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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 Bacteriemia

En nuestro medio suele denominarse septicemia a la invasién persistente del torrente
circulatorio por bacterias u hongos que da lugar a manifestaciones clinicas de
infeccion sistémica, como fiebre, taquicardia, leucocitosis y otras. El diagndstico
etiolégico de las septicemias se efectta mediante el cultivo de la sangre o
hemocultivo, el aislamiento del microorganismo e identificacion, incluso ahora con

técnicas de biologia molecular. (Prats, 2005).

El término bacteriemia se refiere a la presencia de bacterias en la sangre, la
fungemia es por lo tanto la presencia de hongos en la sangre. (Loza, 2003). Como
resultado de esta infeccion generalizada por alguno de estos agentes se produce la

sepsis o septicemia. (Rodriguez, 2012).

La septicemia se define como e proceso invasivo persistente del sistema circulatorio,
que presenta manifestaciones clinicas inflamatorias sistémicas como fiebre,
taquicardia, leucocitosis, entre otras. Se diagnostica normalmente mediante la
realizacion de un hemocultivo, que al arrojar un resultado positivo, confirma la
presencia de los microorganismos en circulacion. Sin embargo existe un alto indice
de hemocultivos que resultan negativos y quiza sea debido a que se requiere de un
indculo grande de 1 x 10° bacterias aproximadamente, o a que la muestra no fue

tomada en el momento adecuado. (Rodriguez, 2012).

La entrada al torrente circulatorio de una bacteria o de un hongo se produce a partir
de una infeccion focal, que puede estar localizada en la piel, en el tracto urinario, en
el pulmon, en el tubo digestivo o en otro lugar que constituye la puerta de entrada (o
foco de sepsis). (Prats, 2005).

Los catéteres y otros instrumentos intravasculares colonizados también son un foco

de sepsis frecuente. La bacteriemia o la fungemia se establece cuando la
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multiplicacion de los microorganismos en la sangre supera la capacidad del sistema

fagocitario para eliminarlos (Prats, 2005).

El aislamiento e identificacidn del microorganismo, ya sea por técnicas bioquimicas o
por técnicas de biologia molecular sigue siendo considerando como el estandar de

oro para el diagnostico de dichas infecciones sistémicas.

1.2 Generalidades de Bacterias

Las bacterias se consideran protistas (unicelulares) pertenecientes al reino de los
Procariotas, seres caracterizados por no poseer un verdadero nucleo, sino una

formacion nuclear sin membrana, pero si tienen pared celular (Garcia, 1997).

Los microorganismos poseen estructuras que les permiten coexistir con otros tipos

de microorganismos y también con organismos superiores (Montoya, 2008).

Estructuralmente estan constituidos por elementos obligados que estan presentes en
todas las bacterias y son indispensables para la vida de la propia bacteria, estos son
pared celular, membrana plasmatica, citoplasma, ribosomas y la region nuclear y
estan los elementos facultativos que pueden estar o no presentes en la bacteria,
tales como capsula, flagelos, pelos o fimbrias, endosporas e inclusiones

citoplasmaticas (Granados, 2003).



Imagen 1. Estructuras principales de las Bacterias.
Imagen: En Las bacterias, http://microagentesmelisa.galeon.com/ (Revisado 10/10/2016)

En la morfologia bacteriana se encuentran caracteristicas mayores como: el tamafio,
la forma o estructura y el tipo de agrupacion. Algunas veces, estas caracteristicas se
relacionan con el género y en ocasiones con una especie determinada. Las bacterias
pueden ser esféricas, en forma de bastén o de espiral, y se clasifican en: cocos,

bacilos y espirales (Montoya, 2008).

Los cocos son células bacterianas cuya forma habitual es esférica pero,
eventualmente, aparecen formas elipsoidales. Cuando aparecen en agrupaciones se
organizan en formas diferentes segun la especie. Este tipo de ordenamiento obedece

a la forma de reproduccion, propio de cada especie. (Montoya, 2008).


http://microagentesmelisa.galeon.com/

Segun este patron de ordenamiento los cocos se clasifican asi: Diplococos (pares),
Estreptococos (cadena), Tétrada (grupos de 4), Estafilococos (racimos) y Sarcinas
(cubos). (Montoya, 2008).

Los bacilos son formas bacterianas alargadas que pueden ser cortas, rectas o
cilindricas y a veces son tan cortas y dificiles de identificar que se denominan
cocobacilos. La agrupacion de los bacilos es diferente a la de los cocos, pues al
contrario de éstos, aquellos casi nunca se agrupan. Algunas especies, sin embargo,
muestran tendencia a un ordenamiento de sus células, que no obedece a un patron
genético, sino que depende de las etapas de desarrollo o de las condiciones del
cultivo. En algunas observaciones pueden aparecer conformando parejas
(diplobacilos), cadenas (estreptobacilos) o en grupos irregulares que forman

verdaderas empalizadas (Montoya, 2008).

Imagen 2. Principales formas y agrupaciones bacterianas.
Imagen: Mariana Ruiz, en Wikimedia Commons.



1.2.1 Gram positivas y Gram negativas

Las bacterias se han clasificado durante mucho tiempo como bacterias Gram
Positivas y Gram Negativas, en funcién de su comportamiento frente a la tincion de
Gram. El hecho de que se comporten como Gram Positivas (se tifien de color violeta

oscuro), o como Gram Negativas (color rosa) se debe a su pared celular.

Imagen 3. Tincion de Gram.
Imagen: Bacterias de Interes Clinico,
https://compendiomicrobiologia.wordpress.com/2014/03/09/staphylococcus-spp/l (Revisado 11/10/2016)

La pared celular de las Gram Positivas es monoestratificada y estda compuesta por
peptidoglicano, polisacaridos, proteinas y acidos teicoicos. Baja en lipidos, el
peptidoglicano presente formando una monocapa es un componente importante que
supone el 50% del peso seco de algunas células bacterianas. La pared celular de las
Gram Negativas, es biestratificada; la primera capa esta constituida por
peptidoglicano, y la segunda capa esta formada por: polisacaridos, proteinas,
fosfolipidos y lipidos. No hay acidos teicoicos. El peptidoglicano esta en poca
cantidad. El peptidoglicano, estd compuesta por cadenas de acido N-acetil muramico
(NAM) y acido N-acetil glucosamina (NAG) unidas entre si por puentes peptidicos. La
pared celular de las Gram Positivas es mas rica en peptidoglicano que la de las

Gram Negativas (Granados, 2003).


http://analizatelab.blogspot.mx/2014/08/la-tincion-gram.html
http://analizatelab.blogspot.mx/2014/08/la-tincion-gram.html

Imagen 4. Diferencias de pared celular entre Gram Positivas y Gram Negativas.

Imagen: Biologia médica, http://biologiamedica.blogspot.mx/2010/09/bacterias-gram-positivas-y-
gram.html (Revisado 11/10/2016)

1.2.2 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis es una bacteria Gram Positiva, es un coco agrupado en
racimos, anteriormente era considerado como un microorganismo comensal inocuo
en la piel humana, pero hoy en dia se considera como un importante patdégeno
oportunista, pues es la causa mas frecuente de las infecciones nosocomiales,
especialmente en pacientes con dispositivos médicos permanentes (Koneman,
2008).

Con respecto a la patogenicidad, Staphylococcus epidermidis es capaz de producir
macromoléculas de superficie que inician y luego aumentan la adhesién bacteriana a
la superficie plastica de cuerpos extrafios. La adherencia inicial parece estar mediada
por una adhesina polisacarida llamada PS/A y otras proteinas de superficie. La PS/A
se trata de un polimero de galactosa-arabinosa de alto peso molecular, después de
la adherencia inicial, hay otra fase llamada de adherencia intracelular que es
mediada por un polisacarido llamado PIA y una proteina extracelular; esto permite la
formacion de varias capas de células bacterianas adheridas entre si que forman el

llamado biofilm. (Otto, 2009).
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Este biofilm sirve para proteger a los microorganismos de los agentes
antimicrobianos y de las células fagociticas. En general, es necesaria la remocion del

cuerpo extrafo para lograr la cura de la infeccion. (Otto, 2009).

Para su identificacién se utiliza la tincion de Gram, donde se observan cocos
positivos agrupados en racimos, se aislan en Agar Nutritivo o Sangre donde la
morfologia colonial es colonias pequefias blancas, de forma circular, bordes
redondeados, superficie lisa y convexa; tras realizar las pruebas bioquimicas
primarias se tendra que son Catalasa positiva y Oxidasa negativa, para diferenciar de
Staphylococcus aureus se realiza la prueba de coagulasa la cual es negativa y la

siembra en Agar Sales Manitol la cual es negativa. (Koneman, 2008).

