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Resumen

La sepsis es la respuesta inflamatoria del organismo frente a la invasion del torrente circulatorio
de un patégeno, que desemboca en una disfunciéon organica. En las dos dltimas décadas, se ha
observado un incremento en la incidencia, probablemente atribuido al envejecimiento de la
poblacién, asi como, a la aplicacion de maniobras diagnésticas y terapéuticas cada vez mas
complejas y agresivas. Sigue presentando una elevada mortalidad, a pesar de las continuas mejoras
que se han producido en la asistencia sanitaria, superando otras enfermedades de gran impacto
social, como las neoplasias o el infarto agudo de miocardio.

El diagnéstico clinico de la sepsis es de vital importancia para el correcto manejo y evolucion del
paciente. Pero también es imprescindible disponer de métodos de laboratorio que nos permitan
detectar y aislar, lo mas rapidamente posible, el microorganismo responsable del proceso
infeccioso y estudiar su sensibilidad a los antibiéticos, ya que la administraciéon y adecuacion
precoz de la cobertura antibiética empirica reduce la mortalidad en un 10%, en pacientes con
sepsis grave o shock séptico.

Actualmente, la técnica de referencia para el diagnéstico microbiologico de la sepsis es el
hemocultivo, seguido de los métodos convencionales de identificacién y antibiograma. Todo este
proceso puede tardar hasta 48-65 horas, lo que implica un retraso en el inicio de una terapia
antibiética precoz y efectiva. Esto conlleva la necesidad de mejorar los procedimientos de tal
manera que se acorten significativamente los tiempos requeridos para la emisiéon de los informes

sobre el agente causal de la sepsis.

En esta tesis se han evaluado dos nuevos protocolos que permiten la inoculacién directa de los
paneles del sistema Vitek-2 compact para identificacién y antibiograma de bacilos gramnegativos
y cocos grampositivos, a partir de indculos bacterianos obtenidos directamente de frascos de
hemocultivo positivo, que contienen carbén activado. Con estos métodos, la concordancia global
en el estudio de la sensibilidad antibidtica ha sido superior al 95% con respecto al método
convencional. Ademas, proporciona resultados precisos de identificacién y antibiograma en un
tiempo medio de unas 6 horas para bacilos gramnegativos y 9 horas para cocos grampositivos.
Con esta informaciéon podemos dar resultados definitivos en sélo 24 horas desde la extraccion
del hemocultivo.

El mismo protocolo se ha evaluado aplicado a los hemocultivos pediatricos, obteniendo una
concordancia, respecto al método de referencia, superior al 99% sin obtenerse ningun error muy

grave.



Resumen

Otro objectivo ha sido estudiar el impacto clinico que supone la informacion rapida y
personalizada de los resultados obtenidos por el sistema Vitek-2 directamente de hemocultivo
positivo, tanto en la poblacién adulta como pediatrica. Este hecho, comporté un cambio en las
decisiones terapéuticas por parte del clinico, en mas del 50% de los episodios de bacteriemia en
adultos, y en el 65°6% de los pacientes pediatricos, ya fuese por el inicio de un tratamiento

antibiético o por el cambio a un tratamiento adecuado.

Probablemente, debido al aumento progresivo de la resistencia microbiana a los antibiéticos,
durante el periodo de estudio se ha observado un descenso en el porcentaje de episodios de
sepsis en que el tratamiento empirico podia considerarse el de eleccién, y paralelamente se ha
producido un incremento en el porcentaje en que la informacion rapida y personalizada ha
permitido cambiar un tratamiento que no cubria al microorganismo implicado, por uno efectivo.
Por lo que el sistema Vitek-2 compact ha permitido adelantar la toma de decisiones y modificar

conductas terapéuticas o las relacionadas con la aplicaciéon de medidas de control de infeccion.

Por lo tanto, la transmision inmediata y personalizada al médico responsable del paciente, de la
informacién obtenida del hemocultivo positivo, tanto de la tincion de Gram como de los
resultados de identificacién y antibiograma, permite orientar de forma rapida y adecuada el

tratamiento antibidtico, evitando las consecuencias de una terapia incorrecta y/o tardia.
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Introduccion

Las infecciones del torrente sanguineo son una causa importante de morbilidad y mortalidad,
especialmente en pacientes criticos. La incidencia de la sepsis sigue siendo significativa i
representa un reto en la medicina mundial a pesar de disponer, en la actualidad, de potentes
agentes antimicrobianos y de los logros alcanzados en el campo del diagnéstico microbiologico
[1, 2]. Por ello, la instauracion rapida del tratamiento adecuado disminuye la mortalidad atribuible
a estas infecciones y es un factor de gran relevancia en el prondstico del enfermo.

