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6.1.1

RESUMEN

Introduccién: El hemocultivo continta siendo desde 1970 el Gold standar en la
deteccion de bacteriemia y fungemia.l? Actualmente existen métodos de
identificacion sistematizados por sensor de colometria, en la cual evalla la
presencia y produccidn de diéxido de carbono disuelto en el hemocultivo, producido
por el metabolismo de algunas bacterias, capaz de inhibir antibidticos previamente
utilizados por el paciente.® Biomerux dispone de hemocultivos de adultos
BacT/AlerT PA y pediatrico BacT/AlerT Pf. Objetivos. Determinar la eficacia del
hemocultivo BacT/ALERT PF vs BacT/ALERT FA en la determinacion del
crecimiento bacteriano en pacientes con sospecha de sepsis. Resultados. 46
pacientes pediatricos acudieron a la emergencia con sospecha de sepsis. De los 46
hemocultivos BacT/AlerT PA plus, 5 resultaron positivos y 41 negativos; los
hemocultivos BacT/AlerT PF plus 12 resultaron positivos y 34 negativos. Se aplic
la prueba estadistica chi cuadrado con un grado de libertad de 1, significancia de
0.05y p de 0.95, se evidencio6 chi cuadrado de 2.87 y chi critico 3.8415; por lo que
los hemocultivos BacT/ALERT PF plus realizados a pacientes con sospecha de
sepsis, no demostraron tener mayor eficacia que los hemocultivos BacT/ALERT PA
Plus en la determinacion del crecimiento bacteriano, sin embargo, se obtuvo una
concordancia moderada entre ambos hemocultivos, indicando que, aunque la
concordancia no es muy buena, el hemocultivo pediatrico replica en alguna medida
en los resultados de los hemocultivos de adultos en la determinacién del crecimiento
bacteriano en pacientes con sospecha de sepsis. Conclusiones En el presente
estudio, el hemocultivo pediatrico constituye el método mas adecuado para el
diagnéstico de sepsis en el paciente pediatrico. EI hemocultivo pediatrico no es
estadisticamente significativo comparado con el hemocultivo de adulto. Tanto el
hemocultivo pediatrico como el adulto demostraron tener un indice de concordancia
moderada, sin embargo, el hemocultivo pediatrico demostré ser superior, 26%
respecto al 11% del hemocultivo de adulto.

Palabras clave: Hemocultivo, Biomerux, BacT/AlerT PA plus, BacT/AlerT PF plus.



I. INTRODUCCION

En 2016, el grupo de trabajo formado por expertos en sepsis de la European Society of
Intensive Care Medicine y de la Society of Critical Care Medicine, han definido la sepsis
como “la disfuncion organica causada por una respuesta anémala del huésped a la infeccidn
gue supone una amenaza para la supervivencia”. !

El hemocultivo constituye el principal método que permite el aislamiento y la identificacion de
los agentes causales de infeccién del torrente sanguineo. Existen diferentes tipos de
hemocultivos, dentro de los cuales se puede mencionar aerobios, anaerobios, hongos y
micobacterias, asi también pediatricos y adultos.?

Dentro de las principales diferencias entre el Hemocultivo pediatrico vs adulto, se encuentran
la cantidad de volumen sanguineo que requieren, ya que en adultos estad indicado la
administracion de un volumen sanguineo de 5 a 10cc, mientras que en nifios esta indicado
un volumen sanguineo de 1.5 a 3cc. Estas diferencias se deben principalmente a que se ha
demostrado que en la circulacibn de un paciente pediatrico existe mayor cantidad de
microorganismos por cm® de sangre; y que el medio para hemocultivo pediatrico contiene
resinas las cuales son susceptibles a una menor cantidad de volumen sanguineo. 3

Los medios de hemocultivos utilizados en el hospital Roosevelt son principalmente para
obtencion de muestras sanguineas para pacientes adultos BacT/AlerT PA Plus y estos
mismos son utilizados para pacientes pediatricos, que en ocasiones la obtencién de un
acceso venoso para la extraccion de sangre es dificil, debido al calibre vascular mas
pequefio, mala perfusién periférica, prefiriendo asi el inicio de reanimacion hemodinamica y
estabilizacion de paciente o asi mismo la administracion inmediata de antibiéticos; esto
generaria la obtencién de un volumen menor de muestra por lo que se veria afectado los
resultados y asi mismo podria no recibir el tratamiento adecuado, es la razén por la cual se
decidio realizar este estudio, para determinar el crecimiento bacteriano utilizando el mismo
volumen de muestra sanguinea obtenida del mismo paciente que ingresa a la emergencia de
pediatria del Hospital Roosevelt. Se introdujo en cada medio de hemocultivo (pediatrico y
adulto) la muestra de sangre necesaria y luego se determiné la eficacia que presenta cada
hemocultivo, pediatrico y adulto en la determinacién del crecimiento bacteriano en pacientes
con sospecha de sepsis a un total de 46 pacientes que cumplieron con los criterios de
sospecha de sepsis. Posteriormente se observo que de los 46 hemocultivos BacT/AlerT FA
(adultos) plus, 5 resultaron positivos y 41 negativos; los hemocultivos BacT/AlerT PF
(pediatrico) plus 12 resultaron positivos y 34 negativos. Se aplicé la prueba estadistica chi
cuadrado con un grado de libertad de 1, significancia de 0.05 y p de 0.95, se evidencié chi
cuadrado de 2.87 y chi critico 3.8415; por tanto se concluyé que los hemocultivos
BacT/ALERT PF plus realizados a pacientes con sospecha de sepsis, no demostraron tener
mayor eficacia que los hemocultivos BacT/ALERT PA Plus en la determinacion del
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crecimiento bacteriano, sin embargo, se obtuvo una concordancia moderada entre ambos
hemocultivos, indicando que, aunque la concordancia no es muy buena, el hemocultivo
pediatrico replica en alguna medida en los resultados de los hemocultivos de adultos en la
determinacion del crecimiento bacteriano en pacientes con sospecha de sepsis



. ANTECEDENTES

La bacteriemia se define Unicamente como la presencia de bacterias en sangre
independientemente de su magnitud, persistencia o respuesta que provoca en el huésped
demostrada por un hemocultivo positivo*>6. El término fungemia hace referencia a la
presencia de hongos en sangre. Ambas son complicaciones graves de las infecciones
bacterianas y fangicas, respectivamente, y se producen cuando los microorganismos invaden
y se multiplican en el torrente sanguineo. Asi, desde 1991 en un consenso conferencia, se
basan en el término de sepsis es producida de una respuesta infamatoria sistémica (SIRS)
en la que se presentan sintomas relacionados al proceso infeccioso.*

Las definiciones de sepsis y shock séptico que conocemos hasta la actualidad, centradas en
la respuesta infamatoria del huésped, han permanecido practicamente invariables desde la
primera conferencia de consenso, realizada alla por el afio 1991. Los avances en el
conocimiento de la fisiopatologia de la sepsis, entendida hoy como una respuesta del
huésped a la infeccion mas amplia, que involucra no sélo la activacién de respuestas pro y
antiinflamatorias, sino también modificaciones en vias no inmunolégicas (cardiovascular,
autondmica, neuronal, hormona, energética, metabodlica y de coagulacién) han llevado a
revisar las definiciones de sepsis y shock séptico. Asi, el grupo de trabajo formado por
expertos en sepsis de la European Society of Intensive Care Medicine y de la Society of
Critical Care Medicine, han definido la sepsis como “la disfuncién organica causada por una
respuesta andémala del huésped a la infeccion que supone una amenaza para la
supervivencia”.l

El hemocultivo microbiolégico de la sangre constituye el principal método de certeza que
permite el aislamiento y la identificacion de los agentes causales de infeccién del torrente
sanguineo, en los casos de septicemia, el Unico examen que permite su confirmacion. El
hemocultivo se define como el cultivo de una muestra de sangre obtenida por una puncién
independiente en la cual se introduce en un medio especial enriquecido en el cual luego sera
procesado e identificara al microrganismo que produce la infeccién.2:34

En el Hospital Roosevelt en el afio 2016 acudieron a la emergencia de pediatria 96 pacientes
con diagndstico de sospecha de sepsis, a quienes se realiz6 hemocutivo de adulto, de los
cuales Unicamente el 22% dieron resultado positivo. Es importante revisar algunas
caracteristicas de los hemocultivos tales como: Clasificacion, indicacién, toma de muestra,
diferenciacion de bacteriemia o contaminacién, sangre por catéter o puncion periférica,
utilidad de hemocultivos pediatricos o adultos, sistemas de hemocultivos y la interpretacion
de los resultados.



1. Sepsis

La sepsis es una respuesta sistémica y perjudicial del huésped a la infeccidén que provoca la
sepsis grave (disfuncién organica aguda secundaria a infeccion documentada o supuesta) y
choque septicémico (sepsis grave sumada a hipotensién no revertida con reanimacion
mediante fluidos).1234

La sepsis grave y el choque septicémico son grandes problemas de asistencia sanitaria, que
afectan a millones de personas en todo el mundo cada afo, una de cada cuatro personas
muere a causa de ellos, y la incidencia de ambos es cada vez mas acuciante.