1.2.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram Positiva, es un coco agrupado en
racimos, forma parte de la microbiota normal de la piel, especialmente de la nariz y el
perineo de los seres humanos y los animales, sin embargo se destaca como un
importante patégeno humano que produce infecciones tanto en la comunidad como a
nivel hospitalario. (Hurtado, 2002).

Staphylococcus aureus posee un arsenal de elementos que justifican su capacidad
patogénica y de defensa ante los mecanismos de defensa del hospedador y los
antimicrobianos utilizados para su combate, en el siguiente cuadro se muestran los

determinantes de patogenicidad en Staphylococcus aureus. (Hurtado, 2002).
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Cuadro 1. Determinantes de patogenicidad de Staphylococcus aureus.

Respecto a su identificacion, ademas de la tincion de Gram donde se observan
cocos positivos con tendencia a agruparse en racimos. El aislamiento nos permitira
observar las caracteristicas de las colonias. En medios no selectivos, Staphylococcus
aureus presenta colonias de 1 a 3 mm de diametro, lisas, levemente elevadas, de
bordes enteros, levemente convexas y generalmente pigmentadas con un color que
puede ir desde el crema al amarillo. Cuando crecen en Agar Sangre se puede
observar una zona de [B-hemdlisis alrededor de las colonias. En las pruebas
primarias se tiene que son Catalasa positiva y Oxidasa negativa, al realizar la prueba
de coagulasa esta es positiva y la siembra en Agar Sales Manitol resulta positiva.
(Koneman, 2008).
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1.2.4 Klebsiella pneumoniae

Klebisiella pneumoniae es una bacteria Gram Negativa, en forma de bacilo no mévil
que pertenece a la familia de las Enterobacterias, puede presentar o no capsula y es
la especie de mayor importancia clinica y mas estudiada dentro del género
Klebsiella. (Lopez, 2009).

Cabe resaltar que es una bacteria con alta importancia dado que presenta una
variedad de enzimas [J-lactamasas las cuales pueden destruir las estructuras
quimicas de los antibidticos betalactamicos como penicilinas, cefalosporinas y

carbapenems. (Sirijan, 2016).

Generalmente desarrolla una capsula que actua como factor determinante en la
virulencia de la bacteria, debido a que cuenta con lipopolisacaridos que se extienden
por encima de la capsula evitando que su pared celular sea lisada, entonces la
capsula protege a la bacteria de la fagocitosis por parte de los polimorfonucleares

inhibiendo la activacién del complemento. (Lopez, 2009).

La primera etapa en el proceso infeccioso es la adherencia del agente a las células
del hospedero, funcion que en este caso es desempefiado por los pilis, de los cuales
existen dos tipos predominantes en Klebsiella pneumoniae; el tipo 1 que tipo esta
asociado en la patogénesis de las infecciones del tracto urinario, adhiriéndose a las
células del tubulo proximal, su adherencia a las células del tracto respiratorio afecta
la resistencia a la colonizacién, lo cual conlleva a la proliferacién de patdégenos
potenciales y puede conducir a neumonia, principalmente en pacientes con
ventilacion mecanica y el tipo 3 que interviene en la adherencia a las células

endoteliales y los epitelios del tracto respiratorio y urinario. (L6pez, 2009).
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1.2.5 Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram Negativo con flagelos peritricos, que pertenece a
la familia de las Enterobacterias, se considera la especie bacteriana mas comun de
la microbiota intestinal; se presenta como un comensal del intestino humano pocas
horas después del nacimiento, por lo cual es raro encontrar cepas comensales
asociadas a enfermedad pero existen varios virotipos de Escherichia coli implicados
en un amplio espectro de enfermedades agrupados en tres sindromes clinicos.
(lguchi, 2009).

Se han determinado varios virotipos de Escherichia coli enteropatégenas, basandose
en diferentes factores de virulencia: Escherichia coli enterohemorragica (ECEH),
Escherichia coli enterotoxigena (ECET), Escherichia coli enteropatogena (ECEP),
Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI), Escherichia coli enteroagregativa (ECEA) y
Escherichia coli de adherencia difusa (ECAD). (Tortora, 2007). En el siguiente cuadro
se enlistan los factores de patogenicidad asociados a los diferentes virotipos de

Escherichia coli.

Cuadro 2. Determinantes de patogenicidad de Escherichia coli.

Bacteria Adhesinas Exotoxinas
ECET Antigenos del toxina termolabil
factor de (LT-1) : Toxina

colonizacion(CFA/ [termoestable (STa)
1. CFA/IL CEA/I)
ECEP Pilis formadores de
haces (BFP),
intimina

ECEA Fimbrias Toxina
adherentes termoestable
agregantes (AAF/I. |enteroagregante
AAF/IL AAF/I)

ECEH BFP: Intimina Toxina de shiga
(Stx-, stx-2)
ECEI Antigeno del Hemolisina (HIyA)

plasmido invasivo
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1.2.6 Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii es un bacilo Gram Negativo, inmaévil, no fermentador,
oxidasa negativo y catalasa positivo y es considerado como un patégeno oportunista
causante de neumonias, asociadas a ventilacién, infecciones del tracto urinario,

meningitis, bacteriemias, endocarditis y peritonitis.(Cisneros, 2003).

Las caracteristicas mas notables como un patégeno nosocomial son su capacidad de
sobrevivir en el ambiente hospitalario (inanimado) y desarrollar resistencia a multiples

agentes antimicrobianos. (Villar, 2014).

Acinetobacter baumannii habita normalmente en la piel, en las membranas de la
mucosa respiratoria y gastrointestinal ademas puede sobrevivir en el suelo, en
superficies humedas, y a diferencia del resto de bacterias Gram Negativas, puede

resistir por un largo periodo en ambientes secos. (Zufiga, 2010).

Aunque las caracteristicas especiales del género Acinetobacter lo han convertido en
patdgeno nosocomial exitoso, es poco lo que se ha avanzado en el conocimiento de
los factores de virulencia y las estrategias de persistencia. La presencia de pilis
como importante factor patogénico ha sido relacionada con la capacidad de la
bacteria para adherirse a las superficies plasticas y de vidrio, asegurando la
formacion de biofilm en instrumentos como los dispositivos médicos. Algunas
investigaciones han determinado que durante la etapa de maduracion del biofilm se
requiere la participacion de la proteina asociada a biofilm (Bap), esta proteina que es
especifica de Acinetobacter baumannii se localiza en la membrana externa,
facilitando la adhesién intercelular, lo que contribuiria a dar grosor y volumen al
biofilm. La potencial habilidad de Acinetobacter baumannii para formar biofilm
explicaria en gran medida su alta resistencia a los antibiéticos y las propiedades de

sobrevivencia en el ambiente seco por largos periodos. (Zuniga, 2010).
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1.2.7 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram Negativa con forma de bacilo,
cuenta con un flagelo y es movil, ademas es aerobio, se considera un patégeno
oportunista, responsable de una amplia gama de infecciones, principalmente
nosocomiales. Es un habitante comun de agua, suelos y plantas y en los hospitales
puede ser encontrada en respiradores, humidificadores, vertederos, duchas, piscinas
de hidroterapia y ocasionalmente en las manos de los trabajadores de la salud.
(Lujan, 2014).

Pseudomonas aeruginosa puede causar neumonias, infecciones del tracto urinario y
bacteriemias, asi como una alta morbilidad y mortalidad en pacientes con fibrosis
quistica, debido a las infecciones cronicas que eventualmente conducen a un dafio a
nivel pulmonar e insuficiencia respiratoria, dichas infecciones son dificiles de
erradicar debido a su elevada resistencia intrinseca, ademas de su capacidad para

adquirir resistencia a diversos antibiéticos. (Ochoa, 2013).