La incidencia de bacteriemia y sepsis es dificil de estimar dada la heterogeneidad en cuanto a
definicién de caso que se ha utilizado y ademas, dependera en gran parte del tipo de poblacion
estudiada [3,4]. Asi, la incidencia sera diferente si estudiamos la poblacién general, o sélo la
poblacién de pacientes ingresados en un hospital, o incluso si sélo estudiamos una de las salas del
hospital. Afecta aproximadamente al 2% de todos los pacientes hospitalizados y hasta al 70% de
los pacientes ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos[5].

En las dltimas décadas se ha observado un incremento de las bacteriemias con una incidencia
entre 3 y 28 episodios por cada 1000 ingresos hospitalarios. La sepsis esta considerada entre las
10 principales causas de muerte, con una mortalidad directamente relacionada que se encuentra
entre el 10-30% [6]. La actual incidencia de casos y muertes relacionados con sepsis grave superan
las provocadas por el cancer de prostata, el cancer de mama y el VIH/SIDA juntos.

Actualmente el numero de casos de sepsis en Estados Unidos es de aproximadamente 750.000 al
aflo con un indice de mortalidad del 20-50%, aunque la gravedad de las enfermedades
subyacentes asociadas a la sepsis hace que probablemente se subestime este porcentaje [8]. En
Espafia, el nimero de casos de sepsis anual es de aproximadamente unos 50.000 al afo. Un
estudio tealizado en un hospital de tercer nivel revelé una incidencia de 24,3 episodios/1000
admisiones durante el periodo revisado [9].

Al igual que en las conclusiones de Martin et a/, [7] los resultados de otros estudios
epidemioldgicos constatan un aumento de la incidencia anual de la sepsis grave [10]. El estudio
realizado por Bouza ¢z a/ [11]demuestra el notable aumento de las tasas de incidencia de la sepsis
grave en Espafia entre los afios 2006-2011, pasando de 63,91 casos/100.000 habitantes en el 2006
a 105,51 casos /100.000 habitantes en el 2011. También en Catalufia, segin el “Registre del
Conjunt Minim Basic de Dades” (CMBD) del servei Catala de la Salut, la incidencia hospitalaria
de la sepsis grave ha aumentado un 6% anual durante el periodo del 2008 al 2012, pasando de
12.809 casos de sepsis en el 2008 a 20.228 en el 2012. (Cleries M. 2013. Epidemiologia de la
sepsia greu a Catalunya. Jornada tecnica sobre el Continu Assistencial en el Maneig de la Sepsia

Greu).
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Segin estudios realizados en Estados Unidos, las hospitalizaciones por sepsis han aumentado
mas del doble en los dltimos afios superando las provocadas por infarto de miocardio [12].
También sigue aumentando la prevalencia de la sepsis en las unidades de cuidados intensivos [13].
El aumento progresivo de la incidencia no se explica facilmente por un solo factor, sino que son
varias las causas implicadas. Es un reflejo tanto del aumento de las comorbilidades de la
poblacion, del envejecimiento de la misma, con grupos de pacientes que reciben tratamientos
agresivos e inmunosupresores, asi como de la mayor frecuencia, complejidad e invasividad de las
maniobras diagnosticas y terapéuticas [14]. Estos factores han favorecido que el aumento de la
incidencia sea, sobre todo, a expensas de las sepsis de origen nosocomial. Por tanto, este aumento
de incidencia observado se ha acompafiado de cambios en el patrén de la bacteriemia, en cuanto
a microorganismos aislados, al origen de la infeccidn, a si la adquisicion es comunitaria o
nosocomial, o a la resistencia a los antimicrobianos, entre otros [15].

Cuando un organismo patégeno invade el torrente circulatorio se producen una serie de
manifestaciones clinicas que reflejan la gravedad de esta situacion (sepsis, shock séptico, fallo
multiorganico) y que pueden conducir, con relativa frecuencia, a la muerte del paciente si no se
instaura de forma precoz un tratamiento adecuado [16]. En estas situaciones, es indispensable,
ademas del diagnostico clinico, disponer de unos métodos de laboratorio que nos permitan
detectar y aislar, lo mas rapidamente posible, el microorganismo responsable del proceso
infeccioso y estudiar su sensibilidad a los antibidticos. Esto redundara, en primer lugar, en un
beneficio para el paciente, con la disminucién de la morbilidad y mortalidad asociadas vy
secundariamente, en un considerable ahorro de los costes por proceso, tanto en reduccion de los

dias de estancia hospitalaria como en gastos de farmacia.
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Introduccion