Mientas que la sepsis en nifios es una causa mayor de muerte en los paises industrializados
con UCI sumamente modernas, la mortalidad general por sepsis grave es mucho mas baja
gue en adultos, con una estimacion que oscila entre el 2% y el 10%.2

La sepsis neonatal se define como un Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SRIS)
en la presencia o como resultado de infeccion probada o sospechada durante el primer mes
de vida extrauterina’®%. Segun la edad de presentacion puede ser clasificada de manera
arbitraria en sepsis temprana, si aparece en los primeros 3 dias de vida, que es debida
generalmente a microorganismos adquiridos de via materna y sepsis tardia, la cual se
presenta después de los 3 dias de vida extrauterina y es causada frecuentemente por
microorganismos adquiridos después del nacimiento; esta Ultima puede ser de adquisicion
nosocomial o de la comunidad.

Las definiciones de sepsis, sepsis grave, choque septicémico y sindromes
disfuncion/insuficiencia multiorganica son similares a las definiciones de adultos, pero
dependen de la frecuencia cardiaca, la frecuencia respiratoria y los valores umbrales de la
cifra de leucocitos especificos segun la edad.

1.1 Etiologia

Los microorganismos mas comunmente implicados varian segun la edad del paciente
pediatrico, es por eso muy importante tener en cuenta que a la etiologia de la sepsis en el
paciente pediatrico el germen a considerar se basara en la edad y epidemiologia de cada
region, ya que de acuerdo a esto tomaremos en cuenta el tratamiento necesario segun el
germen de acuerdo a la edad.

En la sepsis neonatal difieren entre instituciones, sin embargo los Gram negativos como
Klebsiella pneumoniae, Escherichia Coli, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella han sido
reportados como importantes agentes etioldgicos de sepsis, sobre todo en la sepsis de
presentacion temprana. De los microorganismos Gram positivos, el estreptococo del grupo B,
Staphylococcus aureus, estafilococos coagulasa negativo y Listeria Monocytogenes son los
mas comudnmente aislados.>¢

1.2 Factores de riesgo

La sepsis neonatal temprana se encuentra asociada cominmente a ruptura prematura y

prolongada (mas de 18 horas) de membranas, corioamnionitis, colonizacién del tracto genital

con Estreptococo del Grupo B, infeccion de vias urinarias, edad de gestacién menor de 37

semanas, restriccion en el crecimiento intrauterino, asfixia al nacimiento y sexo masculino, lo

cual puede estar relacionado con genes inmunorreguladores ligados al cromosoma X. En
4



paises en vias de desarrollo el acceso a los servicios de salud y el nivel sociocultural son
factores agregados. Otros determinantes de riesgo incluyen historia de inmonudeficiencias y
algunos errores del metabolismo, tal como la galactosemia.”®

Tabla 1. Factores de riesgo para la infeccion neonatal

SEPSIS VERTICAL . SEPSIS NOSOCOMIAL
- Prematuridad - RN Muy Bajo Peso
- Rotura prematura de membranas - Catéreres intravasculares
- Rotura prolongada de membranas . Otros artefactos (rubo endotra-

G . : *al, sondajes, etc
- Signos de coricamnioniris queal, sondajes, etc)

1 s e TR .
- Liquido amnidtico maloliente - Nutricién parenteral

- Hipoxia fetal/ depresién al nacimiento - Antibioterapia previa

- Infeccién urinaria materna sin tratamiento - Cirugia
0 Con tratamiento incorrecto

- Gérmenes patdgenos en el canal del parto
(especialmente estreptococo agalactiae)

© Asociacion Espafiola de Pediatria. Prohibida la reproduccion de Jos contenidos sin la autorizacion correspondiente.
Protocolos actualizados al afo 2008, Consulre condiciones de uso y posibles nuevas actualizaciones en [ 9

1.3 Manifestaciones Clinicas

El diagnéstico inicial de sepsis es clinico, de ahi que haya que efectuar un examen fisico
muy detallado del paciente en busca de cualquier signo o sintoma, sabiendo que las
manifestaciones clinicas suelen ser inaparentes, inespecificas, a veces, de aparicién tardia;
otras, las menos, el inicio de la clinica es fulminante, con shock séptico, sin que exista tiempo
a realizar el diagnéstico.

El distres respiratorio es el signo mas comun y su presentacion clinica puede variar desde
pausas de apnea a un grave sindrome respiratorio que requiera apoyo ventilatorio; signos
cardiocirculatorios, (bradicardia con deterioro del estado general, taquicardia, hipotension...),
neurologicos (irritabilidad, hipotonia, tremor/convulsiones...), digestivos (rechazo del
alimento, mala tolerancia digestiva, distensién abdominal, cutaneos (coloracion palido-
grisacea, petequias, ictericia precoz), asi como la mala regulacion de la temperatura (es mas
frecuente la hipotermia en el prematuro y la hipertermia en el nacido a término), suelen estar
presentes en las infecciones neonatales.”®

El diagnéstico temprano y oportuno de sepsis neonatal no es facil porque las
manifestaciones clinicas son inespecificas y pueden avanzar rapidamente a estadios mas
avanzados. Los signos de alarma identificados por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) son los siguientes: convulsiones, rechazo al alimento, dificultad respiratoria,
hipoactividad, polipnea. Las manifestaciones clinicas son inespecificas y muy variadas
dependiendo de la gravedad de presentacion. Algunas de las principales son: distermias,

5



dificultad respiratoria, ictericia, apneas (con mas frecuencia en prematuros), distension
abdominal, hepatomegalia, letargia, sangrados, hipoactividad, palidez, oliguria, cianosis, piel
marmorea, crisis convulsivas, irritabilidad, esplenomegalia, vomito, diarrea, hipotensién
arterial, petequias o equimosis, trombocitopenia y acidosis.’

Infeccién, documentada o sospechosa, y los siguientes factores:

Variables generales
Fiebre (> 383°C)
Hipotermia (temperatura base < 36°C)
Frecuencia cardiaca > 90/min™' 0 mas de dos sd por encima del valor normal segin la edad
Taguipnea
Estado mental alterado
Edema importanie o equiibrio positivo de fluldos (> 20 mL/kg mi/kg duranie mds de 24 h)
Hiperglucemia (glucosa en plasma > 140mg/dL o 7.7 mmol/l) en susencia de diabetes
Vanables inflamatonas
Leucocitosis (recuento de glébutos blances [WBC] > 12 000 pl~")
Leucopenia (recuento de gidhulos blancos [WBC] < 4 000 pL~*)
Recuento de WBC normal con mds del 109 de formas inmaduras
Proteina C reactiva en plasma superior a dos sd por encima del valor normal
Procalcitonina en plasma superior a dos sd por encima dal valor normal
Varlables hemodindmicas

Presidn arterial sistdlica (PAS) < 90 mm Hg, PAM < 70mm Hg o una disminucidn de a PAS > 40 mm Hg en adultos o inferior a
dos sd por debajo de lo normal sequn la edad)

Vanables de disfuncsdn organica
Hipoxemia arterial (Pao,/Fo,< 300)
Ofiguria sguda (diuresis < 0,5ml/kg/h durante al menos 2 horas a pesar de una adecuada reanimacion con fluidos)
Aumento de creatinina > 05 mg/dL or 44,2 pmoi/L
Anomakias en la coagulacion (RIN > 1,5 0 aPTT > 60 5)
ieo (ausencia de borborigmos)
Trombocitopen:a (recuento de plaquetas < 100 000 pL~")
Hiperbilirrubinemia (bilirrubina total en plasma > 4 mg/dL o 70 pmol/L)
Variables de perfusion Usular
Hyperlactatema (> 1 mmol/L)

Reduccion en llenado capilar o moteado

WBC = gibbulo blanco; PAS = presion arteral sistobca; PAM = presaon artenal meda; RIN = razon intemacional normalkeada; P TT = tierpo de romboplastine
parcial actvado,

Los criterios para o diagndéstico de sepsis en & poblacidn pedidtrica son signos y sintomas de oflamacdn o infeccién con hipertarming o hipotamia (temparatusa
rectyl > 385 0 < 35"C). taguicardia (puede no observarse an paciones hipotdmicos) y ol mence alguna de ks siguisntes indicaciones de funcitn ongdnica
alterada: estado mental alterado, hipoxemia, aumento del nivel de lactato en suero o pulso saltdn.

Adaptacion de Lavy MM, Fink MP, Marshall JC, et a: 2001 SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS Intemationad Sepse Defintions Confarence. Crif Care Med 2003;

311 1250-1256. 2




TABLA 2 SEPSIS GRAVE

Definicidn de sepsis grave = hipoperfusion tisular o disfuncién organica inducida por sepsis (cualquiera
de los siguientes casos debido a la infeccién)

Hipotensidn inducida por seps:s

Lactato por encima de los limites maxmos normales de laboratorio

Diwresis < 0,5 mi/kg/h durante més de 2 h a pesar de una reanimacion adecuada con fluidos
Lesion pulmonar aguda con Paa /Fio < 250 con ausencia de neumonia como foco de mnfeccion
Lesién pulmonar aguada con Pao./Fio.< 200 por neumonéa como foco de infeccidn

Creatinina > 20mg/dL (1768 pmal/L)
Bilirrubima > 2mg/dL (34,2 pmol/L)
Recuento de plaguetas < 100 000 pl

Coagulopatia (razdn internacional normalzada > 1.5)

Adaptacon da Lavy MM, Fek MP, Marshall JC, et al: 2001 SCCM/ESICM/ACTP/ATS/SIS International Sepais Dedinitions Conderance. Cat Cave Med 2003
31: 1250-1256

1.4 Diagnostico

La sospecha clinica es lo principal para poder llegar al diagndstico de sepsis neonatal e
idealmente confirmarse con cultivos positivos en sangre, orina, liquido cefalorraquideo (LCR)
u otros sitios normalmente estériles. El diagnéstico debe hacerse oportunamente para poder
instalar un tratamiento adecuado.*?