Pseudomonas aeruginosa produce una amplia variedad de factores de
patogenicidad, por lo tanto, la patogénesis de esta bacteria puede ser descripta como
multifactorial. Algunos de estos factores son el flagelo, pilis, toxinas, exoenzimas y
biofilm. Algunos bastante estudiados son el alginato que es un polimero de
polisacaridos, que facilita la adherencia a la superficie epitelial pulmonar, es una
barrera para los fagocitos, para los antibiéticos, inhibe a los anticuerpos y atenua la
respuesta del hospedero. La exotoxina A dafa el epitelio alveolar y las células
endoteliales pulmonares, inhibe la sintesis de proteinas de la célula hospedera y
afecta la respuesta del hospedero a la infeccidén. Otras toxinas vinculadas a la
virulencia son exoS, exoT y exoU, las primeras 3 han sido. ExoS y ExoT
desorganizan el citoesqueleto de actina de la célula hospedera, bloquean la
fagocitosis y causan la muerte celular, en tanto ExoU favorece la inflamacion
excesiva, incrementa el dano tisular y también causa la muerte celular. (Lujan, 2014).
16



1.3 Generalidades de Levaduras y Fungemia

Las levaduras varian considerablemente en cuanto a tamano, oscilando entre 1y 5
gm de anchura y entre 5 a 30 ym de longitud. Cada especie tiene una forma
caracteristica, pero aun en cultivo puro, entre las células individuales, existe una
considerable variacion en el tamafo y la forma que puede ser redondeada, elipsoide
o casi cilindricas. Se reproducen normalmente por biparticion o fision binaria (casi
siempre asimétrica) o por gemacion, porque producen unos abultamientos en la
célula madre llamados yemas (también llamadas blastoconidios) que crecen hasta
separarse. Algunas levaduras pueden filamentar, es decir, que la yema no se
desprende y se van alargando tomando el nombre de seudohifa, al proliferar las

seudohifas toman el nombre de seudomicelio (Montoya, 2008).
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Imagen 5. Tipos de reproduccion en levaduras.

Imagen: Ciencias de la tierra, https:/cienciadelatierra.wordpress.com/2010/04/09/budding-y-
conjugacion/ (Revisado 11/10/2016)
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Pueden crecer como anaerobios facultativos. Pueden utilizar el oxigeno o un
compuesto organico como aceptor final de electrones; este es un atributo valioso

porque permite que estos hongos sobrevivan en diversos ambientes (Tortora, 2007).

En los medios de cultivo sélidos las levaduras crecen dando lugar a colonias
compactas, visibles macroscopicamente a las 24-48 horas de incubacién muy

similares a las bacterianas (Prats, 2005).

Se habla de fungemia cuando el microorganismo aislado en el hemocultivo es un
hongo o levadura. La fungemia suele manifestarse de forma inespecifica por un
cuadro febril aislado asociado a inmunosupresion, o acompafado de afeccion

organica en caso de infeccion diseminada. (Garcia. 1997).

1.4 Hemocultivo

Un hemocultivo se define como el cultivo microbiolégico de una muestra de sangre
obtenida por puncién venosa sencilla o acceso intravenoso. Es un estudio
recomendado para confirmar una bacteriemia cuando ésta se sospecha en pacientes
con o sin foco aparente de infeccidon. Un cultivo de sangre positivo sugiere un
diagnostico definitivo en la orientacion de una terapia eficaz contra organismos
especificos, asi como el estudio de patrones de resistencia a antimicrobianos en la
terapia médica. Las infecciones del torrente sanguineo son muy importantes, pues su
mortalidad oscila entre 13.6 y 38%. (Sanchez, 2010).

En América Latina, los microorganismos que mas se aislan son Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Staphylococcus coagulasa-negativos, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa. Asimismo, en México y Argentina son
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella

pneumoniae y levaduras (Sanchez, 2010).
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La indicacién clasica para obtener hemocultivos, es 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 calosfrios y fiebre mayor a

38.3°C y la existencia de enfermedades subyacentes severas. (Garcia, s.f).

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, también si se trata de 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). (Garcia, s.f).

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 aerdbicas, anaerobicas, fastidiosos, micobacterias u hongos.
Por ultimo, se pueden clasificar segun 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. (Garcia, s.f).

Es dificil detallar todas las situaciones en las que se deben realizar hemocultivos,
pero, de forma general, deben realizarse, antes de la administracién de la terapia
antimicrobiana sistémica, siempre que exista sospecha clinica de sepsis, meningitis,
osteomielitis, pielonefritis, infeccion intraabdominal, artritis, infecciones graves de la
piel y tejidos blandos, neumonia, endocarditis y fiebre de origen desconocido
(absceso oculto, fiebre tifoidea, brucelosis, tularemia, etc). (Gonzélez, 2012).
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CLASIFICACION DE LOS HEMOCULTIVOS I

SEGUN TIPO SEGUN TOMA SEGUN TIPO DE SEGUN LA
DE PACIENTE DE LA MUESTRA MICROORGANISMO METODOLOGIA
Pediatrico | | Centrales | | Bacterias | | Manuales
aerébicas
| | Adulto | | Periféricos | | Bacterias | | Semi-
anaerdhicas automatizados
Inmunocompetente Bacterias Automatizados
B B Fastidiosas T
| | Inmunosuprimido I | | Micobacterias I
| | Hongos I

Imagen 6. Clasificacion de los hemocultivos.
Garcia, P. (2015) Hemocultivos. Pontificia Universidad Catdlica de Chile

Por lo general, un hemocultivo es insuficiente en la busqueda del microorganismo,
dos o mas cultivos son adecuados cuando la bacteriemia se debe a un patdégeno no
contaminante, tres cultivos son adecuado ante la presencia de bacteriemia
persistente y cuatro cultivos cuando se sospecha de un germen comunmente

contaminante como los Staphylococcus coagulasa negativo. (Gonzalez, 2012).

Cualquier liquido corporal estéril puede ser invadido e infectado por agentes
patdgenos como bacterias, si bien provienen de diferentes areas del cuerpo todas
las muestras son estériles en condiciones normales; por lo consiguiente hasta la
presencia de una sola colonia de un microorganismo con potencial patégeno puede

ser importante. (Forbes, 2009).
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La distincion entre bacteriemias verdadera y falsa es un asunto de la maxima
importancia y trascendencia para el paciente, debido a que estas se asocian con una

elevada mortalidad, que oscila entre el 20 y el 50%. (Rodriguez, 2012).

1.5 Principales microorganismos presentes en hemocultivo

Segun un estudio realizado en el Hospital Pediatrico de Sinaloa de febrero del 2012 a
febrero del 2013 los microorganismos mas frecuentemente aislados en hemocultivos
son Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus; le siguen en frecuencia
Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Serratia
marcensens, Escherichia coli y Cryptococcus laurentii. (Lopez, 2013).
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Tabla 1. Principales microorganismos presentes en hemocultivo.

Tipo e . . ..
Nombre poy Localizacion Identificacion Notas
Agrupacion
Catalasa + . .
. . . ) Anteriormente considerado
Staphylococcus Cocos G + en Bacteria residente de la piel y Oxidasa - . : .
. S . contaminante con escasa importancia
epidermidis Racimos mucosas sanas del ser humano Coagulasa — clinica
Manitol — )
. ; Catalasa + . L.
Medio ambiente, aunque . Patdégeno mas importante dentro de
Staphylococcus Cocos G + en e Oxidasa — o
. también forma parte de la los Staphylococcus, principal agente
aureus Racimos . ) Coagulasa + . ; ?
microbiota humana normal. Manitol + causal de infecciones nosocomiales.
Microbiota de la piel y b,
. Utilizacién de . , .
. . membranas mucosas, ademas Es el hongo mas comunmente aislado
Candida albicans Levadura . CHOS + .
de vegetales, suelo, agua, aire, en muestras clinicas.
: ChromoAgar
alimentos.
. . Presente en agua, tierra . .
Bacilos G - sin . gua, lerra, Oxidasa + Produce pigmentos fluorescentes de
Pseudomonas . animales o plantas, debido a . .
) agrupacioén . b-hemolisis colores que pueden variar desde el
aeruginosa gue sus necesidades L .
Flagelado . e . Piocianina + rojo hasta el negro.
alimenticias son minimas.
Klebsiella Bacilos G - sin Se encuentra en microbiota MIO: - - - - Enterobacteria de aislamiento clinico
Pneumoniae agrupacion intestinal. IMVIiC: - - + + frecuente.
. L . VP +
. . . Es microbiota intestinal, en el - e
Serratia Bacilo G - sin : : Motilidad + Su adquisicion es por lo general
I ambiente y reservorios pobres . . .
marcensens agrupacion X Indol — nosocomial, asociada a catéter.
en nutrientes.
DNAsa +
. . Existen varios patotipos de
Bacilos G - sin : : . o L
. . L Se encuentra en microbiota IMVIC: + + - - Escherichia coli implicados en un
Escherichia coli agrupacion ; . . :
Flagelado intestinal. Lactosa: + amplio espectro de enfermedades
agrupados en tres sindromes clinicos.
Medio ambiente,
Cryptococcus principalmente del suelo Es la especie mas importante desde el
. Levadura X Urea - : P
laurentii contaminado con excrementos punto de vista médico.

secos de palomas y otras aves
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1.6 Sangre y liquidos diversos

En respuesta a la infeccion, en cualquier cavidad del organismo puede acumularse
liquido, estos liquidos deben recolectarse y enviar al laboratorio para estudios
microbiolégicos entre ellos la inoculacion en frascos de hemocultivo. Los liquidos
corporales que con mayor frecuencia se estudian en el laboratorio después de la

sangre y el cefalorraquideo, son ascitis, peritoneal, pleural y sinovial. (Peman, 2007).