1. El sindrome clinico de la sepsis

1.1. Evolucion histérica y conceptual del término

La definicién y las manifestaciones clinicas de la sepsis han supuesto un motivo de controversia a
lo largo de los afios. En gran parte, debido a la necesidad de poder llegar a una definicién mas
precisa que la que surge de la aplicaciéon de los criterios del Sindrome de Respuesta Inflamatoria
Sistémica (SIRS), criterios altamente inespecificos y que pueden estar presentes en otros muchos
procesos clinicos no infecciosos. De ahi, la importancia de obtener una definicién consensuada,
que permita realizar un diagnostico certero y establecer un tratamiento adecuado lo mas precoz
posible. Esto evitara la evolucion del paciente a fallo multiorganico, de peor prondstico y dificil
tratamiento.

Se han utilizado muchas terminologias para definir la “Sepsis”, en 1914 Schottmiiller establecio
por primera vez una relacion de causalidad entre la presencia de microorganismos viables
circulantes en  sangre que provienen de un foco de infecciéon local y el desarrollo de
manifestaciones clinicas sistémicas por afectacién a otros 6rganos remotos

[17].

Los estudios publicados en los afios 80 mostraban cifras muy dispares sobre la mortalidad de los
pacientes con sepsis, debido en parte a las diferentes definiciones que se empleaban en cada
estudio y a la ausencia de datos epidemioldgicos fiables. Durante muchos afos, la frecuencia del
uso indiscriminado de términos como la infeccién, la septicemia, bacteriemia, “sindrome de
sepsis”, etc para referirse al concepto de sepsis llevé a cierta confusion. Para unificar criterios en
relacién a las definiciones, en la Conferencia de Consenso auspiciada por el Awmerican College of
Chest Physicians (ACCP) y la  Society of Critical Care Medicine (SCCM) en 1992, en la que se
propusieron nuevas definiciones con el objetivo de facilitar el reconocimiento de los sintomas, el
manejo de los pacientes y posibilitar el estudio de la sepsis y los procesos relacionados [18].

En esta conferencia se introdujo el novedoso término del Sindrome de Respuesta Inflamatoria
Sistémica (SIRS), definido como las manifestaciones clinicas de la respuesta inflamatoria
ocasionada por causas infecciosas y no infecciosas (por ejemplo quemaduras, dafio por
isquemia/reperfusion, trauma mualtiple, pancreatitis, citugia mayor e infeccion sistémica).
Mientras que el SIRS es la respuesta del organismo a una variedad de estimulos, incluyendo el

infeccioso, la sepsis es la respuesta del organismo a la infeccion. (Figura 1)
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Fig. 1 Causas de SIRS. Adaptado de Bore ez al. Chest 1992; 101:1644-55

Sin embargo, algunos investigadores criticaron la definicién de SIRS del Consenso por su alta
sensibilidad y baja especificidad no proporcionando una definicién clara de Sepsis [19].

Ante la necesidad de ampliar y redefinir los conceptos establecidos en la conferencia de 1992, en
el afio 2001 se celebré una segunda conferencia de consenso en la que se modificaron los
criterios diagnosticos de SIRS y se adicionaron variables que representaban mejor la respuesta
clinica a la infeccién. No obstante, las conclusiones obtenidas no permitieron establecer un
prondstico preciso de la respuesta del huésped a la infeccién. Un concepto importante que se
introdujo fue el de sepsis y sus secuelas (disfuncién y fracaso multiorganico) como un espectro
continuo de gravedad, por lo que los distintos sindromes sépticos se consideran estadios de la
sepsis. Asi encontramos sepsis, sepsis grave y shock séptico, teniendo cada uno una morbilidad y
mortalidad mayores que el anterior.

La definicion consensuada de 1992 es la que ha estado vigente hasta ahora, siendo ampliamente
utilizada para establecer un diagnéstico precoz. Segun el estadio evolutivo del sindrome, se
aplicaran diferentes pautas de tratamiento, todas encaminadas a disminuir la morbilidad y

mortalidad de esta patologfa.

Bacteriemia

Es la presencia de bacterias viables en la sangre. La presencia de virus, hongos o parasitos recibe
el nombre de viremia, fungemia y parasitemia respectivamente.

Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS)

Corresponde a una reaccion inflamatoria generalizada que puede ser de causa infecciosa, pero que
también puede darse en procesos inflamatorios como: pancreatitis, isquemia, grandes

quemaduras, hemorragias, enfermedades autoinmunes o politraumatismos.
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El SIRS se manifiesta con dos o mas de los siguientes signos:
* Temperatura corporal > de 38°C o < de 36°C
* Frecuencia cardiaca > 90 puls/min
* Frecuencia respiratoria >20 respiraciones por minuto o PaCO,< 32mmHg

* Leucocitos en sangre >12.000 cels/mm3 o <4.000 cels/mm3 o >10% formas immaduras

Sepsis

Se define como el SIRS causado por una infeccién documentada o supuesta.

Sepsis grave
Se afiade al cuadro de sepsis una alteracion de la perfusiéon organica con uno o mas de los
siguientes signos:

+ PaO2 /FiO2 < 280,

* aumento del nivel de lactato,

¢ oliguria durante al menos una hora

* alteracion del estado mental.

Shock séptico
Definido como el cuadro de sepsis con hipotensiéon arterial a pesar de llevar asociada la
restitucion de liquidos, requiriendo el uso de drogas vasopresoras. Se asocia a alteraciones de la

perfusién que pueden incluir, acidosis lactica, oliguria o una alteracién del estado mental.

Shock refractario o sindrome de disfuncion multiorganica
Es el shock séptico de mas de una hora de duracién que no responde a la intervencién
terapéutica convencional de restitucién de fluidos intravenosos ni al farmacolégico. Se admite

que el término de una hora es arbitrario.

1.2. Definicién actual

Estos son los criterios clinicos que permitieron a los investigadores identificar a los pacientes que
podian participar en los ensayos clinicos de sepsis y fueron adoptados rapidamente. Sin embargo,
en la actualidad siguen siendo motivo de controversia. En primer lugar,

estos criterios son tan sensibles que hasta el 90% de los pacientes ingresados en una unidad de
cuidados intensivos los cumple y no necesariamente presentan una infeccién, ya que también

pueden estar ocasionados por muchos procesos clinicos no infecciosos; y tampoco todos los
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pacientes con infeccion tienen sepsis. Casi cualquier infeccién, incluso una enfermedad virica
menor, se asocia con fiebre y otras alteraciones como la taquicardia, cierto grado de
hiperventilacién y leucocitosis. En segundo lugar, entre la respuesta del huésped a la infeccion
inicial y la respuesta a la inflamacion estéril de los traumas graves, las quemaduras, la pancreatitis
etc, no existen diferencias apreciables. En ambas, las defensas inmunitarias innatas y adaptativas
actian de forma combinada y por tanto, los signos clinicos por si solos no logran distinguir la
inflamacion estéril de una inflamacién originada por la infeccion. Por otro lado, Kaukonen ef a/
[20] en un estudio reciente sugieren que el requisito de SIRS para la definicién de sepsis excluye a
un grupo considerable de pacientes con infeccion y disfuncién multiorganica.

En la actualidad, la comunidad cientifica considera que la sepsis debe ser definida como una
respuesta sistémica a la infecciéon no resuelta, que conduce a algin grado de disfunciéon de
organos. En general, el término sepsis es reservado a los pacientes con una infecciéon lo
suficientemente severa para requerir un ingreso en la unidad de cuidados intensivos o que exigen
cuidados clinicos especiales [21].

Esta definiciéon debe ser capaz de detectar una mayor proporciéon de pacientes con infecciones
graves y valorar de forma individualizada el riesgo de muerte en cada caso. Esto deberfa permitir
que la identificaciéon de los pacientes con sepsis sea lo mas clara y precoz posible. El objetivo
final es el inicio rapido y adecuado del tratamiento antibiético y de soporte, para prevenir la
evoluciéon a fracaso multiorganico. Una vez el huésped ha eliminado el patdgeno, el resultado
clinico probablemente dependera de la eficacia del control de las complicaciones de la infeccion
residual o el SIRS.

La Global Sepsis Alliance (GSA) , fundada por la Federacion Mundial de Sociedades de Medicina
Intensiva y Cuidados Criticos (WFSICCM), la Federaciéon Mundial de Intensivos Pediatricos y las
Sociedades de Cuidados Criticos (WFPICCS), el Foro Internacional de Sepsis (ISF), y la Alianza
Sepsis (SA) reunié a un Grupo de expertos en el “Merinoff Simposio 2010: Sepsis” con el fin de
lograr unos objetivos especificos que incluyen: el compromiso de atender las necesidades de los
pacientes con sepsis tanto pediatricos como adultos, ya sean de paises desarrollados o de paises
en desarrollo; conseguir una definicion de sepsis mas consistente, con una mayor sensibilidad y
especificidad, para la identificacién rapida de la sepsis y evitar el shock, fallo multiorganico y la
muerte; y por otro lado, conseguir una poblacién mas homogénea de estudio, con la que poder
investigar, con el propoésito de erradicar la sespis[22].