Ante cualquier cuadro sugestivo de sepsis, se debe realizar estudio diagndstico completo. En
sepsis temprana se deben incluir hemocultivos (central y periféricos) y cultivo de liquido
cefalorraquideo. En sepsis tardia se debe incluir ademés urocultivo. En casos de infecciones
localizadas, se debe cultivar el sitio de infeccion.®

Sepsis vertical confirmada: RN menor de 72 horas de vida, con clinica y biologia de sepsis
y hemocultivo positivo. En RN mayores de 72 horas de vida se necesita para el diagnéstico:
factores de riesgo de transmision vertical, clinica y biologia de sepsis, hemocultivo positivo a
germen tipico de transmision vertical y ausencia de datos sugerentes de infeccion
nosocomial.

Sepsis vertical clinica: RN menor de 72 horas de vida, con existencia de factores de riesgo
de transmisién vertical, administracion de antibiéticos intraparto, clinica y biologia de sepsis y
hemocultivo negativo.

Bacteriemia vertical: RN menor de 72 horas de vida, factores de riesgo de transmisién
vertical, no clinica ni biologia de sepsis y hemocultivo positivo a germen tipico de transmision
vertical.

Sepsis nosocomial confirmada: RN mayor de 72 horas de vida y menor de 28 dias, con
clinica y biologia de sepsis y hemocultivo positivo. En RN menores de 72 horas de vida se
necesita para el diagnéstico: factores de riesgo de transmision horizontal, clinica y biologia
de sepsis, hemocultivo positivo a germen tipico de transmision horizontal, ambiente
epidémico y ausencia de factores de riesgo de transmision vertical.

Bacteriemia nosocomial: RN mayor de 72 horas de vida y menor de 28 dias, factores de
riesgo de transmisién nosocomial, no clinica ni biologia de sepsis y hemocultivo positivo.®



1.5 Exdmenes bacterioldgicos

La prueba de infeccion bacteriana viene dada por el aislamiento del germen causante de
dicha infeccion y esto se realiza mediante cultivos procedentes de los distintos fluidos
corporales.

Hemocultivo es considerado “patron de oro” para el diagnostico de sepsis.t?578
Aproximadamente, solo un 30 por ciento de los hemocultivos daran resultados positivos.?°

Hemocultivo

En el afio 1993 se publicé el nimero 3 de los Procedimientos en Microbiologia Clinica
titulado Hemocultivos. Desde entonces se han producido importantes cambios en la
incidencia y en la etiologia de la bacteriemia y la fungemia, asi como en los métodos para
detectarlas.® Actualmente existen métodos moleculares de deteccién rapida, los cuales no
reemplazan al hemocultivo como Gold Estandar.'’

Se define como hemocultivo al cultivo microbioldgico de una muestra de sangre obtenida por
una puncioén independiente.*

Indicaciones

Los hemocultivos se pueden clasificar segun el tipo de paciente, pues los microorganismos
son distintos segun si se trata de un paciente inmunosuprimido o inmunocompetente,
pacientes adultos o pediatricos o si se trata de enfermos que estén o no bajo terapia
antimicrobiana.®

Segun la toma de la muestra pueden ser hemocultivos periféricos o centrales (obtenidos a
través de un catéter venoso central). También pueden clasificarse segun el tipo de
microorganismos que se esté investigando, ya que se requieren distintos sistemas de
hemocultivos segun si se sospechan bacterias aerbbicas, anaerdbicas, micobacterias u
hongos. Por Ultimo, se pueden clasificar segin la metodologia de los distintos sistemas de
hemocultivos en métodos convencionales (manuales), en sistemas semiautomatizados como
el sistema lisis-centrifugacion o en sistemas automatizados como BACTEC, BacT/Alert,
Septichek, etc. 511



CLASIFICACION DE LOS HEMOCULTNOSI

[
I I I ]

SEGUN TIPO SEGUN TOMA SEGUN TIPO DE SEGUN LA
DE PACIENTE DE LA MUESTRA MICROORGANISMO METODOLOGIA
Pediatrico Centrales n Bacterias || Manuales
aerobicas
|| Adulto Periféricos n Bacterias n Semi-
anaerobicas automatizados
|_| Inmunocempetente Bacterias | | Automatizados
Fastidiosas
Inmunosuprimido | | Micobacterias
Hongos

Fuente Pefa P. Procedimientos y controles de bacteriologia laboratorio clinico dr. Mauricio
Heyermann Torres de Angol.'!

o Comparacién de los sistemas manuales versus los automatizados

I SISTEMAS MANUALES |
I INOCULACION DE LA MUESTRA (10 ml) I
BOTELLA CON MEDIO DE CULTIVO
(aerébico-anaerébico)

DETECCION VISUAL DEL DESARROLLO MICROBIANO I

(1 vez al dia por 7 dias: turbidez, hemolisis, gas, velo)

Tincién de Gram Resiembra ciega
Resiembra alas 24 hrs. y 7 dias

Fuente Pefia P. Procedimientos y controles de bacteriologia laboratorio clinico dr. Mauricio
Heyermann Torres de Angol.'!



HEMOCULTIVOS AUTOMATIZADOS J

]

INOCULACION DE LA MUESTRA (10 mi)

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

DETECCION DEL DESARROLLO MICROBIANO (CO2) CONTINUO
(radiomeétrico-espectrofotomeétrico-colorimétrico-fluorimétrico

COMPUTADOR: Indice de crecimiento
Grafico de crecimiento

Descarga de botellas Eliminacion de botellas
Tincion de Gram-resiembra (sin subcultivo)

Fuente Pefa P. Procedimientos y controles de bacteriologia laboratorio clinico dr. Mauricio
Heyermann Torres de Angol.?

a. Sistemas Manuales

El medio de cultivo debe contener 0,025 a 0,05% de polianetolsulfonato de sodio (SPS)
como anticoagulante. Este inhibe la actividad bactericida del suero contra muchas bacterias y
la fagocitosis, ademas inactiva el complemento, neutraliza lisozimas y algunos antibiéticos
del grupo de aminoglicésidos. Peptostreptococcus, Gardnerella y algunas cepas de
Neisseriaspp. son inhibidas por el SPS, este efecto puede ser neutralizado suplementando el
medio con gelatina 1,2%.!

b. Sistemas semiautomatizados: lisis-centrifugacion

Consiste en un tubo de lisis cuyo contenido es polianetolsulfonato de sodio como
anticoagulante, saponina como agente litico de eritrocitos, leucocitos y macréfagos,
polipropilenglicol como antiespumante y un fluoroquimico inerte de alta densidad. Luego se
somete a la muestra a una centrifugacién a alta velocidad que permite la concentracion de
microorganismos en el sedimento que se siembra en medios de cultivo especificos.!?

En general, este método permite mejorar en un 25 a 50% la deteccién de hongos
levaduriformes y filamentosos, se considera el método de eleccién en bacteriemias por
Micobacterias (pacientes HIV) y permite realizar hemocultivos cuantitativos que son Utiles
para diagnostico de bacteriemia relacionada a Catéter Venoso Central.'!
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c. Sistemas Automatizados

Los sistemas automatizados consisten basicamente en botellas con diversos medios de
cultivo (aerdbicos, anaerdbicos, hongos, micobacterias y con resinas que captan antibiéticos)
que se incuban en equipos que agitan constantemente las muestras y que poseen modernos
sistemas de deteccién microbiana. 1112

Estos se basan en la deteccion de productos del metabolismo bacteriano (CO2) mediante
técnicas radiométricas, espectrofotométricas, fluorométricas y/o colorimétricas. El
computador asociado a los equipos relaciona las mediciones con indices y/o graficas de
crecimiento microbiano que dan un aviso cuando la deteccién sobrepasa un punto de corte.
Las botellas se descargan, se hace una tincion de Gram y se informan precozmente.!%12

2. Toma de muestra

Se ha documentado que el mejor momento para obtener la muestra de sangre es entre 2
horas a 30 minutos antes del pico febril. Thomson y Evans demostraron en 78 episodios de
bacteriemia que el 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-pico febril
en comparacion con las muestras obtenidas durante el pico febril (8%) y las muestras
obtenidas entre 12 y 2,5 horas pre-pico febril o las muestras obtenidas 1 a 12 horas post-pico
febril 1112

Por esto el mejor momento seria antes del inicio del pico febril el que puede ser precedido
por calofrios. Sin embargo, dado que este momento no se puede predecir, se recomienda en
forma arbitraria obtener dos hemocultivos en 24 horas separados por 30 a 90 minutos o bien
obtener los dos hemocultivos al mismo tiempo, de diferentes sitios de puncién, si se trata de
un paciente que va a requerir inicio inmediato de antimicrobianos.3910.11

2.1 Método de obtencién de la muestra

La muestra debe obtenerse por puncidn periférica (venosa o arterial), siempre por una nueva
puncion y debe ser la primera muestra que debe obtenerse si existe indicacion de otros
examenes. La muestra obtenida por catéter venoso central en una muestra inadecuada, ya
que estudios de microscopia electronica han revelado que el 100% de los catéteres se
colonizan con microorganismos de la piel a las 48 horas de instalados.'1?

