es una bacteria inmévil, aerobia. Se desarrolla a 35° C. Se cultiva en
medios enriquecidos con sangre, y €s un microorganismo que habita l|a
nasofaringe. Fue descubierta como agente gue causa la meningitis en 1887 por
el austriaco Anton Weichselbaum, aunque la meningitis fue descrita antes, en
1805 por Vieusseux, durante una epidemia que azoto las afueras de Ginebra,
Suiza.

Tiene importancia en salud publica por su papel en la meningitis y otras
formas de enfermedad meningocdccica. Sélo afecta a seres humanos ya que
no existe ningin reservorio animal (hospedador de largo plazo de un patégeno
que causa una enfermedad infecciosa). Es la Unica forma conocida de
meningitis bacteriana en causar epidemias.

Es también conocida por su nombre comun: meningococo, y existen
distinlas cepas de este microorganismo, 13 entotal: A, B, C, D, X, Y, Z, E, W-
135.H, |, KyL.
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Microarganismos

Diagnostico

Se detecta en muestras de LCR y hemocultivos, y se puede identificar
medianie la tincion de Gram y la prueba de la oxidadsa. La tincion de Gram
puede servir para la muestra de LCR, mientras que en serologia se determina
mediante pruebas de aglutinacién por el test del latex o hemoaglutinacion, que
se debe a |la activacion bacteriana.

Epidemiologia

Esta bacteria vive en los seres humanos, mas concretamente, suele
habitar la nasofaringe. Se contagia por gotitas respiratorias entre personas que
mantienen un contacto intimo prolongado. La frecuencia de portadores es
mayor entre nifos en edad escolar y jovenes y en poblacion de nivel
socioeconamico bajo.

No varia con la estacion del ario.

La definicion de enfermedad epidémica depende de las tasas de
incidencia de base de cada pais o region. En comparacion con las altas
epidemias que se dan en Africa, las epidemias que han azotado a Europa y al
continente americano son moderadas, debido a que las tasas de ataque
durante una epidemia en estas regiones han sido menores que las tasas de
incidencia endémicas en los paises africanos.

Como se ha dicho anteriormente, el contagio de MNeisseria meningitidis
se realiza por el confacto prolongado de persona a persona o por inhalacion de
gotas que las contienen.

La Neisseria meningitidis no sobrevive fuera del cuerpo humano, gue es
su tinico huésped, ya que no cuenta con ningin reservorio animal. El contacto
es usualmente con un enfermo o un portador asintomatico que aloja a [a
bacteria en la nasofaringe y que la transmite por gotas respiratorias o
secreciones orales, sobre todo al toser o estornudar.

No resiste a los cambios de temperatura.

En poblaciones abiertas la transmisién de Neisseria meningitidis es
relativamente lenta y es mayor en poblaciones que viven en areas confinadas,
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como internados, cuarieles o colegios, aumentando las probabilidades de

contagio en fumadores y enfermos por infecciones respiratorias.

El riesgo de contagio de la enfermedad se desvanece rapidamente en un
enfermo después de iniciar la terapia antimicrobiana. En trabajadores de la
salud, responsables del cuidado de un paciente con enfermedad por
meningococo, Unicamente se contagian aquellos que han estado expuestos
directamente a secreciones del paciente.

Se ha logrado identificar que cuando hay un caso de enfermedad por
meningococo en nifos, el riesgo de que uno de sus hermanaos se infecte es de
2 a3%.

Patogénesis

El proceso patogénico de MNenisseria meningitidis se inicia con la
adherencia de la bacteria a la superficie de las microvellosidades del epitelio de
[a nasofaringe, donde se multiplica. La adherencia estimula la entrada de |a
bacteria a las células epiteliales, lo que le permite atravesar el epitelio mucoso
mediante vacuolas fagociticas. La mayoria de las personas que se encuenfran
colonizadas con WNeisseria meningitidis permanecen asintomaticas; sin
embargo, en un porcentaje menor, el meningococo penetra la mucosa y enfra a
fa circulacion, causando enfermedad sistémica.

Unicamente las cepas virulentas que encuentren a un huésped
susceptible lo enferman; esto explica por qué existen relativamente pocos
casos de enfermedad meningocdccica en relacion con el vasto nimero de
personas colonizadas. Por ejemplo, personas que tengan alguna deficiencia en
st sistema inmunoldgico, en especial en anticuerpos con propiedades
bactericidas, son las propensas a padecer la enfermedad una vez contagiadas.
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Microorganismas

Manifestaciones clinicas

La Nejsseria meningitidis puede producir:
« Otitis
« Artritis
= Conjuntivitis
« Neumonia
La Neisserfa meningitidis es el agente causante de [a meningitis.

El problema que presenta la enfermedad meningococcica es que sus
manifestaciones apenas difieren de las de otras infecciones menos graves del
tracto respiratorio superior, por lo que es dificil de detectar en un principio.

La forma habitual de manifestacion de la enfermedad meningocdccica es
el cuadro de meningltis aguda purulenta.

Las manifestaciones iniciales de la infeccién de las meninges por la
Neisseria meningitidis son similares a las de otras meningitis bacterianas. Aun
se desconocen algunas cosas sobre la infeccidn, pero se piensa que esta es el
resultado de la diseminacion de la bacteria por el torrente sanguineo.

Los sintomas son:
- Inicio subito de cefalea
« Fiebre
« Rigidez de nuca, como signo mas destacado.
« Nauseas
- Vomitos
. Fotofobia

+ Alteraciones neuroldgicas que pueden incluir estupor, delirio, coma y
convulsiones

La rigidez severa del cuello produce que las rodillas y cadera del
paciente se flexionen cuando se flexiona el cuello. Cierta rigidez de los
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tendones de la corva produce incapacidad para enderezar la pierna cuando se
fiexiona la cadera a 90 grados.

En los nifios, ia meningitis puede tener un inicia aparentemente mas
inofensivo, con sintomas atipicos sin rigidez de nuca; sin embargo, el
abultamiento de la fontanela puede ser caracteristico, asi como otros signos,
como irritabilidad y llanto inconsolable, vémitos, convulsiones, rechazo al
alimento e hipotonia.

Diagnostico

El diagnéstico de la meningitis por meningococo se basa en Ia
evaluacion del liguido cefalorragquidec que se extrae mediante puncion lumbar.
El diagndstico microbiolégico gue se ha utilizado clasicamente para identificar a
Neisseria meningitidis y diferenciarla de otros patégenos comunes se basa en
el cultivo en medio apropiado. El mas utilizado es el agar Mueller-Hinton.

El serogrupo se idenfifica después del cultivo por aglutinacion de ia
bacteria obtenida en cultive puro a partir de las colonias, o directamente en &l
liquido cefalorraquideo, ya que por aglutinacion por iatex se identifica el

antigeno. Los hemocultivos se reportan frecuentemente positivos.

Tratamiento

Los antibioticos han reducide hoy dia la mortalidad por meningitis,
siendo la penicilina el antibiético mas empleado, aunque también se emplea el
Cloramfenicol y las cefalosporinas. En cepas de Neisseria meningitidis
resistentes se hace uso de [a Rifampina.

No es probable que se consiga erradicar la colonizacién en portadores
sanos. Se recomienda la profilaxis con sulfamidas para los individuos
expuestos a cepas susceptibles.

Actualmente, se han desarrollade vacunas contra algunas cepas (A, C,
Y, etc.}), que se administran a nifios mayores de 2 afios.




Microorganismos

Enterobacter spp.

Son bacterias Gramnegativas con forma de bastoncillos. Hay varias
cepas de este microorganismo que son gérmenes oportunistas en los

hospitales.
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Epidemiologia

Las enterobaclerias se encuentran sobre la piel humana, las plantas, los
suelos, el agua, las cloacas, |los {ractos intestinales y en algunos produclos
lacteos. Las bacteriemias por enterobacterias estan relacionadas con la
infeccibn hospitalaria, ya que éstas se encuentran muy difundidas entre los
pacientes y en el ambiente hospitalario. En el paciente hospitalizado colonizan
tubo digeslivo, orofaringe, aparato genitourinario y piel. En el ambiente
hospitalaric pueden aislarse del agua, catéteres, sondas, sueros, antisépticos,

equipos de respiracién mecanica, etc.

Diferentes factores han contribuide al incremento de las infecciones por
enterobacterias en estos pacientes: el uso cada vez mas frecuente de tecnicas
diagndsticas y terapéuticas agresivas (caiéteres intravenosos, endoscopios,
intervenciones, efc.), el empleo de potentes inmunosupresores y las
internaciones prolongadas. Ademas, ciertas patologias predisponen a las
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infecciones por gérmenes gramnegativos (enfermedades hematoldgicas,

neoplasias, cirrosis, insuficiencia renal crénica, diabetes, etc.).

E! Enterobacter spp. es una bacterla colonizadora del tracto intestinal
que, en ocasiones, causa infecciones oportunistas en pacientes debilitados.