Cabe resaltar que en condiciones normales cualquier liquido corporal debe ser
estéril, lo consiguiente, hasta la presencia de una sola colonia de un microorganismo

con potencial patégeno puede ser importante. (Forbes, 2009).

1.6.1 Sangre

La sangre es un tejido conjuntivo liquido que circula a través del sistema
cardiovascular. Al igual que los demas tejidos conjuntivos, el tejido sanguineo esta
formado por células y un componente extracelular. El volumen total del adulto normal
es de alrededor de 6 L, lo cual equivale al 7 a 8% del peso corporal total. (Ross,
2012).

La sangre es impulsada a través del sistema cardiovascular por la accion de la
bomba cardiaca para que llegue a todos los tejidos del organismo. Entre sus
funciones se pueden mencionar las siguientes: Transporte de sustancias nutritivas y
oxigeno hacia las células en forma directa o indirecta, transporte de desechos y
biéxido de carbono desde las células, distribucion de hormonas y otras sustancias
reguladoras a las células y tejidos, mantenimiento de la homeostasis porque actua
como amortiguador (buffer) y participa en la coagulacion y la termorregulacion,
transporte de células y agentes humorales del sistema inmunitario que protege el
organismo de los agentes patégenos, las proteinas extrafas y las células

transformadas (es decir, las células del cancer) (Ross, 2012).
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La muestra de sangre para un hemocultivo debe ser tomada por el personal médico
0 quimico, se hace mediante puncién periférica venosa o arterial, 0 a través de un
catéter arterial, venoso o central. El personal debe lavarse las manos, colocarse
guantes y proceder a desinfectar los tapones de las botellas de hemocultivo con
alcohol al 70% y posteriormente con una solucion iodada, después se debe
seleccionar el sitio de venopuncion y desinfectar el area con alcohol al 70%, después
en un ambiente totalmente estéril desinfectar nuevamente el area a puncionar con
una solucion iodada y dejar secar, colocar el torniquete y realizar la puncion sin
palpar, la muestra se toma directamente en la botella de hemocultivo, por lo cual se
debe usar sistema al vacio con una camisa especial. Finalmente después de extraer
un volumen de 10 mL de sangre por frasco, retirar el torniquete y el sistema al vacio,

y limpiar los restos de solucién iodada de la piel del paciente. (Strasinger, 2010).

1.6.2 Liquido cefalorraquideo (LCR)

Reconocido por primera vez por Cotugno en 1764. Proporciona un sistema fisioldgico
para aportar nutrientes al tejido nervioso, eliminar los desechos metabdlicos y
producir una barrera mecanica para proteger el cerebro y la médula espinal contra el
traumatismo. EI LCR se produce en los plexos coroideos de los 2 ventriculos
laterales y del tercero y el cuarto ventriculos. En los adultos se producen alrededor

de 20mL de liquido por hora (Strasinger, 2010).

El LCR suele obtenerse mediante la puncién lumbar entre la tercera, cuarta o quinta
vértebras lumbares. El volumen requerido que puede extraerse se basa en el
volumen disponible en el paciente (adulto o neonato) y la presion de apertura del
LCR tomada cuando la aguja entra primero en el espacio subcaracnoideo.
(Strasinger, 2010).
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Para realizar la puncion lumbar el paciente debe recostarse de lado con las rodillas
encogidas hacia el abdomen y la barbilla pegada al torax, se debe limpiar la espalda,
e inyectar anestesia local en la regidn lumbar, después se introduce una aguja
espinal y se medira la presién del liquido cefalorraquideo y se recogera una muestra
de 10 mL, se retira la aguja y se limpia la zona, finalmente se inoculan las botellas de

hemocultivo en un ambiente estéril. (Strasinger, 2010).

Los microorganismos hallados con mas frecuencia en infecciones en LCR son
Streptococcus pneumoniae (Cocos Gram Positivos), Haemophilus influenzae
(Bacilos Gram Negativos pleomorfos), Escherichia coli (Bacilos Gram Negativos) y
Neisseria meningitidis (Cocos Gram Negativos). Los cocos Gram Negativos,
Streptococcus agalactiae, y los bacilos Gram Negativos Listeria monocytogenes

pueden encontrarse en los recién nacidos (Strasinger, 2010).

1.6.3 Liquido sinovial (LS)

A menudo denominado “liquido articular”, es viscoso y se encuentra en las cavidades
de las articulaciones moviles (diartrosis) o articulaciones sinoviales. El liquido sinovial
se forma como un ultrafiltrado del plasma por la membrana sinovial. (Strasinger,
2010).

El liquido sinovial se obtiene por aspiracion con aguja, procedimiento conocido como
artrocentesis. La cantidad de liquido presente varia con el tamafio de la articulacion y
la magnitud del aumento del liquido en ésta. Debe registrarse el volumen de liquido
recolectado. El liquido sinovial normal no coagula; sin embargo, el liquido de una
articulacion enferma puede contener fibrinbgeno y coagular. Por consiguiente, el
liquido a menudo se recolecta con una jeringa que ha sido humedecida con heparina.
(Strasinger, 2010).
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La toma de muestra se realizara por personal médico, primero se lavara la piel sobre
las articulaciones sera lavada y después se colocara una solucion iodada, tras dejar
secar se utilizara anestesia local para adormecer el tejido en el sitio de la puncion.
Una aguja debera ser introducida en el espacio alrededor de la articulacion y el
liguido se extraera con la jeringa aproximadamente 10 mL, cuando se tiene la
muestra se retira la aguja y se inoculan las botellas de hemocultivo en condiciones
de esterilidad. (Strasinger, 2010).

En LS se realizan tincion de Gram y cultivos. Los cultivos bacterianos deben incluir
un medio de enriquecimiento, como agar chocolate, porque ademas de
Staphylococcus y Streptococcus, otros microorganismos habituales que infectan el
liquido sinovial son las especies de Haemophilus y N. gonorrhoeae, que tienen

requerimientos especiales de cultivo. (Strasinger, 2010).

1.6.4 Liquido pleural (LP)

Se obtiene de la cavidad pleural, ubicada entre la membrana pleural parietal que
reviste la pared del térax y la membrana pleural visceral que recubre los pulmones.
Para la toma de muestra el paciente debera estar sentado mientras su cabeza y
brazos descansan en una mesa, se limpiara con una solucion iodada la zona de
puncion y se deja secar, posteriormente se inyecta un anestésico local, después la
aguja de 20 mL se inserta por encima de la costilla en la cavidad donde se encuentra
el liquido, y se extrae el liquido aproximadamente 10 mL por botella de hemocultivo,
al obtener la muestra se sacara la aguja, se limpia la zona y se coloca un apdsito
comprensivo, para finalizar se inoculan las botellas de hemocultivo. (Strasinger,
2010).

26



Los microorganismos asociados con mayor frecuencia con los derrames pleurales
son Staphylococcus aureus, miembros de la familia Enterobacteriaceae, anaerobios
y Mycobacterium tuberculosis. Cuando la clinica lo indica, en el liquido pleural se
realizan la tincion de Gram, los cultivos (aerobios y anaerobios), la tincion para acido-

alcohol resistencia y los cultivos para micobacterias. (Strasinger, 2010).

1.6.5 Liquido peritoneal (LP)

La acumulacion de liquido entre las membranas peritoneales se denomina llama
ascitis y el liquido suele denominarse liquido ascitico en lugar de liquido peritoneal.
La tincién de Gram y los cultivos para aerobios y anaerobios se realizan cuando se
sospecha peritonitis bacteriana. La siembra de liquido en frascos para hemocultivo a
la cabecera del paciente aumenta la recuperacion de microorganismos anaerobios.
(Strasinger, 2010).

La muestra es tomada con el paciente recostado boca arriba inclinado hacia su lado
izquierdo, se selecciona es sitio de puncidn y se limpiara con una solucién iodada, se
deja secar y se coloca un anestésico topico y con ayuda de una jeringa se extraera
un volumen de muestra de hasta 10 mL, retirar la jeringa, limpiar la zona y colocar un
aposito comprensivo, finalmente se inoculan las botellas de hemocultivo en un

ambiente estéril. (Strasinger, 2010).

Ante la sospecha de tuberculosis pueden solicitarse tincion para cepas acido-alcohol
resistente y algunas pruebas bioquimicas como niacina y cultivos especiales para

tuberculosis. (Strasinger, 2010).
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1.7 Sistemas automatizados de deteccion e identificacion bacteriana

y determinacién de la sensibilidad antimicrobiana

En la actualidad se busca acortar los tiempos de deteccion de microorganismos
dentro del laboratorio, para lograr un diagndstico oportuno, con ese fin se
comenzaron a utilizar los sistemas automatizados, dado que estos pueden detectar
crecimiento de microorganismos en una suspension con y sin antimicrobianos, antes
de que se pueda observar turbidez, ademas de disminuir la carga de trabajo dentro

del laboratorio.