2.2 Preparacion de la piel

Después de la palpacion de la vena, la piel debe ser lavada con povidona yodada, lavador
quirdrgico, con gluconato de clorhexidina al 2-4% o con agua y jabén. La desinfecciéon de la
piel se realiza con povidona yodada, tintura de yodo o con clorhexidina alcohdlica, segun lo
que se haya utilizado como lavador, aplicado en forma excéntrica desde el sitio de puncion
elegido. Se debe esperar que el antiséptico se seque para que ejerza su accion residual.1%1?
Si se utiliza tintura de yodo, se debe retirar completamente con agua para evitar
guemaduras. Siempre la puncién debe ser efectuada con guantes estériles.>11
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2.3 Volumen de la muestra

Para la gran mayoria de los sistemas automatizados este volumen es de 10 ml para adultos
y es variable para los nifios segun la edad: 1 a 2 ml para recién nacidos, 2 a 3 ml para
lactantes de 1 mes a 2 afios, 3 a 5 ml para nifios mayores de 2 afios y 10 ml para
adolescentes.%10.11.12

2.4 Inoculacién de las botellas

En el caso de los sistemas automatizados, se debe descontaminar el tapén de goma antes
de puncionar la botella con alcohol y esperar que se seque, ya que no se garantiza la
esterilidad de este. Existen controversias respecto al cambio de aguja antes de inocular la
muestra en la botella, sin embargo, un meta-andlisis reciente demuestra que el cambio de
aguja disminuye el porcentaje de contaminacion. En el caso de los sistemas manuales que
no son sellados, se debe destapar el frasco para inocular la muestra.*

2.5 Nimero de los hemocultivos

La recomendacion general es obtener dos hemocultivos en un periodo de 24 horas, La
obtencion de 2 hemocultivos en 24 horas, no s6lo aumenta la probabilidad de recuperar las
bacterias a partir de la sangre, sino que también permite diferenciar una bacteriemia
verdadera de una contaminacion. 10.11.12.15

Si se sospecha endocarditis infecciosa, se recomienda obtener el primer set de 2
hemocultivos y si estos van negativos en las primeras 24 horas, obtener un segundo set de 2
hemocultivos mas. En ningun caso se recomienda la obtencion de sélo un hemocultivo y en
el ultimo tiempo se ha considerado la evaluacién de los hemocultivos solitarios ((inicos) como
un instrumento para evaluar el control de calidad en microbiologia.%'2

3. Mantencién y transporte de las botellas

Mantener a temperatura ambiente y enviar rapidamente al laboratorio. Nunca refrigerar. Las
muestras se transportan a temperatura ambiente. La incubacion a 35°C debe realizarse lo
antes posible, pudiendo darse como maximo de tiempo 2 horas desde que se tomo la
muestra,10.11.15.16

4. Procedimiento

Mantener las precauciones de bioseguridad universales para nivel Il para el manejo de
liqguidos corporales, en la toma de muestra y en el transporte.

a. Los hemocultivos corrientes se incuban por 7 dias a 35°C en atmdésfera normal y en
endocarditis bacteriana subaguda hasta 14 dias.191215

b. Observar diariamente el aspecto macroscépico en busca de signos que indiquen
desarrollo bacteriano: hemdlisis, turbidez, presencia de gas, colonias, etc. En ese
momento hacer tincion de Gram directo de la siguiente forma: homogeneizar el
contenido del frasco de hemocultivo por agitaciébn suave, colocar una gota en el
extremo del porta objeto y extender con un cubre objeto en angulo 45°. Cultivar a una

12



placa de agar chocolate suplementado y a una placa de agar sangre de cordero al

0 11,12
5%.

c. Realizar subcultivos ciegos, aunque no se observen evidencias de desarrollo a las 24
horas y al 7° dia de incubacion, independientemente del aspecto macroscépico que

presente la botella.

d. Observar caracteristicas macroscopicas de las colonias y hacer tincion de Gram

directo.

e. Efectuar las pruebas bioquimicas y estudio de susceptibilidad antimicrobiana que
corresponda al tipo de aislamiento.%12

4.1 Examen de los cultivos

TABLA N°2. Microorganismos asociados al aspecto macroscépico de hemocultivos

Aspecto macroscopico

Microorganismo asociado

Hemolisis Streptococcus, Staphylococcus, Listeria spp.
Clostridium. Bacillus spp.
Turbidez Bacilo gramnegativo aerobio,

Staphvlococcus. Bacteroides spp.

Formacién de gas

Bacilo gramnegativo aerobio. anaerobios

Formacion de velo

Pseudomonas spp.. Bacillus spp.. levaduras

Codagulo

Staphviococcus aureus

Colonias visibles (puntiformes)

Staphylococcus, Streptococcus

Fuente Pefia P. Procedimientos y controles de bacteriologia laboratorio clinico dr

Heyermann Torres de Angol.'!

4.2 Seleccion del medio de cultivo dependiendo de la tincién de gram

Tabla 4. Identificacion preliminar de microorganismos de hemocultivos basada en la tinciéon de Gram

Tincion de Gram

Identificacion preliminar

Cocos Gram (+) en racimos
Gram (+) en diplos o cadenas

Gram (-)

Bacilos Gram (+) y corineformes
Gram (-)

Cocobacilos Gram (-)

Levaduras

Flora mixta Gram (+) y Gram (-)

TSI, DNAsa o coagulasa, novobiocina, antibiograma en
agar Mueller Hinton

Optoquina, bacitracina, bilis-esculina, antibiograma en
agar sangre

Antibiograma en agar chocolate incubado en CO,
(Neisseria)

Esculina, antibiograma en agar sangre
Pruebas bioquimicas de identificacion, antibiograma en
agar Mueller Hinton

Antibiograma en agar chocolate incubado en CO,
(Haemophilus)

Agar Saboureaud+cloranfenicol, agar
Saboureaud+cloranfenicol+cicloheximida

Agar sangre+acido nalidixico, agar MacConkey

. Mauricio

Fuente Pefia P. Procedimientos y controles de bacteriologia laboratorio clinico dr. Mauricio

Heyermann Torres de Angol.'!

13



5. Interpretacion de resultados
5.1 Diferenciacion de bacteriemia verdadera versus contaminacion

No todos los hemocultivos positivos son clinicamente significativos. Se acepta un porcentaje
de contaminacion que varia entre un 2 a 3% Yy representa costos muy altos para las
instituciones y los pacientes. Esta contaminaciéon se atribuye principalmente a una
contaminacién durante la toma de la muestra.'!

5.1.1 Tipo de microorganismo

Cuando el microorganismo aislado corresponde a flora de la piel, es necesario diferenciar si
se trata de una bacteriemia verdadera o de una contaminacion.

Clasicamente se ha establecido que un 94% de Staphylococcus coagulasa negativo
aislados de un sélo hemocultivo, corresponden a contaminaciones. Lo mismo ocurre en el 94
% de Bacillus spp., 99% de Propionibacteriunacnes, 79% de Corynebacterium spp., 50% de
Clostridium perfringens y 48% de Streptococcus viridans.*!

Sin embargo, estos pueden ser considerados patdégenos cuando se aislan en hemocultivos
multiples, cuando corresponden a pacientes inmunosuprimidos o a pacientes portadores de
dispositivos protésicos.

5.1.2 Hemocultivos positivos multiples al mismo microorganismo

Se considera como bacteriemia verdadera cuando se aisla el mismo microorganismo en
varios hemocultivos, aunque sean microorganismos de la piel.!

5.1.3 Hemocultivos positivos mas un cultivo de sitio estéril positivo para el
mismo microorganismo

Este es uno de los criterios que se utiliza para el diagnéstico confirmado de bacteriemia
relacionada a catéter venoso central, cuando en la punta del catéter se aisla en un recuento
significativo.'!