Infecciones por Enterobacter spp.
La infeccién urinaria en los adultos es muy frecuente, dandose un mayor
porcentaje en las mujeres, debido al menor tamano de la uretra comprada con

la de los hombres, como va se ha indicado anteriormente.

El 99% de las infecciones del tracto urinaric se producen por la
migracién hacia este de enterobacterias que habitualmente colonizan el
intestino grueso. Se piensa que la colonizacion de la mucosa vaginal y del
prepucio es el primer paso a una infeccion urinaria. De aqui, estos
microorganismos ascienden a la prostata, vejiga o via urinaria superior, donde
se desarrollan y producen la infeccién. La presencia de cuerpos extrafios, como
sondas o catéteres, también pueden ser foco de infeccién, aunque en todos los
casos, si se dan condlciones en el individuo que provoguen deficiencia en su

sistema inmunitario, se puede favorecer la infeccion.

Otra via de acceso de los germenes al tracto urinario es el torrente

sanguineo.
En la vagina, el Enferobacter spp. puede causar malestar y secrecion,
Es también causante de la neumonia nosocomial.

También puede causar peritonitis, cuando la infeccion por este
microorganismo es intraabdominal.

Tratamiento

Como bacteria Gram-, el Enterobacter spp. es sensible a la penicilina.
No obstante, las enterobacterias tienen la capacidad de adquirir rapidamente
resistencia a los antibidticos y en los ultimos anos, un porcentaje cada vez
mayor de estas bacterias, especialmente Klebsiella spp. y Enterobacter spp.,
han adquirido resistencia, incluso a las cefalosporinas de tercera generacion,
debido a la produccién de beta-lactamasas de espectro extendidp.
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Microorganismos

Serratia spp.

La Serratia spp. es una enterobacteria Gram-, anaerobio facuitativo,
oxidasa negativo, que crece bien en agar sangre, agar chocolate y agar
McConkey, produciendo colonias que pueden ser pigmentadas, especialmente
Serratia marcescens y Serraiia rubias, las cuales producen un pigmento rojo

muy caracteristico. Crece bien a temperaturas que oscilan entre los 5-40° C.

Es un microorganismo motil, esto es, que tiene fa habilidad de moverse

espontanea e independientemente.
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Como ya se ha indicado, una de las caracteristicas de las colonias de las
serratias es su pigmentacidn roja intensa. Hay constatada una anécdota
historica, que ocurrié en el afo 332 a.C. contada por Quinto Curcio Rufo en su
"Historia de Alejandro”

Tras una serie de victorias, Alejandro Magno se encuentra asediando
con sus fropas la ciudad de Tiro, en la costa de lo que hoy en dia es el Libano.
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El asedio dura meses, y la resistencia de |a ciudad estaba agotando a
las tropas de Alejandro. De pronto, tuvo lugar un suceso que cambiaria el curso
de los acontecimientos,

"..unos soldados, en el momento de cortar unas rebanadas de
pan, vicron brotar unas gotas de sangre; el rey sc asustd y
Aristandro, el mas entendido de los adivinos, declaré que si la sangre
hubiera circulado desde fuera hacia adentro hublera sido un mal
presagio, pero puesto que fliitfa de dentro hacia fuera, era un buen
augtirfo: anunciaba fa victoria sobre |a ciudad sitiada".

Nadie puede asegurar cuanto influyé en el animo y en el triunfo final este
prodigio, pero |o cierto es que Tiro cayé derrotada y fue objeto de un
sanguinario saqueo por parte de las tropas de Alejandro. El episodio aparece
confirmado por ofro historiador, el griege Diodoros Siculus que, dos siglos

después de Curcio Rufo, escribio:
"los pedazos de pan partido tenian apariencia sangrienta".

Probablemente se trata de la primera referencia de una contaminacion
debida a Serratia marcescens.

No fue, sin duda, el Unico caso datado en la historia. Probablemente, las
historias narradas durante la Edad Media en las que se daba aparicion de
sangre en el pan utilizado en la ceremonias cristlanas, tengan su explicacion
por la contaminacion de Serratia spp.

Patologias causadas por Serratia spp.
Puede provocar:

« Conjuntivitis

» Queratitis

« Infecciones en heridas

« Infecciones en rifiones y vias urinanas
« Infecciones respiratorias

« Meningitis

- Endocarditis
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Microorganismos

Esta bacteria afecta especialmente a pacientes hospitalizados y a
pacientes gue tienen la inmunidad disminuida por enfermedades sistémicas o

fratamientos médicos inmunosupresores.

Epidemioclogia

Suele desarrollarse bien en condiciones hiimedas, por eso, se encuentra
en los banos y las alcantarillas. Puede eliminarse faciimente mediante el uso de
desinfectantes como la lejia, aungque se desaconseja abusar de la dosis, ya que
pueden desarrollar inmunidad.

Para prevenir las infecciones de Serratia, se requiere ropa protectora y
lavado de manos y ia esterilizacion apropiada de instrumentos meédicos,
especialmente aparatos respiratorios y catéteres, es esencial. Mantener un
ambiente fimpio en el bafio es también importante.

El género Serratia se ha convertidc en la actualidad en una cepa
endémica en muchos hospitales produciendo infecciones en general
nosocomiales en ocasiones asociadas a caléteres.

No suele darse este microorganismo en una bacteriemia
extrahospitalaria en un paciente sin patologia de base. Existe bibliografia en la
que se explican casos

“de bacteriemia asociada a colecistitis aguda suypurada y sepsis

secundaria en un paciente sin enfermedades subyacentes”.

Tratamiento

Como en muchos tipos de infecciones por bacterias, el mejor fratamiento
son los antibidticos.

No obstante, la Serrafia marcescens es resistente a ciertos tipos de
antibidticos, como [o muestran las estadisticas de agosto del 2010. En
concreto, es resistente a la ampicilina, macrolidos y cefalosporinas de primera
generacion. De acuerdo con eMedicine, el tratamiento preferible es el amikacin,
junto con el cefpirome. Ofros antibioticos efectivos incluyen gentamicina,
quinolones y el mas nuevo cefalosporina.

A RCINS
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Sin embargo, estudios recientes muestran que la Serralia marcescens
esta empezando a presentar resistencia a la gentamicina, asi que las drogas
mas recientes deben ser mas efectivas para atacar la infeccion.

En algunos cascs, las infecciones de Serrafia pueden provocar
abscesos, gque son inflamaciones de areas llenas de pus que aparecen en un
area infectada (por ejemplo, los puimones). Los abscesos resultantes de ia
Serratia pueden requerir drenaje quirtrgico ademas del tratamiento con
antibidticos.

El tratamiento para infecciones leves puede realizarse con trimetoprim,
sulfamidas o fluoroquinolona. Para infecciones mas graves, se utilizan
fluoroquinolonas, carbapenemes, o mas frecuentemente cefalosporinas de
tercera generacion, generalmente asociado a la gentamicina.

Pseudomonas aeruginosa

La Pseudomona aeruginosa s una bacteria oportunista del ser humano
y de algunas plantas. Es un microorganismo Gram-, aerdbico, rectos o
ligeramente curvados con motilidad unipolar, esto es, se mueve por la accion
de unos flagelos que se encuentran en uno de los extremos del
microorganisimo.

A RGIAS
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» Personas que se han sometido a algun tipo de cirugla
« Pacientes que tienen un catéter o estan intubados

Ademas de la resistencia a los antimicrobianos, también son muy
resistentes a los desinfectantes.

Los hospitales presentan el mayor reservorio de Pseudomonas
aeruginosa, ya que en la actualidad, es uno de los microorganismos
oportunistas mas importantes en el medio hospitalario, debido a su gran
adaptabilidad fisiolagica, potencial metabdlico y mecanismos de virulencia.

Rara vez las Pseudomonas aeruginosa provocan infeccién en personas
que tienen sus defensas en condiciones normales.

Para que haya Infeccion, se deben dar una serie de factores que
predisponen a la persona a padecer |a infeccién,

Estos son:
« Enfermedades malignas hematoldgicas, metabélicas
* Pacientes inmunocomprometidos
= Pacientes con fibrosis quistica
= Complicaciones infecciosas de heridas y quemaduras
» [nfeccion en pacientes con ofitis externa
* Infecciones en piel, ojos y tracto genito-urinario
» Infecciones sistémicas generalizadas
» Neumonias asociadas a venlilador mecénico

Es asi que esta bacteria es causante de mortalidad en pacientes

inmunocomprometidos, que presentan quemaduras fibrosis quistica, bronguilis
crénica y cancer.

Las Pseudomonas aeruginosa conslituyen uno de los microorganismos
mas frecuentes responsables de bacteriemia, de neumonia asociada a
ventilacién mecanica, asi como un microorganismo posible en determinados
pacienles con neumonlia comunitaria grave, especialmente si presentan como
patologia subyacente una enfermedad pulmonar obstruc ‘.‘a cronica.
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Microorganismos

Aungue la patogenidad que producen las Pseudomonas aeruginosas no
esta del todo esclarecida, se considera que |a alta virulencia esta producida por
las toxinas que libera durante el proceso infeccioso.

infecciones producidas por Pseudomonas aeruginosa

Las infecciones por Pseudomonas aeruginosa se producen en:

= Tracto pulmonar, en pacientes hospitalizados graves, politraumatizados,
con procesos cronicos o fibrosis quistica. Es el grupo de pacientes con
una mayoer probabilidad de muerte,

« Tracto urinario, en enfermos portadores de catéteres o secundarias a
exploraciones de las vias urinarias.