En el mercado existen diversos modelos segun la casa comercial que lo maneje,
pero el fundamento es el mismo en todos: Tener una deteccion e identificacion

oportuna del microorganismo presente en la muestra.

En la tabla 2 se muestran algunos de los modelos disponibles para la deteccion de
microorganismos en hemocultivos y otros liquidos corporales, entre ellos el que se
utilizé en el desarrollo de este trabajo “VersaTrek”, mientras que en la tabla 3 se
muestran algunos modelos disponibles para la identificaciéon y determinacion de

sensibilidad bacteriana entre ellos “Vitek 27, sistema utilizado en este trabajo.
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Tabla 2. Sistemas automatizados de deteccion bacteriana.

Equipo Fundamento Imagen
Sistema automatizado, con capacidad de incubar y detectar
microorganismos en 240 muestras.
Bact-Alert® 3D Utiliza botellas con medio de cultivo estéril y con un sensor colorimétrico

(BioMérieux)

que cambia de gris a amarillo en presencia de CO, producido por el
crecimiento de microorganismos. Dichos sensores son escaneados cada 10
minutos, Una vez que el crecimiento es detectado, el sistema emite una
alarma sonora y visual y el dato de la muestra es grabado.

VersaTrek®
(Thermo
Scientific

Microbiology)

Sistema automatizado de deteccién microbiana, detecta cualquier tipo de
gas producido o consumido por microorganismos., sus botellas de cultivo
utilizan medio “REDOX”, que promueven el consumo y produccion de gas,
los cambios de presion en las botellas de cultivo es monitoreada cada 24
minutos.

BATEC FX®
(Becton
Dickinson)

Sistema automatizado de hemocultivos que permite el crecimiento y la
deteccién de microorganismos con una monitorizaciéon continua. Cuenta
con sensores fluorescentes que permite realizar la deteccién de
microorganismos, ya que los frascos cuentan con sensores que responden
a los cambios en el contenido de gas producido, los sensores fluorescentes
miden nivel de fluorescencia el cual corresponde a la cantidad de diéxido
de carbono liberado por los organismos. La medicion es interpretada por el
sistema de acuerdo con parametros pre-programados de positividad. Se
considera no invasivo al no perforar las botellas.
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Tabla 3. Sistemas automatizados de identificacion bacteriana y determinacién de la sensibilidad antimicrobiana.

Equipo Fundamento Imagen
Abactor 1l® Sistema semiautomatizado que identifica bacterias Gram Negativas y determina la
(Menarini sensibilidad antimicrobiana. Utiliza 3 tipos de rotores que incluyen pruebas bioquimicas

Diagnostics)

y antibiéticos que son inoculados con una suspension bacteriana. Basado en técnicas
de dilucion en medio liquido.

Phoenix®
(Becton
Dickinson)

Sistema automatizado para realizar simultaneamente de 1 a 100 determinaciones de
identificacion bacteriana y de sensibilidad antimicrobiana. El Sistema Phoenix utiliza
sustratos cromogénicos y fluorogénicos, asi como sustratos con fuentes de carbono
Unicas para la identifiacion de los microorganismos.

MicroScan
WalkAway®
(Dade
Behring)

Sistema automatizado, para la identificacién de bacterias asi como la determinacion de
sensibilidad antimicrobiana, realiza la incubacion, adicién de reactivos y la lectura de
los paneles. Utiliza tecnologia de fibras O&pticas que permite la lectura
espectrofotométrica de todo el panel simultaneamente.

Vitek 2®
(BioMérieux)

Sistema automatizado para la identificacién bacteriana y el estudio de la sensibilidad
antimicrobiana. Utiliza tarjetas con reactivos colorimétricos, que son inoculadas con la
suspension de un cultivo puro microbiano y el perfil de desarrollo es interpretado de
forma automatica. Tiene un sistema Optico de transmitancia el cual permite la
interpretacion de las reacciones de prueba utilizando diferentes longitudes de onda en
el espectro visible.

30




1.8 Sistema de deteccion bacteriana “Thermo Scientific VersaTrek

Es un sistema automatizado de deteccion microbiana, puede detectar cualquier tipo
de gas producido o consumido por microorganismos. Al no limitarse a la produccion
de CO,, como otros sistemas, “Thermo Scientific VersaTrek” puede detectar una
gama mas amplia de microorganismos, tanto los que tienen requisitos especiales de
cultivo como los de cultivo sencillo, entre los microorganismos que detecta se
encuentran Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
pneumoniae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Brucella suis, Helicobacter spp, Nocardia spp, y Candida. (Thermo Fisher, 2011).

Emplea medios unicos “REDOX” para promover tanto el consumo como la
produccion de gas, detectando cambios de la presion en el espacio superior de la
botella, los medios “REDOX” altamente enriquecidos admiten una amplia variedad de
microorganismos, con lo que se mejora la capacidad de “VersaTrek” para recuperar
mas facilmente microorganismos que tienen requisitos especiales de cultivo. Dos
medios son suficientes por paciente pues existen para microorganismos aerobios y

anaerobios. (Thermo Fisher, 2011).

Imagen 7. Equipo “Thermo Scientific VersaTrek”.
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Imagen 8. Medios “REDOX” para “VersaTrek”.
Imagen: Thermo Scientific http://www.trekds.com/products/versatrek/media.asp (Revisado 19/10/2016)

“VersaTrek” detecta el crecimiento mico-bacteriano monitorizando automaticamente
la tasa de consumo de oxigeno en el espacio de cabeza del frasco de cultivo cada 24
minutos. “VersaTrek” tiene un software que ofrece acceso con un solo boton a todos
los resultados y muestras de pacientes. El software muestra los resultados mediante
graficas “Presion vs Tiempo (hrs)” para ver el desarrollo del microorganismo con el

paso de los dias. (Thermo Fisher, 2011).

Imagen 9. Curva de crecimiento bacteriano
Imagen: Bacteria:, https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria (Revisado 20/10/2016).
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Con su exclusiva tecnologia de deteccion se consiguen resultados mas rapidos con
menos restricciones, reduciendo asi el tiempo de estancia y los costos de
tratamiento, lo cual repercute en la mejora de los cuidados al paciente. (Thermo
Fisher, 2011).

Imagen 10. Software que incluye “Thermo Scientific VersaTrek”.
1.9 Sistema de identificacion y sensibilidad bacteriana “Vitek 2”

Es un sistema automatizado para la identificacion bacteriana y el estudio de la
sensibilidad antimicrobiana; este sistema utiliza tarjetas con reactivos colorimétricos,
las que son inoculadas con la suspension de un cultivo puro microbiano y el perfil de

desarrollo es interpretado de forma automatica. (BioMérieux, 2006).

Imagen 11. Sistema de identificacion y sensibilidad bacteriana “Vitek 2”.
Imagen: BioMérieux http://www.biomerieux-usa.com/clinical/vitek-2-healthcare (Revisado 19/10/2016)
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El sistema “Vitek 2" cuenta con los instrumentos para la preparacion de la muestra,
incubacion, interrogacidn optica y estuche para la prueba. Entre ellos el “DensiChek”
que es un densitometro Optico, el cual es utilizado para la estandarizacion del inéculo
de la muestra, “DensiChek” mide la densidad optica de una suspension de
microorganismo, proporciona valores en unidades McFarlad, proporcional a las

concentraciones de microorganismos. (BioMérieux, 2006).

Imagen 12. “DensiChek” equipo incluido con “Vitek 2”.

Otro instrumento con el que cuenta el sistema “Vitek 2” es “Smart Carrier Station” la
cual consiste en una computadora tipo PC, un escaner de coédigo de barras
conectado a la computadora y un cassete con capacidad para hasta 15 tarjetas. El
escaner de codigos se encarga de vincular de manera virtual el tipo de tarjeta que se
utilizara en el cassete con el sistema “Vitek 2” permitiendo la correcta lectura de cada

tarjeta utilizada. (BioMérieux, 2006).