5.2 Hemocultivos obtenidos a través de catéteres venosos centrales
En la actualidad el método recomendado para el diagnostico de infeccién relacionado a
catéteres venosos centrales, sin retiro del mismo, son los hemocultivos cuantitativos, que

consiste en la comparacién entre los recuentos obtenidos por sangre periférica y de sangre
por el catéter.'!
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BacT/ALERT FA vy PF

El sistema de deteccibn microbiana BacT/ALERT se utiliza para determinar si hay
microorganismos en la sangre obtenida de un paciente que se sospecha que presenta una
bacteriemia o fungemia. El sistema y los frascos de cultivo BacT/ALERT proporcionan un
sistema de deteccion microbiana y un medio de cultivo con condiciones nutricionales y
ambientales adecuadas para microorganismos presentes habitualmente en las infecciones
de la sangre. #1617

El frasco de cultivo BacT/ALERT PF se desarrollé para proporcionar un método rapido y
sensible para la deteccion de microorganismos cuando se dispone de un volumen pequefio
de sangre. Se coloca el frasco inoculado en el instrumento, donde es incubado y controlado
continuamente para detectar la posible presencia de microorganismos que crecen en los
frascos BacT/ALERT PF.13

Principio de la prueba

El sistema de deteccién microbiana BacT/ALERT utiliza un sensor colorimétrico y la luz
reflejada para controlar la presencia y la producciéon de diéxido de carbono (CO2) disuelto en
el medio de cultivo. Si hay microorganismos en la muestra de ensayo, se producir didxido de
carbono a medida que éstos metabolicen los sustratos presentes en el medio de cultivo.
Cuando el crecimiento de los microorganismos produce CO2, el color del sensor permeable
a gas instalado en el fondo de cada botella de cultivo cambia de color azul-verdoso a
amarillo.1213

El color mas claro es resultado de un aumento de las unidades de reflectancia monitorizadas
por el sistema. El instrumento monitoriza y registra la reflectancia del frasco cada 10
minutos.12.13

Observaciones

¢ Manipule las muestras y los frascos de cultivo inoculados como si fueran capaces de
transmitir agentes infecciosos. Todos los frascos de cultivo inoculados, las agujas
para toma de muestras y los dispositivos de extraccion de sangre deben ser
descontaminados de acuerdo con los procedimientos del centro.?1112.13

Para una adecuada muestra de hemocultivo es indispensable utilizar el medio de
hemocultivo ideal para cada paciente, ya que existen medios tanto pediatricos como para
adultos, los cuales difieren en multiples caracteristicas mencionadas a continuacién:213

- BacT/ALER FA (Color verde) Adultos

Los frascos de cultivo desechables BacT/ALERT PF contienen 22 ml de medio complejoy 8
ml de una suspension de carbdn con una densidad media de 1,0215 g/ml. El componente del
medio esta compuesto de digerido caseinico de soja (2,0% p/v), solidos de infusion de
cerebro-corazon (0,1% p/v), polianetol sulfonato de sodio (SPS) (0,025% p/v), clorhidrato de
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piridoxina (0,001% p/v), menadiona (0,0000625% p/v), hemina (0,000625% p/v), L-cisteina
(0,025% pl/v), y otros sustratos de carbohidratos y aminoacidos complejos en agua
purificada. Los frascos contienen una atmaosfera de CO2 en oxigeno y nitrégeno bajo vacio.
Es posible ajustar la composicion del medio para que cumpla requisitos de rendimiento
especificos.>1°

- BacT/ALER PF (color amarillo) Pediatrico

Los frascos de cultivo desechables BacT/ALERT PF contienen 16 ml de medio complejo y 4
ml de una suspension de carbon con una densidad media de 1,0215 g/ml. EI componente del
medio esta compuesto de digerido caseinico de soja (2,0% p/v), sélidos de infusion de
cerebro-corazén (0,1% p/v), polianetol sulfonato de sodio (SPS) (0,025% p/v), clorhidrato de
piridoxina (0,001% p/v), menadiona (0,0000625% p/v), hemina (0,000625% p/v), L-cisteina
(0,025% pl/v), y otros sustratos de carbohidratos y aminoacidos complejos en agua
purificada. Los frascos contienen una atmadsfera de CO2 en oxigeno y nitrégeno bajo vacio.
Es posible ajustar la composicién del medio para que cumpla requisitos de rendimiento
especificos.>?0

Es posible que determinados microorganismos exigentes raros no crezcan 0O crezcan
lentamente en el medio de crecimiento del frasco de cultivo BacT/ALERT PF. Si se sospecha
la presencia de microorganismos exigentes raros que requieren medios y condiciones de
cultivo especiales, debe considerarse la posibilidad de utilizar métodos alternativos o tiempos
de incubacién ampliados para su recuperacion.®1%14.15

En raras ocasiones pueden encontrarse microorganismos que crezcan en los medios de
crecimiento de los frascos de cultivo BacT/ALERT PF, pero sin que produzcan suficiente
dioéxido de carbono para dar un resultado positivo. Un factor que puede dar lugar a esta
situacién es la presencia de antibiéticos activos en una muestra.®

Materiales adicionales requeridos

-Sistemas de deteccion microbiana BacT/ALERT A

-Aparato para la extraccion de sangre

-Agujas estériles de toracocentesis/unidades para subcultivo

-Guantes desechables

-Recipientes apropiados para desechos de riesgo biolégico de materiales
potencialmente contaminados con agentes infecciosos °

o Materiales disponibles en bioMérieux
-Tapa adaptadora para recogida de sangre BacT/ALERTA
-Sistemas de deteccion microbiana BacT/ALERT A
-Agujas estériles de toracocentesis/unidades para subcultivo °
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Instrucciones de conservacion

Los frascos de cultivo BacT/ALERT se presentan listos para su uso. Conserve a temperatura
ambiente (15-30 °C) protegidos de la luz directa del sol. En la etiqueta de cada frasco viene
impresa la fecha de caducidad. No utilice los frascos de cultivo después del ultimo dia del
mes indicado. La exposicion de los frascos a una temperatura menor de 15 °C puede causar
la formacion de precipitados, que desaparecen cuando se calienten los frascos a
temperatura ambiente. Los frascos deben estar a temperatura ambiente antes de su uso0.51°

Indicadores fisicos o quimicos de inestabilidad

Antes de su uso, deben examinarse los frascos de cultivo BacT/ALERT en busca de signos
de dafos o deterioro (cambio de coloracién). Los frascos que muestren signos de dafios,
fuga o deterioro deben desecharse. EI medio en los frascos sin tocar debe estar
transparente, aunque podria haber una leve opalescencia o rastros de precipitado debido a
la evidencia de SPS anticoagulante. No confunda la opalescencia con turbidez. No utilice
frascos en los que el medio de cultivo esté turbio, el sensor esté de color amarillo o la presion
de gas sea excesiva, ya que todos ellos son signos de posible contaminacién.>1920

Recogiday preparaciéon de muestras

e Los frascos de cultivo BacT/ALERT PF deben ser utlizados por personal de
laboratorio con la experiencia adecuada. Al obtener muestras de sangre para cultivo
es muy importante recoger la muestra de manera correcta.

e Debe procurarse evitar la contaminaciéon durante la preparacion del frasco y la
inoculacion de la muestra del paciente. Es esencial desinfectar adecuadamente la
piel para reducir la incidencia de contaminacion.

e Aunque biomérieux no lo recomienda, puede extraerse la sangre directamente en
tubos de recogida que contengan SPS. Nunca deben usarse tubos que contengan
otros anticoagulantes para hemocultivo.

e Biomérieux recomienda colocar los frascos de cultivo inoculados en el sistema de
deteccién microbiana BacT/ALERT lo antes posible después de su recogida. Los
frascos de cultivo inoculados cuya introduccion se difiera deben mantenerse a
temperatura ambiente hasta que puedan colocarse en el instrumento.

Preparacion de los frascos

1. Etiguete el frasco de cultivo con la informacién del paciente. Los iconos en la etiqueta
del frasco pueden ser definidos por el usuario.

2. Retire la tapa de plastico del frasco de cultivo. Antes de la inoculacion, desinfecte el
frasco de cultivo con una gasa impregnada en alcohol o su equivalente. Deje secar al
aire.

3. Limpie el lugar seleccionado de la venopuncion.®
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Procedimiento de inoculacién directa.

Observaciones

Si se inocula més de un tipo de frasco de hemocultivo BacT/ALERT utilizando un
equipo de mariposa para recogida de sangre y una tapa adaptadora de extracciéon
directa, inocule primero el frasco de cultivo para aerobios y después el frasco de
cultivo para anaerobios para que el oxigeno que pueda haber atrapado en el tubo del
adaptador no sea transferido al frasco para anaerobios.

Monitorice el proceso de extraccion directa detenidamente en todo momento durante
la recogida para asegurarse de obtener un flujo apropiado y para evitar que el
contenido del frasco fluya al interior del tubo del adaptador. Debido a la presencia de
aditivos quimicos en el frasco de cultivo, es importante seguir todos los pasos que
aparecen a continuacién para evitar un posible retroceso y las reacciones adversas
subsiguientes. 912

Sujete el frasco de cultivo en una posicién por debajo del brazo del paciente, con el
frasco en posicion vertical (el tapon hacia arriba).

Recoja la sangre utilizando un equipo de mariposa para recogida de sangre y la tapa
adaptadora para recogida de sangre BacT/ALERT segun lo recomienda el
procedimiento aprobado por su institucién e inocule directamente en el frasco de
cultivo BacT/ALERT MB a la cabecera del paciente. Aunque pueden utilizarse
volimenes de muestra menores, la recuperacion puede mejorarse utilizando un
volumen de muestra proximo al valor recomendado de 4 ml. Para evitar una
inoculacion excesiva, vigile el volumen de sangre que entra en el frasco de cultivo
utilizando las marcas incrementales de 4 ml de la etiqueta del frasco.

Suelte el torniquete apenas comienza a fluir la sangre en el frasco de cultivo, o dentro
de los 2 minutos de aplicacion.