« Tejidos.

« Infecciones oculares y oticas como queratitis bacteriana y ofitis externa
cronicas.
= Heridas, infecciones de la piel como exantema vesiculo-papuloso o

infeccion de quemaduras.

 Sangre. La bacterlemia se produce en el 10-20% de los casos. En
algunos casos, aparece ectima gangrenoso como complicacion de ésta
infeccion.

« Infecciones osteoarticulares en traumatismos peneirantes o
procedimientos quinirgicos.

= Endocardifis, generalmente en la valvula tricispide.

« Meningitis con poca frecuencia, generalmente en intervenciones de
neurocirugia.

Las Pssudomonas pueden provocar neumonia y dermalilis. esta ultima
como consecuencia de beber agua contaminada por esta bacteria.

También son causantes de foliculilis, producida por tinas de agua
caliente que carecen de un control higiénico periédico.
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Tratamienfo

La Pseudomona aeruginosa tiene la propiedad de unirse a las
superficies durante el proceso de infeccion, lo que las hace mas resistentes,
aumentando |a dificultad en el uso de antibiéticos durante el tratamiento.

Eso convierte a las infecciones por Pseudomonas aeruginosas en
enfermedades problematicas, debido a su resistencia a muchos antibidticos.
Ademas, algunas cepas han desarrollado una resistencia a los desinfectantes,
por lo que llegan mas fuertes al organismo humano, soélo siendo (ties
antibiéticos mas avanzados.

No obstante, hay una ventaja cuando se produce una infeccion por
Pseudomonas aeruginosa, y es que es facilmente distinguible de otras
producidas por otros bacilos Gram- y oiros patégenos. Por ello, los pacientes
infectados con pueden recibir un tratamiento con rapidez.

Sin embargo, se sugiere por algunos profesionales el contrastar por
antibiograma antes de indicar un antbidtico mas que elegirlo de manera
directa, tanto para evitar forlalecer a la cepa frente al antibiético en cuestién y
como medida de precaucion frente a especies que ya han desarrollado la
resislencia.

Acinetobacter baumannii

Es una bacteria Gram-, aerobia no fermentadora. Se trata de un
bacilococo que no es movil, oxidasa-negativo, y que al microscopio, se ve
agrupado por parejas.

o RAMAS M
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Fue identificado en 1854 por Brisou y Prévot.

El Acinetobacter estd muy extendido en la naturaleza, y su funcion
principal es la mineralizacion del suelo, que es la superficie donde se
encuentra. Se da en climas calurosos y himedos.

La mayoria de las cepas crecen bien sobre el agar McConkey. Aunque
se clasifican como no fermentantes de ia lactosa, a menudo pueden fermentar
parcialmente la lactosa cuando crecen sobre el agar McConkey,

El género Acinetobacter comprende 17 especies validadas y 14 sin
validar, Su clasificacion es extensisima, pero se puede resumir en dos grupos:

- Especies oxidadoras de glucosa, entre las que Acinefobacler
baumannii es la especie mas frecuente

- Especies no oxidadoras de glucosa

Epidemiologia

El Acinetobacter baumannii es un patégeno oportunista que causa
Infecciones en los hospitales, mayormente neumonia y bacteriemia en
pacientes criticos y quemados. Son capaces de sobrevivir en diversas

superficies durante semanas, tanto himedas como secas en el ambito
hospitalario.

El Acinelobacter baumannii entra al cuerpo por heridas abiertas,
catéteres o tubos de respiracidn.

Usualmente infecta a pacientes inmunodeprimidos, como:
* Heridos
¢ Ancianos
« Ninos con enfermedades del sistema inmune
* Trasplantados

Su colonizacién no representa ninguna amenaza para los sanos, aungue
los trabajadores de los servicios de salud y visitantes de hospital pueden
quedar colonizados y llevar la bacteria a otros lugares,
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El nimero de infecciones hospitalarias causadas por Acinetobacter
baumannii se ha incrementado en afios recientes incluso en los paises
desarolladoes; al igual que la mayoria de los patégenos nosocomiales.

Ocasionalmente se aislan de los productos alimenticios y algunas cepas
son capaces de sobrevivir sobre diversos equipos médicos e incluso sobre la
piel humana sana.

infecciones causadas por el Acinetobacter baumannii
Es causa frecuente de;

» Neumonia nosocomial, asociada sobre lodo a ventilaciéon mecanica
» [nfecciones de piel y heridas
« Bacteriemia

+ Meningitis

Tratamiento

En el pasado, esta especie bacteriana no representaba un problema en
el ambito hospilalario, ya que era susceplible a diferentes antibioticos. Sin
embargo, en los ultimos afios se ha incrementado la aparicion de resistencia
multiple, incluida la penicilina.

Ademas, la resistencia a multiples antibidticos puede, a su
vez, favorecer la persistencia, ya que los pacientes infectados
pueden actuar como reservorios.

Muchas instituciones meédicas sefialan que la prevencién, como por
ejemplo, lavarse las manos, puede ser mas efectiva que el uso posterior de
antibiéticos.

Recientemente se estd probando con bacteriéfagos, virus que infectan
exclusivamente a las bacterias. dando buenos resultados.

Hay sensibilidad del Acinetobacler baumannii ante los antibidticos -
lactamicos.

Se ha descubierto gue el etanol estimula la virulencia de A. baumannii.
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Microorganismos

Streptococcus pneumoniae

Es una bacteria oval Gram+, inmovil y que no forma endosporas. Al
microscopio se ve en forma de diplococo (coces agrupados en paregjas),
aunque algunas circunstancias pueden hacer que se agrupen en forma de
cadena, de ahi el nombre de estreptococo. Es microaerdfilo y catalasa
negativo.

Suele habitar la nasofaringe, y de aqul es de donde invade el organismo.
Se le conoce también por el nombre comun de Neumococo.

Se le identifico como causante de la neumonla a finales del siglo XIX,
aunque no fue hasta 1974 que se le dio el nombre de Streptococcus
pneumoniae, debido a que crece en los medios liquidos.

La identificacién en laboratorio del Streptococcus pneumoniae se realiza
mediante tres pruebas:

« Solubilizacién en presencia de sales biliares

« Sensibilidad frente a la optoquina

« Reaccion capsular frente a antisueros especificos




Hemacultivos

Infecciones causadas por Streptococcus pneumoniae
El Streplococcus pneumoniae es un patégeno a-hemolitico casi
exclusivo del ser humano. Las enfermedades que puede causar son:

« Neumonia
« Sinusilis
= Peritonitis
+ Meningitis
= Septicemia
Afecta mayormente a ancianos, nifios y personas inmunodeprimidas.
Epidemiologia
Como se ha sefalado, el Streptoccoccus pneumoniae habita en la

nasofaringe, y de ahl puede colonizar el organismo. Se adhiere a las células
nasofaringeas por unas sustancias que tiene en ia superficie bacteriana.

Una vez ha colonizado, puede persistir durante un periodo que oscila
entre las 2-4 semanas, aunque se han documentado casos de 6 meses,

Luego de |a colonizacion de la nasofaringe se produce una infeccion si
los microorganismos pasan a zonas adyacentes, como los senos paranasales o
la trompa de Eustaquio. Su eliminacion se dificulta porque el microorganismo
provoca edemas en la mucosa nasal.

También puede provocar infeccion por contagio, que se da por contacto
cercano y prolongado, aumentando las probabilidades si este se da en lugares
cerrados, como albergues, hogares de ancianos, prisiones, salas de cuna, etc.

Sin embargo, el riesgo no aumenta en los colegios, lugares de lrabajo u
hospitales,

El riesgo de infeccion aumenta en invierno y disminuye en verano.

Si los microorganismos san inhalados y entran en los bronquios o los
alvéolos pulmonares y no son eliminados, puede aparecer neumonia. Entre las
causas que pueden dificultar |a eliminacién de la bacteria estarian:

* Presencia de infeccion virica




Microorganismas

« Humo de tabaco o cualguler ofra sustancia gue aumente la mucosidad
« Disminucién de la accién ciliar

Lo que hace resistente al Streptococcus pneumoniae es que forma una
capsula que o protege incluso de la fagocitosis, lo que da comienzo al proceso
de infeccion. Esta proteccién se debe a que la capsula consigue bloguear el
reconocimiento de la bacteria a las células fagoclticas.

Los sintomas de la enfermedad que causan se deben a la inflamacion de
los tejidos que producen,

También en la patogenicidad actia la autelisina que al producir la lisis de
la bacteria esta vierte sus contenidos y aumenta la reaccién de inflamacién.
También en la meningitis se liberan aminodacidos excitadores por el tejido
neuronal lo que contribuye a las lesiones de esta enfermedad.