Después de preparar y estandarizar el inéculo, el sistema “Vitek 2” lleva a cabo todas
las tareas necesarias para complementar la identificaciéon y las pruebas de
susceptibilidad como la dilucion del inoculo, llenado del estuche de prueba, sellado y
transferencia al incubador, monitoreo de los cambios metabdlicos, transferencia de
los resultados a la estacion de trabajo y descarte de los estuches de prueba.
(BioMérieux, 2006).
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Imagen 13. “Smart Carrier Station” incluido con “Vitek 2”.
Imagen: BioMérieux, http://www.diagnosticainternacional.com.mx/admin/tablas/productos/VitekCompact.pdf
(Revisado 19/10/2016)

Las tarjetas reactivas tienen 64 pozos, cada uno contiene un sustrato de prueba
individual, estos sustratos miden varias actividades metabdlicas como acidificacion,
alcalinizacion, etc. Existen varios tipos de tarjetas reactivas disponibles para la
identificacion de diferentes clases de organismos: GN (Bacilos Gram negativos
fermentadores y no fermentadores), GP (Cocos y bacilos no formadores de esporas

Gram positivos) y YST (Levaduras y organismos levaduriformes). (BioMérieux, 2006).

Imagen 14. Tarjetas Reactivas de” Vitek 2”.
Imagen: BioMérieux http://www.biomerieux-usa.com/clinical/vitek-2-healthcare (Revisado 19/10/2016)
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En las siguientes tablas se muestran los sustratos que contienen los diferentes tipos
de tarjetas de identificacion GP, GNy YST.

Tabla No. 4 Pruebas que contiene la tarjeta GP. (BioMérieux, 2006).

¥ Prueba # Prueba
Pozo Pozo
2 D-AMYGDALYN 53 D-MANNOSE
. PHOSPHATIDYLINOSITOL 4 METHYL-B-D-
PHOSPHOLIPASE C GLUCOPYRANOSIDE
5 D-XYLOSE 56 PULLULAN
8 ARGININE DIHYDROLASE 1 57 D-RAFFINOSE
9 BETA-GALACTOSIDE 58 | 9129 RESJEE@';'CE (comp.
11 ALPHA-GLUCOSIDASE 59 SALICIN
13 Ala-Phe-Pro ARYLAMIDASE 60 | SACCHAROSE/SUCROSE
14 CYCLODEXTRIN 62 D-TREHALOSE
15 L-Aspartate ARYLAMIDASE 63 | ARGININE DIHYDROLASE 2
16 | BETA GALACTOPYRANOSIDASE | 64 | OPTOCHIN RESISTANCE

17 ALPHA-MANNOSIDASE

19 PHOSPHATASE

20 Leucine ARYLAMIDASE
23 L-Proline ARYLAMIDASE
24 BETA GLUCURONIDASE
25 ALPHA-GALACTOSIDASE
26 L-Pyrrolidonyl-ARYLAMIDASE
27 BETA-GLUCURONIDASE
28 Alanine ARYLAMIDASE
29 Tyrosine ARYLAMIDASE
30 D-SORBITOL

31 UREASE

32 POLYMIXIN B RESISTANCE
37 D-GALACTOSEE

38 D-RIBOSE

39 L-LACTATE alkalinization
42 LACTOSE

44 N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE
45 D-MALTOSE

46 BACITRACIN RESISTANCE
47 NOVOBIOCIN RESISTANCE
50 GROWTH IN 6.5% NaCl
52 D-MANNITOL
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Tabla No. 5 Pruebas que contiene la tarjeta GN. (BioMérieux, 2006).

P:zo Prueba P:zo Prueba
2 Ala-Phe-PrO-ARYLAMIDASE 47 ORNITHINE DECARBOXYLASE
3 ADONITOL 48 LYSINE DECARBOXYLASE
4 L-Pyrrolydonyl-ARYLAMIDASE 52 DECARRBOXYLASE BASE
5 L-ARABITOL 53 L-HISTIDINE assimilation
7 D-CELLOBIOSE 56 COUMARATE
9 BETA-GALACTOSIDASE 57 BETA-GLUCORONIDASE
10 H2S PRODUCTION 58 0129 RESJEQ'\)'CE (comp.
11 GBUEJS‘Q\XQ%\:E';X;'E 59 Glu-Gly-Arg-ARYLAMIDASE
12 Glutamyl Arylamidase pNA 61 L-MALATE assimilation
13 D-GLUCOSE 62 ELLMAN
14 GA.PARI\AQSGQ‘EU;QSI\‘AEY L- 64 L-LACTATE assimilation
15 FERMENTATION GLUCOSE
17 BETA-GLUCOSIDASE
18 D-MALTOSA
18 D-MANNITOL
20 D-MANNOSA
21 BETA-XYLOSIDASE
22 BETA-AInine arylamidase pNA
23 L-Proline ARYLAMIDASE
26 LIPASE
27 PALATINOSE
29 Tyrosine ARYLAMIDASE
31 UREASE
32 D-SORBITOL
33 SACCHAROSE/SUCROSE
34 D-TAGATOSE
35 D-TREHALOSE
36 CITRATE (SODIUM)
37 MALONATE
39 5-KETO-D-GLUCONATE
40 L-LACTATE alkalinisation
41 ALPHA-GLUCOSIDASE
42 SUCCINATE alkalinisation
43 Beta-N-ACETYL-
GALACTOSAMINIDASE
44 ALPHA-GANACTOSIDASE
45 PHOSPHATASE
46 Glycine ARYLAMIDASE
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Tabla No. 6 Pruebas que contiene la tarjeta YST. (BioMérieux, 2006).

# Prueba # Prueba
Pozo Pozo
3 L-Lysine-ARYLAMIDASE 48 D-TREHALOSE assimilation
4 L-MALATE assimilation 49 NITRATE assimilation
5 Leucine-ARYLAMIDASE 51 L-ARABINOSE assimilation
7 ARGININE GP 52 D-GALACTURONATE
assimilation
10 ERYTHRITOL assimilation 53 ESCULIN assimilation
12 GLYCEROL assimilation 54 L-GLUTAMATE assimilation
13 Tyrosine ARYLAMIDASE 55 D-XYLOSE assimilation
BETA-N-ACETYL- o
14 GLUCOSAMINIDASE 56 DL-LACTATE assimilation
15 ARBUTIN assimilation 58 ACETATE assimilation
18 AMYGDALIN assimilation 59 CITRATE (SODIUM)
assimilation
D GLUCURONATE
19 D-GALACTOSE assimilation 60 ASSIMILATION
20 GENTIOBIOSE assimilation 61 L-PROLINE assimilation
21 D-GLUCOSE assimilation 2 | ZKETO-D-GLUCONATE
assimilation
23 LACTOSE assimilation 63 | N-ACETYL-GLUCOSAMINE
assimilation
METHYL-A-D- o
24 | GLUCOPYRANOSIDE assimilation | ©+ | D-GLUCONATE assimilation
26 D-CELLOBIOSE assimilation
o7 GAMMA-GLUTAMYL-
TRANSFERASE
28 D-MALTOSE assimilation
29 D-RAFFINOSE assimilation
PNP-N-acetyl-BD-
30 o
galactosaminidase 1
32 D-MANNOSE assimilation
33 D-MELIBIOSE assimilation
34 D-MELEZITOSE assimilation
38 L-SORBOSE assimilation
39 L-RHAMNOSE assimilation
40 XYLITOL assimilation
42 D-SORBITOL assimilation
44 SACCHAROSE/SUCROSE
assimilation
45 UREASE
46 ALPHA-GLUCOSIDASE
47 D-TURANOSE assimilation
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El sistema “Vitek 2” tiene un sistema Optico de transmitancia el cual interpreta las
reacciones de prueba utilizando diferentes longitudes de onda en el espectro visible,
durante la incubacion que se lleva a cabo en un carrusel a temperatura controlada
cada pozo es examinado por el escaner de 10 a 14 veces cada 15 minutos, para
medir la turbidez o los productos coloreados del metabolismo del sustrato,

permitiendo un analisis cinético preciso. (BioMérieux, 2006).

El equipo cuenta con un software que contiene una base de datos de los resultados
de los productos de identificacién cada uno de los resultados obtenidos se compara
con los de la base de datos para determinar si los datos son suficientemente unicos o
cercanos a uno o mas de los de la base de datos para identificar al microorganismo.
Si el software no reconoce un patron de identificacion unico, se reporte una lista de
microorganismos posibles o se determina que la cepa esta fuera del alcance de la
base de datos. (BioMérieux, 2006).

CAPITULO 2. JUSTIFICACION

Debido a la dificultad que se presenta en muchas ocasiones para aislar los
microorganismos de los hemocultivos y liquidos diversos, existe un elevado
porcentaje de muestras que se reportan como falsos negativos, aun cuando
clinicamente son claras sospechas de infeccién, esto puede deberse a que los
microorganismos se encuentren interiorizados o interactuando de alguna manera con

las células presentes.

La metodologia propuesta y probada en este trabajo tuvo como finalidad disminuir
significativamente el numero de muestras reportadas como negativos, para permitir

la recuperacion de los microorganismos y su identificacion.
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2.1 Hipétesis

Si se realizan lisis celular, concentrado y enriquecimiento de microorganismos de
hemocultivo y liquidos diversos negativos, entonces se pueden recuperar e identificar
disminuyendo significativamente el porcentaje de pruebas reportadas erréneamente

como negativos.