No permita que el contenido del frasco de cultivo toque el tapon ni el extremo de la
aguja durante el procedimiento de recogida. Un frasco de cultivo contaminado podria
contener una presion positiva, y si se utiliza para la extraccion directa, puede causar
un reflujo al interior de la vena del paciente. La contaminacion del frasco de cultivo tal
vez no sea facilmente aparente. Monitorice detenidamente el proceso de extraccion
directa para evitar el reflujo. No utilice frascos en los que el medio de cultivo esté
turbio, el sensor esté de color amarillo o la presidn de gas sea excesiva, ya que todos
ellos son signos de posible contaminacién. Procedimiento de inoculacién por
extraccion de la jeringa 12

Si se inocula mas de un tipo de frasco de hemocultivo BacT/ALERT mediante
extraccién en una jeringa, inocule primero el frasco de cultivo para anaerobios y
después el frasco de cultivo para aerobios para que el oxigeno que pueda haber
atrapado en la jeringa no sea transferido al frasco para anaerobios. Deben utilizarse
las marcas de la etiqueta del frasco para calcular el volumen de la muestra. a.
Realice la venopuncién y la transferencia de sangre al frasco de cultivo BacT/ALERT
de acuerdo con los procedimientos establecidos de su institucién. 2
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Procedimiento de andlisis de los frascos de cultivo

Utilice guantes desechables y manipule los frascos inoculados con precaucién como
si fueran capaces de transmitir agentes infecciosos. Consulte inmediatamente a un
médico en caso de ingestion de materiales contaminados 0 si éstos entrasen en
contacto con laceraciones abiertas, lesiones u otras heridas cutaneas.

Limpie inmediatamente cualquier salpicadura de material contaminado utilizando una
dilucion 1:10 de hipoclorito sédico al 5%. Deseche los materiales de limpieza
utilizando un método aceptable.

Todos los frascos de cultivo inoculados, las agujas para toma de muestras y los
dispositivos de extraccién de sangre deben ser descontaminados de acuerdo con los
procedimientos del centro.

Estos frascos deben ser utilizados por personal de laboratorio con la formacion
adecuada. ®11:12

Notas relativas al procedimiento y precauciones

Debe tenerse mucho cuidado de evitar la contaminacién de la muestra del paciente
durante la venopuncién y la inoculacibn en el frasco de cultivo, ya que la
contaminacion podria provocar resultados positivos en muestras que en realidad no
contienen cepas clinicamente relevantes.

Obtenga las muestras de sangre antes de iniciar el tratamiento con antibiéticos. Si
esto no es posible, extraiga la sangre justo antes de administrar la siguiente dosis de
antibidtico.

Si los frascos de cultivo inoculados han sufrido algun retraso en su llegada al
laboratorio o han sido incubados antes de su introduccion en el instrumento
BacT/ALERT, deben inspeccionarse visualmente en busca de signos de crecimiento
microbiano. Si es evidente el crecimiento microbiano, trate los frascos como positivos
y absténgase de introducirlos en el sistema de detecciUn microbiana BacT/ALERT
para su control.%11.12

Precauciones

Deben tomarse precauciones generales al subcultivar los frascos de cultivo positivos, ya que
podrian haberse llenado excesivamente o contener organismos productores de cantidades
grandes de gas. El contenido de los frascos de cultivo positivos podria encontrarse a una
presién interna mayor. Es preciso ventilar momentdneamente los frascos de cultivo positivos
antes de tefiirlos o desecharlos a fin de liberar el gas que pueda haberse generado durante
el metabolismo microbiano.®

1.

Inspeccione los frascos antes del analisis. No utilice frascos que presenten signos de
dafios, fuga o deterioro. Los frascos que presenten hemdlisis, turbidez, presion
excesiva de gas, sensores amarillos o signos de crecimiento deben considerarse
positivos. Efectie baciloscopia y subcultivos. No incube los frascos a menos que la
baciloscopia sea negativa.

Una vez cargados, los frascos de cultivo deben incubarse en el instrumento entre
cinco y siete dias o hasta que se los designe como positivo.

Efectle baciloscopia y subcultivos de todos los frascos positivos. Si la baciloscopia
es negativa, lo cual podria indicar un resultado falsamente positivo, debe volver a
colocarse el frasco en el instrumento hasta que sea redesignado como positivo 0
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hasta que se detecte crecimiento del subcultivo. Los frascos que inicialmente
produjeron resultados falsamente positivos y que sean redesignados como positivos
deben someterse a baciloscopia y subcultivos.

4. Los frascos negativos se pueden comprobar por baciloscopia y/o subcultivo en algin
momento antes de desecharlos como negativos.

5. En el manual del usuario se especifican los procedimientos para cargar y extraer los
frascos de cultivo en el instrumento BacT/ALERT.

6. No reutilice los frascos de cultivo BacT/ALERT. Deseche los frascos de cultivo
BacT/ALERT inoculados conforme al protocolo del laboratorio. Los frascos
BacT/ALERT inoculados pueden procesarse en autoclave o incinerarse.

7. La utilizaciéon de dispositivos perforadores (es decir, agujas con punta roma) para
perforar el septo puede resultar en fugas del frasco. 1112

Control de calidad

Con cada caja de frascos de cultivo se proporciona un certificado de conformidad. Si se
desea, cada laboratorio puede realizar analisis de control de calidad de los frascos de cultivo
BacT/ALERT PF. 912

Resultados

El software de toma de decisiones instalado en los sistemas de deteccién microbiana
BacT/ALERT clasifica los frascos de cultivo como positivos 0 negativos. No se requiere tomar
ninguna medida hasta que el instrumento BacT/ALERT sefiale un frasco de cultivo como
positivo o0 negativo. %12

Limitaciones de la prueba

1. Se recomienda un volumen de sangre de 4 ml. Los volimenes mayores de 4 ml no
mantienen la relacién 6ptima sangre:medio de cultivo.

2. Las muestras de paciente que BacT/ALERT sefiale como positivas pueden contener
microorganismos que produzcan resultados positivos por baciloscopia pero que no
crezcan en los medios de subcultivo sistematicos. Si se sospecha esta situacion,
deben subcultivarse las muestras en medios de cultivo especiales. Ademas, las
muestras clasificadas como positivas por BacT/ALERT pueden contener
microorganismos que no se detecten con los métodos sisteméticos de baciloscopia y
puede que requieran tanto métodos de baciloscopia como medios de subcultivo
especializados para su deteccion y recuperacion.

3. La presencia de carbén activado aparece como un precipitado negro en el frotis, lo
gue inicialmente podria ser dificil de interpretar. La facilidad de interpretacion mejora
con la experiencia.

4. Determinadas cepas de Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Neisseria
gonorrhoeae 'y Peptostreptococcus anaerobius pueden ser sensibles al
anticoagulante SPS, lo cual puede causar la ausencia de crecimiento o una baja
produccién de CO2 por estas cepas si se inocula una cantidad insuficiente de
muestra de sangre en los frascos de cultivo.

5. En raras ocasiones pueden producirse resultados positivos en los frascos de cultivo
BacT/ALERT debido a la presencia de un nimero muy alto de leucocitos en la
muestra de sangre. En estos casos, los resultados de la baciloscopia y del subcultivo
pueden ser negativos.

20



6. Los microorganismos a menudo estan presentes en un numero escaso y pueden
aparecer intermitentemente en el torrente sanguineo; por consiguiente, deben
extraerse muestras de sangre consecutivas de cada paciente.

7. Extraiga sin demora los frascos de cultivo positivos cuando asi sean clasificados por
el instrumento BacT/ALERT para evitar la posibilidad de cultivos no viables debido a
autolisis u otras razones. Ciertas cepas de Streptococcus pneumoniae pueden ser
especialmente propensas a la autolisis si ho se las extrae poco tiempo después de
gque hayan sido sefialadas como positivas.

8. En ocasiones, una extension teflida con Gram de un frasco negativo puede contener
un pequefio numero de microorganismos no viables que proceden de componentes
del medio de cultivo, reactivos de tincion, aceite de inmersion o de los portaobjetos;
por consiguiente, se trata de resultados falsos positivos.®1?

Caracteristicas de rendimiento de la prueba

Se realizaron estudios internos de siembra utilizando los siguientes microorganismos a
niveles de < 10 UFC/frasco y < 100 UFC/frasco en sangre humana de una poblacion adulta
sana.

Tiempo de deteccion (horas)®

Inéculo BacT/ALERT PF
Microorganismo (UFCifrasco) (Plastico)
Grampositivos
(M. luteus, S. aureus,
S. epidermidis, S. agalactiae, <100 136-345
E. faecalis, S. pneumoniae,
S. pyogenes. Streptococcus s10 143-72,0
Grupo C. S. sanguis,
L. monocytogenes)
Gramnegativos
(E. coli, H. influenzae,
N. meningitidis, P. aeruginosa, s 100 10,4-398
S. maltophilia, A. baumanii,
A. faecalis, E. cloacae, <10 12,0-431
K. pneumoniae, S. marcescens)
Levaduras
(C. albicans, C. tropicalis, <100 174-624
T. glabrata) =10 205-704

“ Se anallzé cada organismo por triplicado y se obtuvieron las medias. Los valores mostrados son un intervalo de estas medias.