Tratamiento y prevencion

El incremento de la resistencia de Streplococcus pneumoniae a los
antibidticos que se ha producido en los dltimos afos ha dado lugar a un
renovado interés por este microorganismo causante de numerosas infecciones
localizadas preferentemente en el tracto resplratorio, desde su descubrimiento
hace mas de un siglo,

Las infecciones no invasivas pueden curarse por sf solas en unos dias,
por lo que no suelen precisar de medicamentos especiales. Los médicos
recomiendan, en estos casos, beber mucho llquido y tomar analgésicos para
aliviar |los sintomas.

En el caso de las infecciones invasivas causadas por el Streptococcus
pneumoniae, se requiere atencién médica inmediata y hospitalizacion en

muchos casos, para evitar complicaciones, sobre todo en casos de meningitis.

Si el tratamiento se llevara a cabo en casa, es posible que el médico prescriba
un tratamiento de 7 dias de antibiéticos para aliviar los sintomas mas comunes
causados por las infecciones causadas por el Streptococcus pneumoniae.
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Algunos efectos secundarios de los antibidticos usados para tratar
enfermedades como ia neumonia son;

¢ NAauseas
+ Vo6mitos
e [Diarrea

También se emplean el usc de vacunas, aunque estan contraindicadas
en:

* Adullos
» Pacientes con algun tipo de hipersensibilidad a la vacuna en cuestién
« Embarazadas

Se puede evitar el contagic por Streptococcus pneumonlae mediante
medidas basicas de higiene, como;

» Lavarse las manos habitualmente, y en especial después de tocar boca
y nariz

* Procurar taparse con un pafiuelo a la hora de toser y estomudar

= No compartir vasos ni utensilios de cocina con extrafios o personas que
se sospeche que puedan porlar €l germen

» Evitar el consumo excesivo de alcohol, ya que debilita las defensas

+ Dejar de fumar

. ‘.'.32 [
|




Microorganismos

Proteus mirabilis

Se trata de una bacteria Gram-. Es anaerdbica facultativa, con motilidad
y muestra aglutinacion y actividad ureasa.

En los medios de cultivo forma colonias redondeadas.

Se suele encontrar en el tracto intestinal de los seres humanos y es
conocido por su habilidad para aglutinarse.

Patogénesis

El Proteus minabilis tiene la capacidad de producir grandes niveles de
ureasa, la cual hidroliza la urea a amoniaco, haciendo que la crina se vuelva
mas alcalina.

Al aumentar la alcalinidad, se forman cristales de estruvita, carbonato de
calcio y/o apatila.

Esta bacteria puede encontrarse en calculos, y esas bacterias
escondidas alli, pueden reiniciar una infeccidn post tratamientos antibidlicos. Al
desarrollarse los célculos, después de un tiempo pueden seguir creciendo mas

y causar obstruccion, lo que puede llevar a una insuficiencia renal.

-115-1\%
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Hemocultivos

Enfermedades causadas por el Proteus miriabilis

El Proteus miriabilis puede causar:
» Infecciones de heridas
« Septicemia
= Neumonias
e Uretritis
» Cistitis
» Prostatitis
* Pielonefritis
Las piedras suelen ser un indicador de infeccion crénica por Profeus
miriabilis.
Los sintomas de la uretritis suelen ser leves. Las mujeres presentan

disuria, piuria, y aumento de la frecuencia de la miccion. Los sintomas que
aparecen en los hombres suelen ser leves y pueden Incluir secrecion uretral.

Los signos y sintomas de |a cistitis suelen ser més prominentes en
comparacién con los de la uretritis. En tanto los hombres como las mujeres, los
sintomas son de inicio subito. Se incluyen disuria, aumento de la frecuencia,
urgencia, dolor suprapubico, dolor de espalda, los pequefos volimenes, el
aspecto concentrado, y hematuria, Si el paciente esta febril, esto podria ser un
signo de bacteriemia y sepsis inminente. Estos sintomas pueden no estar
presentes si el paciente tiene un catéter permanente.

La prostatitis es cbviamente limitada a los hombres y se produce con
mas intensidad que la cistifis.

Tratamiento

Una muestra de orina alcalina es un posible signo de Proteus mirabilis, y
es facil de diagnosticar en el laboratorio debido a su caracteristica motilidad
agrupada, e inhabilidad para metabolizar lactosa en el medic agar McConkey.
El Proteus mirabilis produce un olor a pescado podrido muy caracteristico.




Microorganismos

El Proteus mirabilis es generalmente susceptible a muchos antibidticos
como tetraciclinas,

Microorganismos contaminantes

Se consideran microorganismos contaminantes Staphylococcus
coagulasa negativa, Baciflus spp., Propionibacterium acnes, Corynebacterium
spp. y otros que forman parte de |la microbiota de ia piel, siempre que su
presencia no se repita en mas de una muestra por paciente.
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HEMOCULTIVOS

Profesionales de la Seccion Bacteriologli General. Dra. Patricia Garcia C.* y Carlos Pérez C.*
*Pontificia Universidad Catélica de Chile

1.0 INTRODUCCION

A pesar de la disponibilidad de nuevos antibioticos, se estima que cn los Estados
Unidos ocurren alrededor de 200.000 casos de septicemia al afo con un 20 a 50% de
morlilidud (31),

La infeccion del torrente sanguineo o bacteriemia, constituye un cuadro clinico grave
con una incidencia en Chile de 1.8 /1000 egresos haspitalarios (1). Sin embargo existe un
porcentaje de sub-notificacion importante. Actualmente no se la considera una enfermedad de
notificacién obligatoria.

El hemocultive ¢ cultivo microbiologico de la sangre constituye en los casos de
septicemia, ¢l (mico exumen que permite su confirmacion. Se define como hemocultivo al
cultivo microbiologico de una muestra de sangre oblenidit por una puncidn independicnte.

En ¢l altimo tiempo han ocurrido varios cambios, tales como ¢l aumento del niimero
de pacientes inmunocomprometidos, la necesidad de aislar microorganismos no habituales
y ¢l advenimiento de sistemas automatizados para los hemocullivos. Es por ello que es
importante revisar algunos aspectos como: Indicacion de los hemocultivos, clasificacion de
€stos, toma de la muestra (momento de la obtencion, niimero de hemocultivos, volumen de
sangre), diferenciacion de bacteriemin versus contaminacion, sangre por catéler versus
puncian periférica, utilidad de los hemocultivos anaerobicos, utilidad de los hemocultivos
con resinas, microorganismos especinles, sistemas de hemocultivos e impacto de la
automaltizacién e inferprotacion de los resultados abtenidos.

1.1 INDICACIONES PARA LOS HEMOCULTIVOS

La indicacién clasica de obtener hemocullivos, cs la sospecha de bacteriemia en
pacientes con o sin foco aparente de infeccion. Los factores clasicos asociados a la presencia
de bacteriemia verdadera, son la presencia de calofrios v fiebre mayor a 38.3°C, existencia de
enfermedades subyacentes severas (usualmente mortales a un plaze no mayor a 5 afios),
cuadros de abdomen agudo y el antecedente de drogadiccion intravenosa (3). También todas
aquellas infecciones que producen bacteriemias continuas, como la endocarditis infecciosa y
en general, las infeeciones endovasculares (26). En los casos en que no existe alguno de estos
marcadores de bacteriemia o cusndo el paciente ya estd recibicndo antimicrobianos, la
probabilidad de aislar agentes infecciosos en hemocultivos disminuye en forma muy
significativa.

1.2 CLASIVICACION DFE L.OS HEMOCULTIVOS

Los hemocultivos se pueden clasificar seglin el tipo de paciente, pues los
microorganismos son distintos seglin si se trau de un paciente inmunosuprimido o
inmunocompetente, también si s¢ trata de pacientes adultos o pedidlricos p si se trata de
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enfermos que estén 0 no bujo lerapia antimicrobiana. Segin la toma de ln mucstra pueden ser
hemocultivos periféricos o centrales (obtenidos a través de un catéter venoso centrai).

También pueden clasificarse segin el tipo de¢ microorgzanismos que se esté
investigando, ya que se requicren distintos sistemas de hemocultives segin si se sospechan
bacterias nerdbicns, annerdbicas, fastidiosos, micobactering u hongos. Por Gltimo, se pueden
clasificar segun la mctodologia de los distintos sistemns de hemocultives en métodos
convencionales (manuales), en sistemas semiautomatizndos como ¢l sistema  Lisis-
centrifugacion o en sistemas automatizados como BACTEC, BacT/Alert, Seprichek. etc.
(Figura N°1),

Figura N°1: Clasificacion de los hemocultivos segiin tipo de paciente, toma de muestra,
tipo de microorganismo y metodologia

CLASIFICACION DE LOS HEMOCULTIVOS

1
| | I i

2.0 SISTEMAS DE HHEMOCULTIVOS SEGUN METODOLOGIA

Diferentes metodologias se¢ traducen en distinto rendimiento ¢n  cuanto u
sensibilidad y rapidez en la deteccion de las bacterias en 2l torrente sanguineo (40),

En general existen 3 tipos de sistemas de hemocultivos:
- Manuales o convencionales
- Semi-automatizados: Lisis-centrifugacion
- Automatizados

A RCuns

SECGUN TIPO SEGUN TOMA SEGUN TIPO DE SEGUN LA
DE PACIENTE DE LA MUESTRA MICROORGANISMO METODOLOGIA
=
Pediatrico Centrales I Bacterias Manuales
aerobicas |
EL) Adulto Periféricos ] Bacienas Semi- !
anaerobicas automalizados
|| Inmunocompetente nl Baclerias Automatizados
Fastidiosas
Inmunosuprimido I | | Micobacterias I
| Hongas I
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Las diferencias  téenicas entre la metodologia  convencional y  los
automatizados se observan en la figura N°2.