2.2 Objetivo General

Recuperar microorganismos de hemocultivos y liquidos diversos negativos
compatibles con sospecha de infeccion mediante lisis celular, concentracién e

induccion de crecimiento para su identificacion y diagnéstico.

2.3 Objetivos Particulares

e Seleccionar hemocultivos y liquidos diversos que cumplan con los criterios de
inclusion.

e Recuperar los microrganismos mediante lisis celular.

e Inducir el crecimiento de microorganismos con ayuda de un medio
enriquecido.

¢ |dentificacion de los microorganismos aislados a través de la tecnologia del

equipo “Vitek 2”.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

Se realizo el analisis de hemocultivos y liquidos diversos referidos como negativos
por el sistema de hemocultivo “VersaTrek”, obtenidos en la seccion de Microbiologia
del Laboratorio Clinico del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional
Siglo XXI en los dias viernes a sabados de Febrero a Mayo del 2016 hasta

completar 150 muestras.

Criterios de inclusion: Muestras que el equipo reportara como negativas de viernes
a sabado del periodo previamente mencionado, teniendo como limitante el material
con el que se contaba, es decir, se tomaba el numero de muestras a analizar por el

meétodo de prueba igual al numero de tubos con el que se contaba.

Criterios de exclusidon: Debido a que se contaba con material limitado por dia de
trabajo, la falta de material para la realizacion de la prueba era el criterio de

exclusion.
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Los hemocultivos y liquidos diversos fueron tomados con técnica estéril por el
personal Médico y del Laboratorio en frascos con medio aerobio y anaerobio, en el
que se le coloco la muestra de 5 mL maximo. Al llegar las muestras al laboratorio, se
incubaron en el sistema de hemocultivo “VersaTrek” por un maximo de 7 dias que es
el tiempo que dura el protocolo de dicho equipo. Si en ese lapso de tiempo no se

detecta la presencia de microorganismos se determina como negativo.

Se procedio a realizar el método estandar dentro del laboratorio, el cual consistié en
tomar una pequefia alicuota de la muestra y se sembré en agar Chocolate, se incubd
en ambiente de Anaerobiosis a 37°C, se revisaron los medios a las 24 y 48 horas, si
se observd crecimiento bacteriano, se realizé un frotis para tincion de Gram y se
procedié a identificar el microorganismo identificado con el sistema “VITEK 27,
mediante el uso de tarjetas de identificacion del equipo, el criterio para la seleccion
del tipo de tarjeta a utilizar fue lo observado en los frotis de la tincion de Gram, (GP
para bacterias Gram Positivas, GN para bacterias Gram Negativas, ANC para

bacterias anaerobias y YST para levaduras).

Para la identificacion en el “VITEK 2” se realizé una suspensién del microorganismo
a identificar en tubos con solucion salina al 0.45%, dicha suspensién fue ajustada
entre 0.55-0.65 para bacterias y en el caso de levaduras fue al 2.1 de McFarland con

ayuda del equipo “DensiChek”.

Cuando se tuvo la suspension se coloco el tubo en el cassete “Smart Carrier Station”,
y se procedié a ingresar en el sistema las tarjetas especificas para cada tipo de
microorganismo (GP,GN, YST,) mediante el uso de un lector de cddigos de barras y

su posterior ingreso al equipo.
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Para el método a evaluar (Recuperacion de microorganismos de los frascos de
hemocultivos), se tomd una alicuota de 2 mL de muestra, se colocaron en tubos con
rosca que contienen 2 mL de solucion de NH4Cl 0.4M estéril, se dejo reposar durante
2 minutos, se agitaron y se centrifugaron a 3500rpm/5min, se decanté y desecho el

sobrenadante de cada uno.

Posteriormente se sometieron a lavados con solucion salina; la pastilla obtenida se
sembré en medio liquido BHI (2 mL) incubandose a 37°C de 24-48 horas y se
observo si existio crecimiento. Se realizaron frotis de todos los tubos con BHI para su

posterior tincidén de Gram y por ultimo se volvié a sembrar en agar Chocolate.

Finalmente el crecimiento bacteriano en el agar Chocolate fue identificado con el
sistema “VITEK 27, de la misma manera que el método estandar, mediante el uso de

tarjetas para la identificacién del mismo modo anteriormente mencionado.

Se realizaron los controles negativo y positivo, siguiendo ambos procedimientos
anteriormente descritos. Para el control negativo se utilizé un frasco de hemocultivo
sin inocular microorganismos. Para el control positivo el frasco de hemocultivo se

inoculé una bacteria conocida: Staphylococcus aureus.

CAPITULO 4. RESULTADOS

Se realizé una estadistica para determinar la frecuencia (%) de pacientes por género,
obteniendo que de 150 pacientes el 49.4% (74) fueron mujeres y el 50.6% (76)

fueron hombres.
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Grafica 1. Relacion de género en las muestras obtenidas.

Se agruparon los hemocultivos con base a los tipos de muestras utilizadas, teniendo
que de un total de 150 Hemocultivos trabajados se encontraron 106 muestras de
sangre (70.7%), 22 muestras de liquido cefalorraquideo (14.7%), 17 muestras de
liquido peritoneal (11.3 %), 2 muestras de liquido sinovial y pleural (1.3%) y 1

muestra de liquido de dialisis (0.7%).
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Grafica 2. Distribuciéon con base en el tipo de muestra analizada.
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Los servicios meédicos que presentaron mayor numero de muestras de hemocultivos
fueron Unidad de Cuidados Intensivos, seguido de Hematologia, Neurocirugia,

Nefrologia, Gastrocirugia, Medicina Interna y Gastroenterologia.
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Grafica 3. Frecuencia de muestras por unidad de cuidado del hospital.

Después de la realizacion del método a probar se lograron identificar 76
microorganismos mediante el sistema de “Vitek 2”7, los resultados obtenidos se
agruparon en las siguientes tablas donde se muestra el nombre del microorganismo

asi como el resultado obtenido mediante el método estandar.
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Tabla 4. Identificacion de microorganismos por el método estandar y método

prueba (Continua siguiente hoja). (Continuacion).

Mﬁedset)ra “:if:sfrz Método Estandar Método Prueba
1 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus haemolyticus
2 Hemocultivo Sin Desarrollo Streptococcus alactolyticus
3 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
4 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
5 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
6 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
7 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
8 Hemocultivo S:}Z%%g;ggﬁgs Staphylococcus haemolyticus
9 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
10 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
11 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
12 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
13 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus haemolyticus
14 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus haemolyticus
15 Hemocultivo Sin Desarrollo Granulicatella adiacens
16 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
17 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
18 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
19 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
20 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
21 Hemocultivo Sin Desarrollo Streptococcus mitis/ oralis
22 Hemocultivo Falso Negativo Pseudomonas aeruginosa
23 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus hominis ssp hominis
24 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus warneri
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Tabla 5. Identificacion de microorganismos por el método estandar y método

prueba (Continuacion).

Mﬁeds(:ra “:E):sf; Método Estandar Método Prueba
25 Hemocultivo Sin Desarrollo Ehrq'igrr?)(c::?)((::((::ldz ?;gg:{:?{gils
26 Hemocultivo Sin Desarrollo Cronobacter sakazakii
27 Hemocultivo Sin Desarrollo Micrococcus luteus/lylae
28 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
29 Hemocultivo Falso Negativo Staphylococcus warneri
30 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus aureus
31 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus hominis ssp hominis
32 Hemocultivo Sin Desarrollo Kocuria kristinae
33 Hemocultivo Sin Desarrollo Sphingomonas paucimobilis
34 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus hominis ssp hominis
35 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
3 | Hemocultvo | Sin Desamrllo | MiCTOCOCCUS teus/laelKocuria rosea)
37 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
38 Hemocultivo Sin Desarrollo Sphingomonas paucimobilis
39 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
40 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
41 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus capitis
42 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus capitis
43 Hemocultivo Sin Desarrollo Sphingomonas paucimobilis
44 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
45 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
46 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
47 Hemocultivo Sin Desarrollo Gardnerella vaginalis
48 Hemocultivo Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
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Tabla 6. Identificacion de microorganismos por el método estandar y método

prueba (Continuacion).