NOTA: Puede solicitarse a bioMérieux una lista de organismos raros y exigentes recuperados con los frascos de cultivo
BacT/ALERT®

Fuente Pefia P. Procedimientos y controles de bacteriologia laboratorio clinico dr. Mauricio
Heyermann Torres de Angol.!
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Diferencias entre hemocultivos PF, FA

Color Amarillo

Color Verde Claro

4ml para realizar prueba

10ml para realizar prueba

16 ml de complejo

22 ml de medio complejo

4 ml de Carbén Activado densidad 8 ml carbon con una densidad media de
(2.025g/ml) 1,0155 g/ml

componente del medio digerido caseinico componente del medio digerido caseinico de
de soja (2,0% p/v) soja (2,0% p/v)

solidos de infusion de cerebro-corazén
(0,1% p/v),

sélidos de infusion de cerebro-corazén (0,1%
p/v)

polianetol
(0,025% p/v)

sulfonato de sodio (SPS)

polianetol sulfonato de sodio (SPS) (0,05%
p/v)

clorhidrato de piridoxina (0,001% p/v

clorhidrato de piridoxina (0,001% p/v),

menadiona (0,0000625% p/v)

menadiona (0,0000725% p/v)

hemina (0,000625% p/v)

hemina (0,000725% p/v),

L-cisteina (0,025% p/v)

L-cisteina (0,03% p/v)

Fuente: Biomerux 182122
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. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la eficacia del hemocultivo BacT/ALERT PF vs BacT/ALERT FA en la
determinacion del crecimiento bacteriano en pacientes con sospecha de sepsis que ingresan
a la emergencia de pediatria del Hospital Roosevelt.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

3.2.1
Determinar la concordancia del hemocultivo BacT/ALERT PF vs BacT/ALERT FA en
pacientes pediatricos con sospecha de sepsis.

3.2.3
Fomentar a las autoridades administrativas en la implementacién de hemocultivo
pediatrico en el departamento de pediatria

3.24

Describir la importancia de la realizaciéon de hemocultivo con medio de hemocultivo
ideal para la edad.
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IV. MATERIAL Y METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDIO:
Estudio cuantitativo, longitudinal, no probabilistico y analitico

4.2 POBLACION:

Paciente pediatrico con sospecha de sepsis que asiste a la emergencia del departamento de
pediatria del Hospital Roosevelt

4.3 SELECCION Y TAMARNO DE LA MUESTRA:

Se realizé un muestreo no probabilistico por conveniencia en la cual se seleccion6 a todo
paciente pediatrico que cursd con sospecha de sepsis que ingresaron a la emergencia de
pediatria del Hospital Roosevelt.

4.4 CRITERIOS DE INCLUSION:

Pacientes Guatemaltecos.

Pacientes femeninos y masculinos.

Paciente pediatrico que curse con criterios de sospecha de sepsis que consulten a la
emergencia de pediatria del Hospital Roosevelt.

Hemocultivo realizado, adulto y pediatrico, debera contener un volumen de 5 cc de
muestra sanguinea (adulto) y 3 cc (pediatrico) obtenidos del mismo paciente con
sospecha de sepsis previo al inicio de cobertura antibiética durante la hora de oro.

Ingresaran al estudio los hemocultivos realizados a pacientes pesar que hayan
recibido antibidticos orales una semana antes a su ingreso.

1.5 CRITERIOS DE EXCLUSION:

Paciente que por el estado critico no sea preciso realizar.

Hemocultivos que por cualquier motivo no sean entregados al laboratorio de
microbiologia en un lapso de 2 horas

Hemocultivo realizado por personal no capacitado para la extraccion.
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4.6 VARIABLES:

Edad

Sexo

Eficacia

Septicemia

Sospecha de sepsis

Extractor de muestra sanguinea
Precauciones universales de bioseguridad
Hemocultivo BacT/ALERT PF pediatrico
Hemocultivo BacT/ALERT FA Adulto
Crecimiento y deteccion bacteriana

Uso de antibiéticos previo al hemocultivo
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4.8 INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS:

(Ver Anexos)

4.9 PROCEDIMIENTO PARA RECOLECCION DE DATOS:

Se procedi6 a seleccionar a todo paciente que cumplia criterios de sospecha de
sepsis que ingrese a la emergencia de pediatria del Hospital Roosevelt.

Posteriormente, se procedié a realizar asepsia y antisepsia y colocacién de

campos estériles, a la toma de muestra sanguinea del paciente, siendo esta

muestra un volumen de 8 cc de los cuales:

- 5cc seran administrados al medio de hemocultivo BacT/Alert FA y los 3 cc
restantes al medio de hemocultivo BacT/Alert PF.

El medio de hemocultivo BacT/ALERT PF fue proporcionado por mi persona.

Los medios de hemocultivos fueron llevados a: Hemocultivo de adulto a
Laboratorio clinico del Hospital Roosevelt y hemocultivo pediatrico al laboratorio
de microbiologia de la Unidad Nacional de Oncologia Pediatrica (UNOP), en un
tiempo no mayor de 2 horas, este se encuentra localizado en la parte posterior
del Hospital Roosevelt.

Los hemocultivos que entraron en el estudio cumplieron los criterios de inclusién.

Los hemocultivos que entraron al estudio fueron colocados en el equipo
BacT/Alert 3D.

Estos mismos emitieron una alarma al detectar por cromatografia la cual por un
sensor colometrico la presencia y produccion de CO2 disuelto en el medio de

cultivo.

Posteriormente al obtener el resultado, se procedié a analizar resultados y
eficacia entre los diferentes hemocultivos.

31



4.11 PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS DE INFORMACION:
El analisis e interpretacion de los resultados obtenidos se realizé por medio de la prueba

Chi cuadrada, en donde el margen de error fue de 0.05.

Tabla No. 1
Positivo Negativo Total
BacT/Alert FA plus | 5 41 46
BacT/Alert PF plus | 12 34 46
Total 17 75 92

Fuente: Encuesta realizada por investigador

Frecuencia Teérica: Total de cada frecuencia/ Total datos muestra

FT 5==—"= 85 FT 12=-"= 85
FT 41=2"2% 375 FT 34=22375
5412 52

Grados de libertad: V= (No. de filas -1) (No. Columnas -1) =
(2-1) (2-1)=1 Vv=1

Chi Cuadrado

2 (Ol_el)z
reXT

: z T g ociE (e z
2=y (5-85)%  (41-37.5)°  (12-8.5)°  (34-37.5)% _,4;

2.5 37.5 2.5 37.5
PERCENTILES DE LA DISTRISUCION ' /\\
Fim)=P(X<s) \
0995 oe asrs 0% a9 o 08 0 0.08 0.0r a0t 0008
TATD 683 A 31 2706 1220 Q485 QN2 0004 0001 Q000 0000
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Posteriormente se procedié a medir el coeficiente de concordancia kappa para ambos
hemocultivos:

Tabla 2
Hemocultivo Hemocultivo Adulto Total
Pediatrico Positivo Negativo
Positivo 5 7 12
Negativo 0 34 34
Total 5 41 46

Los datos situados en la diagonal formada por los valores 5 y 34, representan el nimero
de hemocultivos en la que hay concordancia entre ambos evaluadores. Mientras que los
datos situados en la diagonal formada por los valores 0y 7 representan los casos en los
que hay discordancia entre los dos hemocultivos.

Ahora pues, teniendo en cuenta que, de los 46 hemocultivos, 5 fueron positivos y 34
negativos por ambos hemocultivos. El porcentaje de acuerdo observado es:

Pr(a)= (5 + 34) / 46 = 0.847

Pr(e), es decir, la probabilidad de que el acuerdo entre ambos evaluadores se deba al
azar, se advierte que:

El hemocultivo pediatrico reportd 12 positivos y 34 negativos. Es decir, el 26% fueron
positivos y 74% fueron negativos.

El hemocultivo de adulto reporté 5 positivos y 41 hemocultivos negativos. Es decir, el
11% fueron positivos y el 89% negativos.

Por tanto, la probabilidad de que ambos hemocultivos sean positivos al azar es:

Pr (A) * Pr (B)= 0.26*0.11=0.028

Y la probabilidad de que ambos hemocultivos sean negativos al azar es:

Pr (A) + Pr(B)= 0.74*0.89= 0.659

Teniendo en cuenta lo anterior, el valor Pr(e) se calcula como la suma de las
probabilidades de ser positivos y negativos.

Pr(e)= 0.659+0.028= 0.687
Aplicando los valores de Pr(a) y Pr(e) en la formula de Kappa obtenemos
Pr(a)—Pr(e)

1=Pr(e)

K= (0.847-0.687) / (1-0.687) = 0.52
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Tabla 3. Valoracion del coeficiente kappa
(Landis y Koch, 1977)*

Coeficiente Fuerza de la concordancia
kappa

0,00 Pobre (Poor)

0,01 - 0,20 Leve (Slight)

0,21 - 0,40 Aceptable (Fair)

0,41 - 0,60 Moderada (Moderate)

0,61 - 0,80 Considerable (Substantial)
0,81 - 1,00 Casi perfecta (Almost perfect)

Considerando que mientras mas se acerca a 1 existe mayor concordancia entre ambos
hemocultivos. Se determin6 K= 0.52 por lo que segun la valoracion del coeficiente de
kappa propuesto por Landis y Koch en 1977, se obtiene una concordancia moderada
entre ambos hemocultivos, pediatrico y adulto.
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V. RESULTADOS

Se estudiaron 46 pacientes pediatricos que acudieron a la emergencia de pediatria del
Hospital Roosevelt que cumplieron criterios de sospecha de sepsis a los cuales se
procedi6 a la toma de 2 hemocultivos por paciente, BacT/AlerT PF plus y BacT/AlerT PA
plus tanto de sexo masculino como femenino.