Figura N°2: Comparacidn de [os sistemas manuales versus los anfomatizadns

SISTEMAS MANUALES l
INOCULACION DE LA MUESTRA (10 mi) —l
BOTELLA CON MEDIO DE CULTIVO
(aerobico-anaerdobico)
DETECCION VISUAL DEL DESARROLLO MICRORIANO
(1 vex al dia por 7 dias: turbidez. hemolisis, gas, velo)

|
] 1

Tincion de Gram Resiembra ciega
Reslembra a las 24 hrs. y 7 dias

HEMOCULTIVOS AUTOMATIZADOS I
INOCULACION DE LA MUESTRA (10 mi) I
e —

BOTELLA CON MEDIO DE CULTIVO
(aerdbico-anaerdbico-micobacterias-resinas)

DETECCION DEL DESARROLLO MICROBIANO (CO2) CONTINUO
(radiométrico-espectrofotométrico-colorimétrico-fluorimétrico

COMPUTADOR: Indice de crecimiento
Gralico de crecimiento

| = 1
Descarga de botellas Eliminacion de botellas
Tincién de Gram-resiembra (sin subcultivo) |

sistemas
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2.1 SISTEMAS MANUALES

El medio de cultive debe contener 0,025 a 0,05% de polianctol sulfonato de sodio
(SPS) como anticoagulante. Este inhibe [u actividad bactericida del suero contra muchas
bacterias y la fagocitosis, ademis inactiva el complemento. neutraliza lisozimas v algunos
antibiéticos del grupo de aminoglicésidos.

Peprostreptococcus, Gardnerella y ulgunas cepas de Neisseria spp. son inhibidas por
el SPS. este efecto puede ser neutralizado suplementando ¢l medio con gelatina 1,2%.

El caldo def hemocultivo debe ser copaz de permitir el crecimiento de cualquicr
bacteria de importancia clinica.

En los sistemas manuales ls cleceion del medio de cultivo, la temperatura v atmésfera
de incubacidn es decision del microbidlogo basado en ¢l diagndstico clinico.

Una desventaja de este sistema con relacion al automatizado es el mayor riesgo
de contuminacion por la manipulacion de las botellay nl realizar los procedimicentos de
tincion y traspasos.

2.2 SISTEMAS SEMI AUTOMATIZADOS: LISIS-CENTRIFUGACION

Consiste en un tubo de lisis cuyo contenido es polianetol sulfonato de sodio como
anticoagulante, saponina como agenle litico de eritrocitos, leucocitos y macréfagos,
polipropilenglicol como antiespumante y un fluoroquimico inerte de alta densidad. Luego se
somete a ln muestra a una centrifugacion a alta velocidad que permile la concentracion de
microorganismos en ¢l sedimento que se siembra en medios de cultivo especificos (9.06).

[in peneral, este método permite mejorar en un 25 a 50% la deteccidon de hongos
levaduriformes v [llamentosos, s¢ considera ¢l mélodo de eleceion en bucteriemius por
Micobacterias (pacientes HIV) v permite realizar hemocultivos cuantitativos que son atiles
para dingndstico de bacteriemia relacionada a Catéier Venoso Central (CVQ).

2.3 SISTEMAS AUTOMATIZADOS

Los sistemas automatizados consisten basicamente en botellas con diversos medios de
cultivo (acrobicos, anacréhicos, hongos, micobacterias y con resinas que captan nntibidticos)
que sc incuban en equipos que agitan constantemente las muestras y que poseen modemos
sistemus de deteccidn microbiuny, Fslos se busan en la deteccion de productos  del
metabolismo  bacteriano  (CCs) mediante téenicas  radiométricas. espectrofotométricas,
fluorométricas yfo colorimétricas, 1| computador nsociado a los equipos relociona las
mediciones con indices y/o grificas de crecimiento microbiano que dan un aviso cuando la
dereccion sobrepasa un punto de corte. Lus botellas se descargan, se hace una tincion de Gram
¥ s¢ informan precozmente,

3.0 IMPACTO DE LA AUTOMATIZACION DE LOS HEMOCULTIVOS
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El impaclo de la automatizacion de los hemocultivos versus la metodologia
convencional pusde ser cvaluado desde 4 puntos de vista: clinico, microbiologico,
cpidemioldgico y economico.

3.1 IMPACTO CLINICO; La implementacion de sistemas automatizados de
hemocultives con monitoreo sensibles y continuos y con agitacion constante han llevado a un
aumento de fa velocidad de deteccidn, con una disminucidn del fiempo de respuesta y a un
aumento de la sensibitidad de los hemocultivas. Fsto permite mejorar la capacidad diagndstica
en bacteriemias y un uso mas racional d¢ le terapia antimicrobiana (2).

3.2 IMPACTO MICROBIOLOGICO: Ha sido principalmente una disminucion de
la carga de (rabyjo con posibilidades de procesar grandes volimenes de muestras, una
disminucion de la contaminacion cruzada por téenicas de deteccion no invasivas y un aumento
del espectro de microorganisimos que se detectan por cstos sistemas.

3.3 IMPACTO FEPIDEMTOLOGICO: El soporte computacional que poseen estos
sisternas  permiten obtener listados de positividad por pacientes, por muestra. por
microorganismo, conocer el rendimiento (% de positividad) y la comtaminacion de los
hemocultivos, Estos datos se pueden evaluar por servicio. por tipo de muestra, diarios,
semanales, mensuales y/o anuales, lo que constitnyen gran aporte en el control de las
bacteriernias intrnhospitalarias.

3.4 TMPACTO ECONOMICO: A nivel del lsboratorio: aumento del costo por
botelia (2 & 4 veces el costo de la convencional), disminucién de las horas/hombre,
disminucion de fos costos del material de resiembra, disminucion del riesgo de cortopunzantes
en el operador. Esto conduce a una disminucidn del costo global de los hemocultivos
negativos sicmpre y cuando no sc considere el costo del equipo. A nivel del hospital: podria
conducir 2 una disminucién de los dias de uso de antibidticos de amplio espectro (més caros v
con mayor toxicidad) y padrfa significar también una disminucién de los dias/cama; sin
embargo casi no existen publicaciones que avalen estos impactos.

4.0 TOMA DE EA MUESTRA
4,1 MOMENTO DE LA OBTENCION DE LA MUESTRA

Se ha documentado que el mejor momento para obtener la muestra de sangre es entre 2
horas a 30 minutos antes del peak febril. Thomson y Evans demostraron en 78 episodios de
bacteriemia que cf porcentaje mas alto de positividad (14%) de los hemocultivos era en el
grupo de pacientes cuyas muestras se habian obtenido entre 2,5 y 0.5 horas pre-peak en
comparacion con las muestras obtenidas durante el peak (8%) v las muestras obtenidas entre
12 y 2,5 horas pre-peak o las muestras obtenidas 1 a 12 horas post-peak (34). Por esto el mejor
momento seria antes del inicio del peak febril el que puede ser precedido por calofros (Figura
N°3). Sin embargo dado que estc momento no se puede predecir, se recomienda en forma
arbitraria obtener dos hemocultivos en 24 horas separados por 30 a 90 minutos o bicn obtener
los dos hemocultivos al mismo tiempo, de difercntes sitins de puncion, si se trata de un
paciente que va a requerir inicio inmediato de antimicrobianos.




Figura N"3: Porcentaje de positividad de los hemocultivos segiin ¢l momento de la toma
de [a muestra,
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El grupo | esta constituido por pacicntes cuyas muestras se obluvieron entre 12 a 2.5 horas
pre-peak febril. El grupo 2 por pacientes cuyas muesiras se obtuvicron entre 2,3 v 0,5 horas
pre-peak. El grupo 3. durante el peak y el grupo 4. entre | a 12 horas post-peak (25).

4.2 METODO DE OBTENCION DE LA MUESTRA

La muestra debe obtencrse por puncion peritérica (venosa o arterial), siempre por una
nueva puncion y debe ser la primera muestra que debe oblenerse si existe indicacion de otros
exdimenes.