“La sepsis es una condicion que amenaza la vida y aparece cuando la respuesta corporal

a una infeccion dafia a sus propios tejidos y organos”
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2. Patogenia

La sepsis es la consecuencia de una respuesta inmunolégica frente a una infecciéon. Varios
factores determinan o favorecen la aparicion de bacteriemia y sepsis. Por un lado, las
caracteristicas relacionadas con el patégeno, como el tamafio del in6culo bacteriano, los factores
de virulencia o el tipo de microorganismo, y por otro las caracteristicas del huésped. Factores
como la edad, la genética, el ambiente, enfermedades de base y los tratamientos recibidos,
condicionan un elevado riesgo de presentar infeccién y por tanto, el desarrollo de una disfuncién
organica. La progresion hacia los estadios mas graves es el resultado de un desequilibrio entre
los factores de virulencia del patégeno y los mecanismos de defensa del huésped|23].

2.1. Factores de patogenicidad

La invasion por parte del agente infeccioso de las barreras naturales, como la piel, las mucosas, el
epitelio ciliado, el acido gastrico y la bilis, constituye el requisito inicial en el desarrollo de una
infeccién. La mayoria de los microorganismos que logran evadir estas barreras y producir
infeccion, son destruidos en pocas horas por mecanismos de defensa no especificos de induccion
rapida (inmunidad innata). Sin embargo, si un agente infeccioso es capaz de superar esas primeras
lineas de defensa, se activara, en la mayoria de los casos, un tipo de respuesta de defensa
(inmunidad adaptativa), altamente especializada y especifica. En condiciones normales la
respuesta inmune del huésped es correctamente controlada y funciona de forma efectiva para
limitar los efectos de la infecciéon produciendo una minima lesién de los tejidos. Sin embargo, en
algunos casos el no control de la respuesta inflamatoria puede originar una inflamacién sistémica
severa con el consecuente desarrollo de una sepsis grave, y shock séptico.

Histéricamente se habia minimizado el papel del patégeno frente a las caracteristicas del huésped;
sin embargo, actualmente hay evidencias que sugieren un papel mucho mas importante del
patégeno que lo que se habia creido hasta ahora[24].

Los microorganismos disponen de mecanismos especificos (factores de virulencia) que le
confieren la capacidad de superar las defensas del huésped y proliferar en los tejidos|[25]. Entre
estos mecanismos encontramos:

a. Mecanismos de adherencia. Existencia de estructuras de naturaleza proteica o polisacarida que

se encuentran fuera de la membrana externa y que promueven la colonizacién de las
superficies epiteliales permitiendo su posterior invasion dentro de las células del huésped.

Son los pili o fimbrias y las adhesinas entre otros, que contribuyen al establecimiento y
persistencia de una infeccién que inicialmente puede estar localizada, pero que posteriormente
puede acompafiarse de invasiéon bacteriana esporadica, intermitente o continua del torrente

sanguineo.
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b. Mecanismos de evasion de las defensas del huésped.

b.1. Las bacterias con capsulas polisacaridas resisten la fagocitosis, por lo que son mas
virulentas que las cepas homologas no capsuladas (S#reptococcus pneunmoniae, Haemophilus
influenzae y Neisseria meningitidis, entre otras).

b.2. Mecanismos de inhibicién del complemento o inactivacion de sus productos. La
inhibiciéon de la activacién de la via alterna del complemento retrasa la respuesta
inflamatoria del huésped. Las capsulas de muchas bacterias grampositivas y
gramnegativas contienen acido sialico, que inhibe la activaciéon del complemento por via
alternativa; la proteina M de Streptocococcus pyogenes impide la activacion de la via alterna
del complemento.