Mﬁ:s(:ra I\-Il-lltf:sfrz Elzfétlzggr Método Prueba
49 Hemocultivo | Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
50 Hemocultivo | Sin Desarrollo Candida glabrata
51 Hemocultivo | Sin Desarrollo Streptococcus mitis/oralis
52 LCR Sin Desarrollo Sphingomonas paucimobilis
53 | LOR | SinDesamolo > asseltavus/ Soriatia odoriera.
54 LCR Sin Desarrollo Staphylococcus cohnii ssp urealyticus
55 LCR Sin Desarrollo Staphylococcus hominis ssp hominis
56 LCR Sin Desarrollo Sphingomonas paucimobilis
57 LCR Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
58 LCR Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
59 LCR Sin Desarrollo Cryptococcus laurentii / Escherichia coli
60 LCR Sin Desarrollo Cryptococcus laurentii
61 LCR Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
62 LCR Sin Desarrollo Brevundimonas diminuta/vesicularis
63 LCR Sin Desarrollo Staphylococcus warneri
64 | LOR | sinDesamolo | g enusiAloiococous ofiis
65 LCR Sin Desarrollo Staphylococcus epi_dermidis/Granulicatella

_qdlacen_s

66 LCR Sin Desarrollo Streptococcus mmi{a girﬁéls/ Staphylococcus
67 LCR Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
68 LCR Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
69 LCR Sin Desarrollo Kocuria varians
70 LCR Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
71 LD Sin Desarrollo Staphylococcus warneri
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Tabla 7. Identificacion de microorganismos por el método estandar y método

prueba (Continuacion).

# de Tipo de Método Estandar Método Prueba
Muestra | Muestra
72 .L'q Sin Desarrollo Kocuria kristinae
Peritoneal
Liq . . -
73 Peritoneal Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
Liq . . -
74 Peritoneal Falso Negativo Staphylococcus epidermidis
75 Lig. Sin Desarrollo Micrococcus luteus/lylae
Pleural
Liq. . . -
76 Pleural Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
27 LS Sin Desarrollo Staphylococcus epidermidis
/Micrococcus luteus/lylae

Los microorganismos aislados por el método a probar se agruparon segun su tincion
de Gram, en Gram Positivos (GP), Gram Negativos (GN) y Levaduras (LEV),
encontrando que son mas comunes las GP, seguidas de las GN y finalmente las
LEV.
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Grafica 4. Microorganismos aislados agrupados por tincion de Gram.
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En la siguiente imagen se observa una bacteria Gram Positiva, identificada como
Staphylococcus epidermidis, el frotis pertenece a la muestra numero 3 obtenida de

un hemocultivo.

Imagen 15. Staphylococcus epidermidis Tincién Gram 100x.

En este frotis de la muestra 22 obtenida de un Hemocultivo se observa una bacteria

Gram Negativa, identificada como Pseudonomas aeruginosa,

Imagen 16. Pseudonomas aeruginosa Tincién Gram 100x.
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Finalmente se encontré una levadura identificada como Candida glabrata, en la

muestra es 50 obtenida de un hemocultivo.

Imagen 16. Candida glabrata Tincion Gram 100x.

Las bacterias mas aisladas agrupadas por el método utilizado se sefialan en la

siguiente grafica.
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Grafica 5. Microorganismos mas aislados después del tratamiento Identificados

por el equipo “Vitek 2”.

52



Se determind el porcentaje de verdaderos negativos y falsos negativos comparando
los resultados entre ambos métodos, encontrando que mediante el método estandar
de oro se encontré 97.3% (146) de verdaderos negativos y 2.7% (4) de falsos
negativos, mientras que con el método prueba se obtuvo 32.7% (49) de verdaderos
negativos y 67.3% (101) de falsos negativos. Cabe resaltar que se tomaron en
cuenta los que crecieron en el medio BHI como criterio para determinar si fueron

falsos o verdaderos negativos.
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Grafica 6. Comparacién de % de Verdaderos Negativos y Falsos Negativos por

método.

Con el método prueba se logré una mayor recuperacién de microorganismos y por
consiguiente una mayor identificacion de los mismos, a diferencia del método

estandar donde la recuperacion e identificacion fue de minima a nula.
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CAPITULO 5. DISCUSION DE RESULTADOS

En el laboratorio del hospital de Especialidades del CMN Siglo XXI la incidencia de
hemocultivos es de 750 en promedio al mes y el indice de recuperacién de
hemocultivos es de hasta 10%, que es muy bajo, de ahi la importancia del presente

trabajo, ya que con el procedimiento empleado se logré incrementar en mas de 60%.

Se requieren inoculos grandes para la correcta deteccién, tal como lo menciona
Rodriguez en el Manual de Neonatologia en el 2012. “Esto debido a que se requiere

de un gran indculo 10°, a fin de esperar cultivos positivos”.

El paso crucial en la metodologia es el uso de la solucion de NH4CI, para provocar
lisis celular, pues al poseer éste una carga positiva, interactua con las cargas
negativas membranales y causa un choque osmoético que libera a los

microorganismos que estaran entonces libres para su identificacion.

De los resultados obtenidos el microorganismo mas frecuentemente aislado es
Staphylococcus coagulasa negativo (SCN), el cual se considera como agente
contaminante o no patégeno, lo que coincide con lo reportado por otros autores, tales

como Montejo en 2002.

Sin embargo Farifia en 2013 menciona que “Staphylococcus coagulasa negativa
(SCN) se encuentra entre los microorganismos mas frecuentemente aislados en el
laboratorio de microbiologia. Sin embargo, su significado clinico en muchas
situaciones es dificil de establecer, pues pueden ser comensales inofensivos o
patdgenos invasores. El protagonismo de este grupo de bacterias como patégeno ha
ido en aumento y se les ha asociado con el progreso de la tecnologia médica. Han

sido reportados como agentes etioldgicos de bacteriemias relacionadas a catéteres.”
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“La virulencia esta fundamentalmente relacionada con la capacidad de ciertas cepas
de expresar adhesinas y formar biopeliculas (slime) en los dispositivos protésicos y
catéteres. Ademas los SCN pueden sintetizar enzimas como lipasas, ADNasas,
termonucleasas, hemolisinas y demas exo-enzimas que degradan los tejidos vy

contribuyen a la persistencia de la infeccion.” (Farifia 2013).

Ademas Sabatier en 2009 reporta que los Staphylococcus coagulasa negativa

(SCN) representan a una infeccion verdadera en el 15% de los casos.

Seguidos a estos microorganismos de este grupo se encontraron otras especies
tales como Micrococcus luteus/lylae, Sphingomonas paucimobilis que también son
considerados como agentes contaminantes o sin relevancia clinica (Po-Hen 1998,
Montejo 2002). Estos resultados dan a entender que la toma de muestra, es decir, la
fase pre-analitica esta siendo deficiente por parte del personal encargado que en su
mayoria son medicos, lo cual conllevaria a sugerir capacitacién para reducir este tipo

de incidencias.

Otro punto a analizar es la frecuencia en los servicios, siendo el mas comun la
Unidad de cuidados intensivos (UCI), lo cual es consistente considerando que hasta
el 50% de los episodios de bacteriemia se dan en este servicio, con unas tasas que
se situan entre 2 y 24 veces las tasas de los pacientes del resto del hospital (Arias,
2003), ademas Sabatier menciona que “Las bacteriemias representan entre el 25 y el
30% de las infecciones nosocomiales en la UCI, de las cuales el 70% son

bacteriemias relacionadas con catéteres intravenosos”.

Los factores que influyen en esta diferencia son el case-mix de la UCI, la frecuencia
de uso de dispositivos invasivos y la duracién de la estancia en la unidad (Arias,
2003), seguido de Hematologia en el cual influyen los mismos factores de la UCI, sin

embargo sin tanta complejidad.
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A pesar de que ya se cuentan con sistemas liticos automatizados por ejemplo Bactec
9240 (BD), Isolator® (Oxoid), entre otros. Esta metodologia es muy util para
laboratorios con bajos recursos y presenta buenos resultados incluyendo la

recuperacion de algunas levaduras.

CAPITULO 6. CONCLUSIONES

Se seleccionaron los hemocultivos y liquidos diversos que cumplieron los

criterios de inclusion establecidos.

e Se logré la recuperacion de microorganismos mediante la lisis celular con

NH4Cl como agente lisante.

e Se indujo el crecimiento de los microorganismos con ayuda de un medio

enriquecido, como lo es el medio BHI.

e Se identificaron con el equipo “Vitek 2” los microorganismos aislados de los

hemocultivos reportados como negativos.

CAPITULO 7. PERSPECTIVAS

Crear mayor conciencia en la importancia en la fase pre analitica, particularmente en
el personal médico, ya que son los que toman las muestras y asi poder reducir la
incidencia de microorganismos considerados como agentes contaminantes. En
cuanto a la situacion de tantos SCN se hace la recomendacion de darle seguimiento
con otras técnicas como procedimientos moleculares tales como secuenciacion

masiva para determinar la verdadera virulencia de estas cepas.
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