La muestra obtenida por cutéter venoso central en unn muestra inadecuads, vo que
estudios de microscopia electrdnica han revelado que el [00% de los catéteres se colonizan
con microorganismos de la piel a lns 48 horas de instalados (25). Por esto, la recuperacion de
microorganismos en el hemocultivo obtenido a través del catéter puede corresponder al
arrastre de las bacterias que eslin colonizando la superficie interna mas que a la presencia de
bacterias en el torrente sangulneo, con un aumento de los fulsos positivos de 1,7 a 3,8% (10).

43 PREPARACION DE LA PIEL

Este aspecto es esencinl si se quicre evilar [a conlaminacién de las hemocultivos, ya
que en la actualidad con los sistemas automatizados de hemocultivos que evitan la
manipulacion de los mismos, pricticamente no existe la posibilidad de que los hemocultivos
se¢ contaminen en el laboratorio.

Después de la palpucion de la vena, la picl dehe ser lavada con povidona yodada,
lavador quirlirgico, con gluconato de clorhexidina al 2-4% o con agua y jahin Ia
desinfeccion de la plel se realiza con povidona yodada, tintura de yodo o con clorhexidina
aleoholics, segdn lo que se haya utilizado como lavador, aplicado en forma excéntrica desde el
sitio de puncidn elegido, Se debe esperar quu ¢l antiséplico se seque para que ejerza su accion
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restdual (30). Si se utiliza tintura de yodo, se debe retirar completamente con agua para evitar
quemaduras,

Siempre la puncion debe ser efectuadn con guantes. que deben ser estériles cuando se
requiere nuevinnenle la palpacion de la vena,

44 VOLUMEN DE LA MUESTRA

Se considera actualmente una de lus varnables mas criticay ¢n ¢l aumento de la
positividad de los hemocultivos. Dado que la mayoria de las bacteriemias son de baja
magnitud (< | a 10 ufc/ml) a mayor volumen de muestra obtenido, mayor es la sensibilidad
del hemocultivo. Se sabe que por cada ml adicional de muestra que se inocule en la botella
aumenta la positividad entre un 2 a 5%. Recientemente, en un ¢studio pareado, Mermel v
Maki (20) demostraron una disminueidn significativa (p<0.001) de la positividad de los
temocullivos cuando se obtenian en promedio 2.7 ml (69%) versus 8,7 ml ( 92%).

Por esto es que las recomendneiones son obtener el miximo de volumen que la botella
sea capaz de tolerar manteniendo la relacién 1:5 a 1:10 entre 1o muestra v el volumen de
medio de cultivo, esta dilucion permite neutralizar las propiedades bactericidas de la sangre y
de los agentes antibsctenianos que puedan estar preseates en la muestra. Parea la gran mayorfu
de los sistemas automatizados este volumen es de 10 ml para adultos y cs variable para los
nifins segin la edad: 1 a 2 ml para recién nacidos. 2 a 3 ml para lactantes de 1 mes a 2 ofios, 3
a 5 ml para nifios mayores de 2 aflos v 10 ml para adolescentes,

4,5 INOCULACION DE LAS BOTELLAS

EEn cl caso de los sistemas automatizados, se debe descontaminar el tapén de goma
antes de puncionar la hotella con aleohol y esperar que se scque, ya que el fabricante no
garantiza la esterilidad de éste, Lxisten confroversias respecto al cambio de aguja antes de
inocular ks muestr en la botella, sin embargo un met-andlisis reciente demuestra quu el
cambic de aguja disminuye el porcentaje de conaminacién (33), En el caso de los sistemus
manuales que no son sellados, se debe destapar el frasco para inocular la muesim. Fsie
procedimiento tiene riesgo de contaminacion por lo que se debe tener maxima precaucion en
no tocar lus paredes exteriores de la botella con la aguja,

4.6 NUMERO DE LOS HEMOCULTIVOS

I.a recomendacion general es obtener dos hemocullivos en un perfodo de 24 horas.
Para sistemas manuales, Weinstein en 1983 cncontrd que cn un cpisadio hacleriémico la
positividad de uno. dos y tres hemocultivos fue de 91%, 98% v 99% respectivamente (35). El
mismo autor con sistemus wsutumatizados en 1994, encontrd que en 2[8 pacientes
bacteriémicos, el tercer hemocultivo fue el Gnico positivo sélo en 6 pacientes, de los cuales
s6lo en uno cerrespondid a una bacteriemia verdaduera (36). La obtencion de 2 hemocultivos
cn 24 horas, no sélo aumenta la probabilidad de recuperar las bacterias a partir de la sangre
sino que también permite diferenciar una bacteriemin verdadera de una contaminacion.
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Si se sospecha endocarditis infecciosa, se recomicnda obtener ¢l primer set de 2
hemocultivos y si estos van negativos en las primeras 24 horas, oblener un segundo set de 2
hemocultivos mas,

En ningiin caso se recomienda la oblencidn de sélo un hemocultivo y en el dltimo
tiempo s¢ ha considerado la evaluacion de los hemocultivos solilrios (dnicos) como un
instrumento para cvaluar el control de calidad en microbiologia (29),

Figura N°4: Evidencia de la importancia de obtener a lo menos 2 a 3 hemocultivos.
Cuando 2 o 3 hemocultivos de una seric son positivos, es altamente improbable que se trate
de una contaminacion.
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residual (30). Si se utiliza tintura de yodo, se debe retirar completamente con agua para evitar
quemaduras.

Siempre la puncion debe ser efectunda con guantes, que deben ser estériles cuando se
requiere nueyamente Ju palpacidn de la vena.

4.4 VOLUMEN DE LA MUESTRA

Se considera actualmente unu d¢ las variables mas criticas cn ¢l aumento de la
positividad de los hemocultivos. Dado que la mayoria de las bacteriemins son de baja
magnitud (< | a 10 ufc/ml) a mayor volumen de muestra obtenido, mayor es la sensibilidad
del hemocultivo. Se sabe que por cada ml adicional de muestra que sc inocule en la hatelln
aumentu lu positividad entre un 2 a 5%. Recientemente, en un estudio pareado. Mermel y
Maki (20) demostraron una disminucion significativa (p<0.001) de la positividad de los
hemaeultivos cuando se obtenian en promedio 2,7 ml (69%) versus 8,7 ml ( 92%).

Por esto es que las recomenduciones son obtener el maximo de volumen que la botella
sea capoz de tolerar manteniendo In relocidn 1:5 a 1:10 entre la muestra y ef volumen de
medio de cultivo, esta dilucién permile neutralizar 1ag propicdndes hactericidas de la sangre y
de los agentes antibacterianos que pucdan estar presentes en la muestra, Para la gran mayorfa
de los sistemas automatizados este volumen es de 10 ml para adultos y es variable para los
nifios segin la edad: 1 a 2 ml para recién nacidos. 2 a 3 ml para laclantes de 1 mes a 2 uiios, 3
a 5 ml para nifios mayores de 2 aios y 10 ml para adolescentes.

4.5 INOCULACION DE LAS BOTELLAS

En el caso de los sistemas automatizados, se debe descontaminar el tapén de goma
antes de puncionar [a botella con alcohol y esperar que se seque, ya que el fabricante no
garantiza la esterilidad de éste, Existen controversias respecto al cambio de agujo antes de
mocular la muestra en la botelln, sin embargo un meta-podlisis reciente demuestra que el
cambio de aguja disminuye ¢l porcentaje de contaminacion (33). En el caso de los sistcmas
manuales que no son sellados, sc debe destapar ¢l frusco para inocular la muestra, Este
procedimiento tiene riesgo de contaminacian por lo que se debe tener maxima precaucion en
no tocar las paredes exteriores de la botella con la aguja.

4.6 NUMERO DE LOS HEMOCULTIVOS

La recomendacion gencral es obtener dos hemocultivos en un perfodo de 24 horas,
Paru sistermas munuales, Weinstein en 1983 encontrd que en un episodio bacteridmico la
positividad de uno, dos y tres hemocultivos fue de 91%, 98% y 99% respectivamente (35). El
mismo autor con sistemas automatizados en 1994, cncontid que en 218 pucientes
bacteriémicos, el tercer hemocultivo fue el 1inico positivo solo en & pacientes, de los cuales
s0lo en uno correspondid o una bacteriemia verdadera (36). La obtencion de 2 hemocultivos
en 24 horas, no sélo aumenta la probabilidad de recuperar las bacterias a partir de la sangre
sino ¢ue también permite diferenciar una bacteriemia verdadera de una contaminacion.
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b.- Observar diariumente el aspecto macroscopico en busca de signos que indiquen
desarrollo bacteriano: hemdlisis, wrbidez, presencia de gas, colonias, cte. (Tabla N°2). En
ese momento hacer tincién de Gram directo de la siguiente forma: homogeneizar ¢l
contenido del frasco de hemocultivo por agitacion suave. colocar una gota en ¢l extremo
del porta objeto y extender con un cubre objeto en dngulo 43", Subcultivar a una placa de
agar chocolate suplementado y o una ploca de ngar sangre de cordero al 5%.(Tabla N°3).

c.- Realizar subcultivos cicgos aunque no se observen evidencins de desarrollo a las 24
horas y al 7 dia de incubacidn, independientemente del aspecto macroscdpico que presente
la botell,

d.- Observar caracteristicas macroscopicas de lus colonias y hacer tincidn de Gram directo,
e~ Efectuar las pruebas bioquimicas y estudio de suscepribilidad antimicrobiana que
correspanda al tipo de aislamicnto,

Algunos medios uwsados para hemocultivo son: Caldo cerebro corazén. caldo
Brucelln, caldo Columbia, caldo peptonado suplementado, caldo soya tripticasa.