c. Factores de virulencia

Existen una gran variedad de toxinas que causan un dafio al huésped, tanto por los efectos de
la toxina en s{ como por la respuesta autoinmune que provocan. La endotoxina o
Lipopolisacarido (LPS) es el principal componente estructural de la membrana externa de
los bacilos gramnegativos. El lipido A es la porciéon toéxica de la molécula, siendo un
importante inductor de la respuesta inflamatoria, contribuyendo asi en la etiopatogenia de la
sepsis. Las exotoxinas son proteinas de alto peso molecular, elaboradas por ciertas bacterias
y que se excretan al medio donde se desarrolla la bacteria. Las que dafian una gran variedad de
tipos celulares se llaman citotoxinas, otras se designan en funcién del 6rgano afectado, como
por ejemplo, neurotoxina, hepatotoxina...También pueden denominarse dependiendo de las
especies que las producen, como la toxina colérica producida por 17brio cholerae o la toxina
tetanica, producida por Clostridium tetani. Son también importantes la exotoxinas pirégenas A y
B producidas por S.pyogenes, o las exotoxinas TSST-1 del Staphylococcus anreus causantes del
sindrome del shock téxico.
2.2. Mecanismos de defensa del huésped
El huésped posee multiples mecanismos eficaces contra la invasién de los microorganismos.
Estos mecanismos de defensa pueden ser clasificados en innatos o inespecificos y especificos.
Los primeros comprenden la integridad de la barrera cutaneo-mucosa, el contenido de acidos
grasos de la piel, el pH 4cido del estomago y ciertas enzimas presentes en las lagrimas, la saliva y
otros fluidos corporales. La flora autdctona de cualquier territorio del organismo humano
también es un factor que modula la relaciéon huésped-patégeno y que contribuye en la defensa del
huésped. Otra barrera, mas elaborada, es la respuesta inmune innata que induce la activacion del
complemento, la fagocitosis y la activaciéon de la respuesta inflamatoria. Por dltimo, hemos de

considerar la respuesta inmune adaptativa que es un mecanismo de defensa especifico y también
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inducible, que comprende la inmunidad humoral y las inmunoglobulinas, y la inmunidad celular

representada por los linfocitos activados en forma especifica y sus productos.

2.3. Fisiopatologia de la sepsis

La fisiopatologia de la sepsis es un proceso complejo que involucra diversos elementos del
sistema inmune que se autopotencian y actuan en las diferentes etapas de la evolucién natural de
la enfermedad. Esta respuesta considerada benigna y adecuada en tanto el proceso inflamatorio
sea correctamente regulado, tiene componentes pro-inflamatorios y anti-inflamatorios de tal
forma que regulan la respuesta del huésped a la infeccion. El equilibrio entre ambas respuestas es
vital para la subsiguiente resolucién del proceso inflamatorio y por tanto del éxito de la respuesta
del huésped ante la sepsis. Sin embargo, la respuesta inflamatoria descontrolada puede originar
una inflamacién sistémica severa, conduciendo a un rapido deterioro y en ocasiones, a la muerte
del paciente[26].

Basicamente, la secuencia de fenémenos que conducen a la sepsis se pone en marcha cuando los
microorganismos o sus componentes muy conservados, denominados patrones moleculares
asociados a patbégenos o PAMPs (pathogen-asociated mollecular pattern), son reconocidos por los
receptores de las células del sistema inmune innato, como los monocitos/macréfagos y las células
endoteliales. Estas células tienen una gran variedad de receptores llamados receptores de
reconocimiento de patrones o PRR (pattern-recognition receptors), entre los que destacan los tipo To//
o TLR (Toll-like receptors), que presentan una localizacion celular especifica y son capaces de
reconocer determinados PAMPs. La interacciéon entre ambos produce la activacion de la
respuesta inflamatoria, la produccién de citoquinas y otros mediadores[27]. En el caso de las
bacterias gramnegativas, la endotoxina presente en el lipopolisacarido (LPS) es el componente
mayoritario de la pared celular y el desencadenante de la activaciéon de la respuesta inflamatoria.
La sepsis debida a grampositivos puede desencadenarse por la producciéon de exotoxinas que
actian como superantigenos (TSST-1 en Staphylococcus aurens 6 exotoxinas pirdgenas A y B en
Streptococcus pyogenes), o también a partir de componentes de la membrana celular.

Los PRR también pueden reconocer moléculas enddgenas liberadas durante el proceso
inflamatorio (por ejemplo por quemaduras, trauma, y necrosis de los tejidos), advirtiendo as{ al
sistema inmune del huésped de un peligro inminente. Estas moléculas son llamadas alarmitas o
DAMPs (danger associated molecular patterns) [1].

El tesultado final, como se ha comentado anteriormente, es la activacion del sistema inmune. En
la fase temprana de la infeccion se produce una respuesta pro-inflamatoria con el objetivo de

erradicar los patégenos. Casi simultineamente tiene lugar una respuesta anti-inflamatoria, con el
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fin de regular la respuesta inmune, reduciendo la inflamacién y evitando asi el dafio tisular [28].