De los 46 hemocultivos BacT/AlerT PA plus realizados a los pacientes con sospecha de
sepsis, 5 resultaron positivos y 41 fueron negativos; mientras que los hemocultivos
BacT/AlerT PF plus tomados al mismo paciente 12 resultaron positivos y 34 negativos.

Se aplico la prueba estadistica chi cuadrado para determinar la relacion entre ambas
variables con un grado de libertad de 1, significancia de 0.05 y una p de 0.95, se
evidencié un chi cuadrado de 2.87 en comparacion con chi critico 3.8415; Se concluyo
que los hemocultivos BacT/ALERT PF plus realizados a pacientes con sospecha de
sepsis, ho demostraron tener mayor eficacia que los hemocultivos BacT/ALERT PA Plus
en la determinacion del crecimiento bacteriano, asi mismo se evalu6é el grado de
concordancia que existe entre los hemocultivos por medio de la valoracion del
coeficiente de kappa, y se determiné K= 0.52 por lo que segun la valoracién del
coeficiente de kappa propuesto por Landis y Koch en 1977, se obtiene una
concordancia moderada entre ambos hemocultivos, pediatrico y adulto.
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VI. DISCUSION Y ANALISIS

El hemocultivo continda siendo desde 1970 el Gold estandar en la deteccion de
bacteriemia y fungemia. Actualmente existen métodos de identificacion sistematizados
por sensor de colometria, en la cual evalla la presencia y produccién de diéxido de
carbono disuelto en el hemocultivo, producido por el metabolismo de algunas bacterias,
capaz de inhibir antibiéticos previamente utilizados por el paciente.'2?°

Se estudiaron 46 pacientes pediatricos que acudieron a la emergencia de pediatria del
Hospital Roosevelt que cumplieron criterios de sospecha de sepsis a su ingreso, segun
los criterios de la Surviving sepsis campaing, a los cuales se procedié a la toma de 2
hemocultivos por paciente, BacT/AlerT PF plus y BacT/AlerT PA plus, durante la hora de
oro a su llegada; se realizaron ambos hemocultivos a todo paciente tanto de sexo
masculino como femenino por personal capacitado previo a la realizacién. Estos fueron
tomados de via periférica o de catéter venoso central en su momento.

De los 46 hemocultivos BacT/AlerT PA plus realizados a los pacientes con sospecha de
sepsis, 5 resultaron positivos y 41 fueron negativos; mientras que los hemocultuvos
BacT/AlerT PF plus tomados al mismo paciente 12 resultaron positivos y 34 negativos.

Se evaluo el acuerdo o concordancia que existe entre ambos hemocultivos por medio
de la valoracién del coeficiente de kappa, y se determind K= 0.52. Esto indica que por lo
que observamos en la valoracién del coeficiente de kappa propuesto por Landis y Koch
en 1977, se obtiene una concordancia moderada entre ambos hemocultivos, esto indica
gue, aunque la concordancia no es muy buena, el hemocultivo pediatrico replica en
alguna medida en los resultados de los hemocultivos de adultos en la determinacion del
crecimiento bacteriano en pacientes con sospecha de sepsis sin embargo la obtencion
de una simple estimacion puntual del valor kappa no nos proporciona ninguna precision
exacta de dicha estimacion ya que existe variabilidad de los hemocultivos a pesar de ser
ambos el Gold estandar por tanto, por ser paciente pediatrico y por la dificil obtencién
de una muestra sanguinea en un estado critico como es sepsis se recomienda la
utilizacion del hemocultivo pediatrico BacT/AlerT PF plus y seria practico implementar y
fomentar la utilizacion del mismo en el departamento del Pediatria del hospital
Roosevelt. Tanto el hemocultivo pediatrico como el adulto demostraron tener un indice
de concordancia moderada, sin embargo, el hemocultivo pediatrico demostré ser
superior, 26% respecto al 11% del hemocultivo de adulto
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6.1.1

6.1.2

6.1.3

6.1 CONCLUSIONES

En el presente estudio, el hemocultivo pediatrico constituye el método mas
adecuado para el diagnéstico de sepsis en el paciente pediatrico.

En el presente estudio el hemocultivo pediatrico no es estadisticamente
significativo comparado con el hemocultivo de adulto.

Tanto el hemocultivo pediatrico como el adulto demostraron tener un indice de

concordancia moderada, sin embargo, el hemocultivo pediatrico demostrd ser
superior, 26% respecto al 11% del hemocultivo de adulto.
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6.2 RECOMENDACIONES

6.2.1 Implementar el uso de dispositivos BacT/Alert PF Plus (pediatrico) como método
diagnéstico de sepsis en pediatria ya que posee una mejor sensibilidad comparado con
el de adulto.

6.2.2 Aplicar los hemocultivos pediatricos ya que favorecen la menos extraccion de
sangre con tendencia de mayores resultados de la captacion de microorganismos.

6.2.3 Fomentar en el personal administrativo del Hospital Roosevelt la adquisicion de
hemocultivos propiamente pediatricos en el area de pediatria ya que el hemocultivo
pediatrico suele ser mas eficaz que el de adulto en paciente pediatrico.

6.2.5 Incentivar el uso de hemocultivos pediatricos en el laboratorio de microbiologia del
Hospital Roosevelt.
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VIIl.  ANEXOS

BOLETA DE RECOLECCION DE DATOS

Eficacia de hemocultivo BacT/ALERT PF vs hemocultivo BacT/ALERT FA en la
determinacién del crecimiento bacteriano en pacientes pediatricos con sospecha
de sepsis

La European Society of Intensive Care Medicine y de la Society of Critical Care
Medicine, han definido la sepsis como “la disfuncién organica causada por una
respuesta anémala del huésped a la infeccion que supone una amenaza para la
supervivencia”. El hemocultivo es considerado “patron de oro” para el diagndstico de
sepsis. Los medios de hemocultivos utilizados en el hospital Roosevelt son
principalmente para obtencion de muestras sanguineas para pacientes adultos, y estos
mismos son utilizados para pacientes pediatricos, debido a esto se ven dificultades para
obtener resultados adecuados, por obstaculos como cantidad de muestra significativa,
lo que lleva a hacer el estudio sobre la eficacia de utilizar hemocultivos de acuerdo a la
edad.

Boleta de recoleccion de datos

No. de Boleta Fecha
No. Registro de paciente SexoF M
SI/NO | Antes del Procedimiento SI/NO
Material necesario Cumple criterios de sospecha de sepsis
para realizar e Fiebre >38,3 0 <36.5
Hemocultivo e Frecuencia cardiaca >90 min o0 mas de dos
SD por encima del valor normal segun edad
Taquicardia

e Estado mental alterado

e Hiperglicemia > (glucosa en plasma
>140mg/dl)

e Presion arterial sistdlica (PAS) < 90 mm Hg,
PAM < 70 mm Hg o una disminucion de la
PAS > a 2 SD por debajo de lo normal para la

edad.
Ropa estéril Uso de antibiético previo
(campos, bata)
Set de BacT Alert/ Se realiza previo a la administracion de antibiéticos
FAy PF durante la primera hora de oro.
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Guantes estériles Conocimiento sobre técnica de realizacion de
hemocultivo

Gorro, mascarilla Colocacién de equipo estéril

Antiséptico Lavado de manos
(Gluconato de
clorhexidina/

iodopovidona)

Jeringas /agujas Limpieza del sitio de puncién
hipodérmicas

Proteccion personal

Gasas estériles Volumen sanguineo para hemocultivo igual a 3cc

Seguimiento por Microbiologia Laboratorio clinico Hospital Roosevelt, Unidad
Nacional de Oncologia Pediatrica UNOP

Seguimiento en area de BacT/AlerT PF BacT/Alert PA
laboratorio

Volumen necesario de (Si/No) (Si/No)
muestra

Tiempo de deteccidn (Horas) (Horas)
microbiano

Patogeno detectado
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PERMISO DE AUTOR PARA COPIAR TRABAJO

El autor concede permiso para reproducir total o parcialmente y por cualquier medio la
tesis titulada “EFICACIA SOBRE USO DE HEMOCULTIVO BACT/ALERT PF PLUS
(PEDIATRICO) VS HEMOCULTIVO BACT/ALERT FA PLUS (ADULTOS) EN LA
DETERMINACION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO EN PACIENTES
PEDIATRICOS CON SOSPECHA DE SEPSIS” para propésito de consulta académica.
Sin embargo, quedan reservados los derechos de autor que confiere la ley cuando sea
cualquier otro motivo diferente al que se sefiala lo que conduzca a su reproduccion total
o parcial.
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