6.2. PROCEDIMIENTOS ESPECITICOS
En sospecha de Brucelosis incubar hasta 30 dias en atmésfera con 5-10% COs.

Para hemocultivos anaerdbicos si se utilizan medios comerciales especificos, incubur
en atmdstera normal por 7 dins.

Los cultivos para Leptospira deben incubarse en oscuridad a 28-29°C por 4-6
semanas, ¢l medio de cultivo es un medio enrigquecido que consiste en un caldo adicionado
de suero de conejo,

Otros medios son:

a.- Sistema bifdsico (Brucella spp.)

b.- Medios especificos para anacrobios: Caldo Tioglicolato,
¢.- Medios especificos para aislamiento de hongos.

d.- Medios especificos para aislamiento de micabacterias,

6.2.1 Streprococcus NUTRICIO-DEFICIENTES

Algunas cepas de Streptococcus viridans son dependientes de Piridoxal para su
crecimiento. Al parecer el Pirldoxal (vitamina Bs) presente en la sangre humana permite ¢l
desarrollo de estos microorgnnismos en el medio de hemocultivo, pero como este elemento
no se encuentra presente en los medios en que se renliza el subceultivo, ¢stos deben ser
suplementados con Piridoxal al 0,001%, o L-cisteina al 0,05-0.1% o ambos.

Se debe sospechar la presencia de estos microorgunismos cuando s¢ observan al
Giram la presencia de cocdceas v no se obtiene desarrollo en los subeultivos en dilerentes
atmosferas (azsrobio-anacrobio).

a.- Subcultivar hemocultivos positivos en agar sangre cordern al 3% suplementado con
Piridoxal al 0,001% o L-cistcina.

b= Sembrar eruzando la superficie del agar con Staphviococcus aureus e incubar 18 hrs. a
35°%C,

c.- Observar la presencin de pequeiias colonias satélites alrededor de S. qurens.
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Métodos alternutivos.

a.- Inocular una placa de agar sangre con varius gotas del medio suplementado que contiene
gl microorganismo sospechoso.

b.- Colocar asépticamente un disco de Piridoxal (catilogo Remel N°21-137) en el drea con
mayor inoculo.

¢.- Incubar la placa por 18 hrs. a 35°C.

d.- Ohservar |n presencia de colonias sntélites alrededor del disco,

6.2.2 MICROORGANISMOS DE PARED DEFICIENTE

Se sospecha frente a un paciente con endocarditis bacteriana que presenta
hemaocultivos negativos. Para cfectuar el aislamiento se recomienda incorporar al
medio de cultivo sacarosa o manitol al 10%.

6.3 EXAMEN DE 1L.0OS CULTIVOS )
6.3.1 OBSERVACION MACROSCOPICA

TABLA N"2. Microorganismos asocindos al aspecto macrosceopico de hemocultivos

Aspecto macroscipico Microorganismo asocindo

Hemdlisis Streptococcus, Staphylococcus, Listeria spp.
Clostridium. Baciltuy spp.

Turbidez Bacilo gramnegativo acrobio,

Staphviococens, Bacteroides spp.

Formacion de vus Bacilo gramnegutivo nerabig, anaerobios
Formacidn de velo Pseudomonas spp., Bacillus spp.. levadurny
Codgulo Staplnlococens aitrenus

Colonias visibles {puntiformes) Staplylocaccus, Streptococcus

6.3.2 SELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO DEPENDIENDO DE
LA TINCION DE GRAM

TABLA N°3. Mcdios de eunltivo utilizados, segtin tincién de Gram

Gram AS Ch Mac OCNA Ana  Bruc*.
Cocacea grampositiva X X X X
Bacilo grampositivo X X X X

Cocncea gramnegativa X X X X X
Bacilo gramnegativo X X X x

* AS=agar sangre, Ch=agar chacolate. Mac— agar Mac Conkey, CNA= agar Columbia-
colistin-dcido nalidixico, Ana=agar anacrobio, Bruc—Agar Brucella.

R RANDOS M




7.0 IMPORTANCIA DEL HEMOCULTIVO EN EL DIAGNOSTICO DE
MICROORGANISMOS ESPECIALES

7.1 HEMOCULTIVOS ANAEROBIOS

En la mayoria de los centros hospitnlarios se ha observado una disminucion en el
numero de aislumiento de anaerabios, con un aumento de hongos y bacterias fastidiosas (7).
Probablemente los factores yue han contribuide a la disminucién ¢n la recuperacidn de
bacterias anncrobias han sido el uso de profiluxis antimicrobiany pre-operatoria y el uso de
terapia cmpirica de amplio espectro que cubre bien los anaerobios,

Por la reduccidn en la 1asa de aislumiento de anaerobios s¢ ha recomendado obtener en
forma rutinaria 2 hemocultivos aerdbicos v reservar la obtencion de hemocultivos anaerdbicos
cuando los datos clinicos sugicran una infeecion por anaerohios: infeccion intranbdominal,
infeccidn pelviana, ete. (28).

7.2 HEMOCULTIVOS CON REMOCION DE AGENTES
ANTIMICROBIANOS (RESINAS)

El objetivo de estos productos gue se agregan al medio de cultivo, es la remocion de
los antibioticos, para aumentar la recuperacion de bacterias en pacicntes que estén recibiendo
terapia antimicrobiana.

Aunque cn general, las botella que contienen estos productos han mostrado un
aumento en la tasa de recuperacion bacteriana (I9). el mecanismo no parcee relacionarse a fa
captacidn o inhibicién del antibidtico ya que ademas pueden influir otras vaniables como ¢l
aumento de volumen de la muestra o la wilizacidn de un medio de cultivo mas enriquecido,

Ambos sistemas (Bacl/Alert y BACTEC) disponen en la actualidad de botellas con
remocion de agentes antimicrobiunos y se ha demostrado una iayor recuperacion de bacterias
patdgenas (37), sin embargo en I eleccion del sistema, debe considerarse el alto costo de lu
hotella.

7.3 HEMOCULTIVOS PARA MICROORGANISMOS ESPECIALES
7.3 1 Micobncterias

En general Mycohacterium tuberculosis cursa con cortos periodos de bacilemia ain cn
pacientes con SIDA por lo que su recuperacion i partir de una muestra de sangre ¢s menos
frecuente que ML avinm- inrracelntlare y otras micobacterias no tuberculosas.

Cl método de lisis-centrifugacion ha sido ¢l méindo mas ampliamente utilizado. ya
que las micobacterias son microorganismos intracelulares v la lisis celular permite la
liberacion de las micobucterias lo que favorece su desarrollo, sin embargo es un método
laborioso que requiere manipulacidn de la muestra y resiembra en medios para

micobacterias (18).
En BACTEC™ [3A radiométrico (Becton Dickinson) se puede inocular la muestra
directamente en la hotella del hemocultive sin un procesamiento previo. El tiempu de

deteceion depende de In concentracion de Myeohacteriim en la sangre v de la especie de
Mycobacterium que produce fa infeccién (13). 1.a reciente introduccion de botellas para sangre




e

en el sistema BACTECMYCO/F Lytic @ (Becton Dickinson) ha mostrado resultados
comparables con los de lisis—centrifugacion (11),

7.3.2 Hongos

Las fungemias constituyen una infeceion cada vez mds frecuente principalmente en
pacientes inmunosuprimidos.

En la actualidad el método de eleccion es el de lisis-centrifugacion que recupera
levaduras y hongos dimdrficos. Sin embargo las levaduras tumbién s¢ recuperan a partir de
sistemas automatizados de hemocultivos, pero requieren subcultivo en medios adecuados y
una incubacion prolongada (12).

7.3.3 Brucella spp.

Los sistemas automatizados disponibles en la actualidad permiten una buena
recuperacion de Brucella. También lisis-centrifugacion ¢s un mélodo de eleccion que recupera
Brucella mejor que el tradicional método de Castafieda,

Es necesario en los casos en que existe la sospechu ¢llnica de Bruceflo, que la muestra
se incube mas de 7 dias y en el caso de los sistemas automntizados, se recomicndn ¢l
subcultivo ciego terminal a los 7 y 14 dias (32).

7.3.4 Campylobuacier spp.

Sc recupera bien a partir de los sistemas automatizados y por lisis~centrifugacion, sin
emburgo el subcultivo debe ser en medios suplementados para lograr ¢l aislamiento del

microorganismao e incubados a ln lemperatura y atmosfera (ue requicre esta bacterin Tistidiosa
(32).