(Figura 2)
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Fig.2. Fuente: Willem Joost Wiersinga et al. Host innate immune responses to sepsis. Virulence 5:1, 36—44; 2014

Citocinas pro-inflamtorias, tales como TNF-a, IL-1 producen la activaciéon de las células
endoteliales y son capaces de activar las células diana e inducir la producciéon de mas mediadores
inflamatorios[26]. Otra citoquina de reconocida importancia es la IL-6, que tiene tanto una
propiedad pro-inflamatoria como anti-inflamatoria. En esta etapa se presentan los signos clinicos
y de laboratorio que ponen de manifiesto la activacion de la cascada inflamatoria (SIRS). Puede
presentarse fiebre, aumento de reactantes de fase aguda, tales como la proteina C reactiva (PCR)
y el fibrinégeno, entre otros.

Esta respuesta de fase aguda es estrictamente controlada por la liberaciéon simultanea de
citocinas antiinflamatorias como la IL-10, el antagonista del receptor I1L-1, e inactivadores del
complemento, cuya funcién es frenar el exceso de inflamacion regulando la respuesta inmune y
restaurando la homeostasis para evitar el fallo multiorganico.

La magnitud de las dos respuestas dependera de multiples factores, incluyendo la virulencia y la
carga del patogeno, del sitio de la infeccion, de la genética y las comorbilidades del huésped, asi

como del tiempo transcurrido desde la infeccion inicial.
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El proceso natural de la sepsis, inicialmente, se caracteriza por un estado de inflamacién que se
desarrolla en respuesta a un patégeno, con un aumento controlado de los mediadores pro-
inflamatorios, seguido de una respuesta antiinflamatoria adecuada y no sostenida en el tiempo
con el fin de restaurar la homeostasis del sistema inmune. (Figura 3B)

En ocasiones, como por ejemplo, en un paciente sano con una sepsis meningococica, puede
producirse una fase pro-inflamatoria descontrolada para intentar erradicar el patégeno, pero, a la
vez, dando lugar a un gran dafio de los tejidos y consecuentemente una disfuncién multiorganica.
(Figura 3A). En ocasiones, cuando la sepsis se hace persistente, y en un intento de regular la fase
de inflamacién, se puede producir una fase anti-inflamatoria pronunciada, dando lugar a un
estado de inmunoparalisis, caracterizado por la incapacidad para eliminar la infeccion,
predisposicion para desarrollar infecciones nosocomiales e incluso con un mayor riesgo de

muerte[29]. (Figura 3C)
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Fig.3. Representacion de las diferentes respuestas inmunologicas en los pacientes con sepsis. Fuente: Leentjens ez a.
Immunotherapy for the Adjunctive Treatment of Sepsis: From Immunosuppression to Immunostimulation Time for
a Paradigm Change
A pesar de todos estos avances en el conocimiento de la fisiopatologia, aun se desconoce en

parte, la manera en la que cada uno de estos elementos contribuye al desarrollo de la sepsis;

ademas, es indispensable caracterizar los biomarcadores que permitan identificar claramente que
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individuos se encuentran en fase proinflamatoria y cuales presentan caracteristicas de
inmunosupresién inducida por la sepsis. Cuando esto suceda, y tal como comentan muchos
autores, la inmunomodulacién se podria utilizar en un futuro como una herramienta terapéutica
dirigida a mejorar o inhibir la respuesta inmune del paciente, con la finalidad de disminuir tanto la

mortalidad como la comorbilidad en los pacientes con sepsis.

3. Etiologia

3.1. Evolucion de los microorganismos causantes de sepsis

La incidencia de bacteriemia por microorganismos grampositivos y gramnegativos ha ido
variando a lo largo de los afios. Hasta la década de 1980, los bacilos gramnegativos fueron los
microorganismos predominantes causantes de sepsis; de hecho se pensaba que la sepsis era
producida por una respuesta a una endotoxina que era relativamente especifica de los bacilos
gramnegativos[14]. Sin embargo, en los ultimos 25 afios se ha producido un cambio, y la
incidencia de sepsis por cocos grampositivos ha ido aumentando de manera constante superando
claramente a otros agentes etiologicos. Asi, en un amplio estudio realizado en EEUU en el afio
2000, los cocos grampositivos representaron el 52,1% de los casos de sepsis, los bacilos
gramnegativos el 37,6%, 4,7% fueron infecciones polimicrobianas, 1% causados por anaerobios y

4,6% producidas por hongos|7] (Figura 4).
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Fig. 4. N° de casos de Sepsis en EEUU en funcién del organismo acusante, 1979-2000
Fuente: Martin GS et al. The epidemiology of sepsis in the United States from 1979 through 2000. N. Engl. ]. Med. 2003