7.3.5 Legionellu spp.

Hay pocos casos descritos de bacteremia por Legionella. En sistemas automalizados sc
requieren los subcultivos terminales ciegos en medios de cultivos suplementados (39),

7.3.6 HACFEK

El mmino HACEK us un acrénimo para un grupo de bacilos gram negativos
fastidiosos que incluyen a Hacmophilus aplirophilus, Actinobacilius actinomycetemeomitans,
Cardiohacterium hominis, Eifenclia corrodens y Kingella kingae.

Estas bacterias s¢ recuperan en hemocultivos de pacientes con endocarditis
infecciosa. aunque pueden aislarse a partir de otros focos infecciosus. Lus recomendaciones
para los hemocultivos en que exista la sospecha clinica de infeccidn por HACEK son:
Mantener la incubacion inicial por 7 a 14 dias y efectuar subcultivo terminal u los 7 y 14
dias (39)
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7.3.7 Bartonelin henseiae

Agente etiolégico de la angiomalosis bacilar en pacientes con SIDA y de la
enfermedad por arafiazo de gato.

El método recomendado para su aislamicnto en sangre es ¢l de lisis-centrifugacion con
cultivo del sedimento en ugar sangre de cordero con atmoésfera de 5 % de CO; por un perfodo
de incubacion de al menos 7 dfas (39)

8.0 INTERPRETACION DE RESULTADOS

8.1 DIFERENCIACION DE BACTEREMIA VERDADERA VERSUS
CONTAMINACION

No tndos los hemocultivos positivos son clinicamente significativos. Se acepta un
porcentaje de contaminacion que varin entre un 2 a 3% y representa costos muy altos para
las instituciones y los pacicntes. Esta contaminacion sc atribuye principalmente a una
contaminacion durante o foma de la muestra, ya que con los sistemas de hemocultivos
automatizados. la posibilidad que se contuminen en ol laboratorio es remota, En la

actualidad, Ia tasa de contaminacién de los hemocultivos, constituye un indicador de
calidad (13).

Se han propuesto algunas recomendaciones que permiten predecir una bacteriemia
verdadern, sin embargo ln decision final de Ia significancia clinica de un hemocultivo positivo,
depende cn ultima instancia de 1a presentacion clinica y del curso de la enfermedad en un
paciente determinado.

8.1.1 TIPO DE MICROORGANISMO

Cuando el microorganismo aislado corresponde u florn de la piel, es necesario
diferenciar si sc trata de una bacteriemin verdndera o de una contaminacion.

Clisicamente se ha establecido que un 94% (153/163) dv Stapindococcus coagulasa
negativo aislados de un sélo hemocultivo, corresponden a contaminaciones. Lo mismo ocurre
en el 94 % (17/18) de Baciflus spp., 99% (73/74) de Propionibacterinn acnes, 79% (26/33) de
Corynehucterinm  spp., 0% (8/16) de Clostiidium  perfringens v 48% (12/25) de
Streptococeus vividans . Sin embargo, estos pueden ser considerados patdgenos cuando se
aislan en hemoculiivos muiltiples, cuando corresponden a pacientes inmunosuprimidos o a
pacientes portadores de dispositivos protésicos como catéteres venosos cenirales. protesis
artopédicas, protesis vasculares o vilvulas de derivacion ventriculo-peritoneal (27),

En la actunlidad Stapiylocaccns coagulasa negativo es la principal causa de
bacteriemia intrahospitalaria y la mayoria de las veces se relaciona al uso de caréteres venosos
centrales (16).

8.1.2 HEMOCULTIVOS POSITIVOS MULTIPLES Al MISMO
MICROORGANISMO (TFig. N" 3)

Se¢ considera como bacteriemin verdadera cuando se  nisln ¢l mismo
microorganismo en varios hemocultivos, aunque sean microorganismos de o piel. Sin
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embargo, se debe considerar que ¢l valor predictivo positive de aislar Staphiylococcus
coagulasy negalivo en hemocultivos, estd aumcniando, llegando a ser de 26% en unu
poblacién de alto riesgo: transplantes de médula 6sca, neoplasias hematoldgicas y pacientes
multi-invadidos en unidades de cuidados intensivos. Ademéas un 26% de los pacientes con
bacteriemia verdadera por Staphylococcus coagulasa negativo diugnosticada por criterios
clinicos objetivos, tenian sélo un hemocultivo positivo (14).

8.1.3 TIEMPO DE INTERVALO HASTA LA POSITIVIDAD

En general los contaminantes, por encenfrarse en hajo mimero, requieren un tiempo de
incubacitn prolongada (16). Sin embargo, esta variable no puede ser considerada por si sola
como predictor de contaminacion o bacteriemia verdadera

5 8.1.4 HEMOCULTIVOS POSITIVOS MAS UN CULTIVO DE SITIO
ESTERIL POSITEVO PARA EL MISMO MICROORGANISMO

Esie es uno de los criterios que sc utiliza para el diagndstico confirmado de
bacieriemia relacionada a catéter venoso central, cuande en la punta del catéter se nisla en
un recuento significativo (<13 ufc) el mismo microorganismo que cn ¢l hemocultivo (21).

8.2 HEMOCULTIVOS ORTENIDOS A TRAVES DE CATETERES VENOSOS
CENTRALES

E£n la actualidad ¢! método recomendado para el diagndstico de infeccion refacionado a
catéteres venosos centrales, sin retiro del mismo, son los hemocultivos cuantitativos (21), que
cunsiste ¢n la comparacién entre los recusntos obtenidos por sangre periférica y de sangre por
el catéter. Se acepts yue un de 5-10 veces mas en la sangrs por catéier que en fa periferia tiene
un alta valor predictivo parg bacteriemia relucionada al CVC (19, 20)(41,24).

Recientemenle s¢ ha descrito que los diferentes tiempos de incubacidn en sistemas
automatizados entre las muestras de sangre obtenida por ¢l catéter v sangre obtcnida por
puncion periférica, podrian ser de utilidad en el diugndstico de bacteriemia relacionada a
catéter {5,17).

83 INTERPRETACION CLINICA DE LOS RESULTADOS DE
HEMOCULTTVOS

La presencia de un hemocullivo positivo debe interpretarse 4 la luz del cuadro clinico,
el agente aislado y el ndmero de cultivos positives, para asi decidir cuan significativo puede
ser un resultado determinado. Cuando se aisla agenles come S awreny, Enterobacterias, S.
prewmonice, Micobacterias u hongos levaduriformes, la probabilidad de que representen una
infeccion verdadera es mayor al 90%. En cambio agentes tales como Corynebacierium spp.
Bacillus spp. o Propionibactertun acnes no constituyen una bacteriemia verdadera en la gran
mayorfa de los casos {38). La diferenciacion de bacteriemin verdadera versus conlaminacion
para ¢ caso de log Staphviococcus coagulasa negativa, ya ha sido analizada en un parrafo
anterior.




Cuando asistimos a la presencla de bacteriemias por mas de un agente, deberemos
utilizar los mismos criferios antes mencionados paru cada microorganismo aislado, para asi
decidir si constimyen o no verdaderos patogenos. En situaciones tales como abscesos
intraabdominales. infecciones de catéteres, neutropénicos febriles con mucositis intensa o
grandes quemados, no ¢s infrecuente aislar mds de un agente en hemocultivos. Sin embargo en
la grun mayoris de las sitnaciones clinicas, las bactericniias o fungemias son por un
microorganismeo tnico.

Par tltimo en un cuarto a un tercio de los episodios de bacteriemia, no existe un
foco clinico evidente (26), lo cual obligard a la bisqueda de sistemdtica de la fuente de
inteccion. Ello es muy importante, por la necesidad de planificar la duracién del
tratamiento {¢j. Endocarditis infecciosa) y también para determinar si existen focos
supurados que requieran de procedimientos de drenaje adicionales a la terapia
antimicrobiana.

9.0 INFORME DE RESULTADOS
9.1 PREINFORME

Informar de inmediato al médico si se observan bacterias al Gram, indicando:
cantidad, morfologia y agrupacion. Si dispone de sistemas awtomatizado, informe las horas
transcurridas hasta la positividad.

9.2 INFORME DEFINITIVO

Indicar el perindo de incubacion durante ¢l cual no se observé desarrollo cuando
se emite un informe negativo.

Para un hemocultivo positivo informar ¢l microorganismo identificado con su
respecliva susceptibilidad a antimicrobianos cuando corresponda.

Se debe notificar al clinico todos los resultados. incluidos los presuntos
contaminanics.

10.0 ENVIO AL LABORATORIO DE REFERENCIA

Enviar al Laboratorio de Referencia del Instituto de Salud Pablica en casu de
aislamiento de bacterias como: Salmonella spp., Brucella, Neisseria meningitidis.
Streptococcus pnenmoniae provenientes de cuadros invasores, Haemophilus inflienzae,
Leptospira { solo muestras de suero), para confirmacion y vigilancia cpidemiolégica de
acuerdo a lo indicado en el reglamento N® 712 sobre notificacion de enfermedades
transmisibles.
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