Datos muy similares son los publicados por M. Rodriguez-Créixems ¢f a/, [30]en un estudio
realizado en Espana entre 1985 y 2006, donde, ademas, se argumenta que el resurgir de los cocos
grampositivos, es una consecuencia de una masiva instrumentalizacién de los pacientes (catéteres
intravasculares y otros dispositivos), de un aumento de la utilizacién de procedimientos invasivos

y de la utilizacién de antibidticos de amplio espectro, entre otros. De todos modos, en este
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mismo trabajo, se muestra un aumento progresivo de la incidencia de bacteriemia por bacilos
gramnegativos, sobre todo por E.co/i. Una de las posibles razones podria deberse a la aparicion, a
partir de 1995, de un aumento de los aislamientos de E.co/i productores de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) hasta llegar a un incremento considerable durante los afios 2003-
2006. Este hecho queda reflejado en la Figura 5 donde se observa una tendencia al equilibrio

entre las bacteriemias producidas por grampositivos y gramnegativos.
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Fig.5. Evolucién de la etiologfa de las bacteriemias (1985-20006). Fuente: M. Rodriguez-Créixems e/ a/.Medicine. 2008
Otros trabajos recientes también constatan este aumento progresivo de los bacilos gramnegativos
en la etiologfa de las bacteriemias. En un estudio internacional, en el 62 % de los pacientes con
sepsis grave y cultivo positivo se aislaron bacilos gramnegativos, mientras que los grampositivos
representaron un 47% y los hongos el 19% [31]. Segun datos presentados por Rodriguez-Bano et
al. [32] las bacteriemias por E.co/i BLEE hasta el 2001 representaban <1%, y progresivamente
han ido aumentando hasta llegar a una proporcién preocupante del 9% en el 2000.

Si nos referimos a poblaciones de estudio mas especificas, la utilizacion de profilaxis con
quinolonas, la deteccién cada vez mas frecuente de bacteriemia por enterobacterias productoras
de BLEE vy el consecuente aumento en la administracién de antibiéticos de amplio espectro,
serfan algunos de los factores implicados en este nuevo cambio en la etiologia. También es
especialmente preocupante el aumento de la incidencia de la sepsis producida por hongos, ya que
estos pacientes presentan una mayor tasa de mortalidad con respecto a los que desarrollan sepsis
producida por otros microorganismos [7, 33].

Resultados similares son los obtenidos de los datos del Servicio de Microbiologia del Hospital
Germans Trias 1 Pujol. En la revision de la etiologia de las bacteriemias durante el periodo del
1983 al 1997, ya se observé una tendencia al equilibrio entre las bacteriemias por grampositivos y
gramnegativos, en los resultados presentados en la tesis doctoral de la Dra. Montserrat Gimenez
[34]. Posteriormente, en el periodo comprendido entre 2001-2014 ya se observa un claro

aumento de las bacteriemias por gramnegativos (Figura 0).
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Fig.6: Evolucién de la etiologfa de las bacteriemias en H.U.G.TiP (2001-2014)

En nuestro hospital, este aumento podria estar en relaciéon a un brote de Kpneumoniae BLEE
declarado en el 2005 que posteriormente habria dejado una situaciéon de endemia y a la drastica
disminucién del porcentaje de bacteriemias de origen en el catéter a partir del anio 2010, lo que ha
llevado a un descenso de los aislamientos de estafilococos coagulasa negativa. Esta reduccion de
las bacteriemias por catéter se ha producido a raiz de la implementacion de una estrategia de
prevencion i control de la infeccién nosocomial en todo el hospital.

Los cocos grampositivos involucrados mas frecuentemente en este sindrome son Staphylococcus
anreus, los estafilococos coagulasa negativa, Enterococcus spp y Streptococcus pnenmoniae. Entre los
gramnegativos, encontramos las enterobacterias (Escherichia coli, Klebsiella spp, Enterobacter spp,
etc.) y Pseudomonas spp, Neisseria meningitidis y Haemophilus influengae. Tal como comentabamos
anteriormente, los anaerobios y los hongos, principalmente Candida spp, pueden ser también
causa de shock séptico, y mucho mas raro, también las micobacterias y los virus.

De todos modos, los microorganismos causantes de bacteriemia variaran en funcién de la
poblacién de estudio, es decir, del lugar de adquisicién, de las enfermedades subyacentes del
paciente, del foco de origen, de la exposicion previa a los antibioticos y a la epidemiologia local.

Son todos estos factores los que pueden modificar el pronéstico de la infeccion.

3.2. Microorganismos segun lugar de adquisicion y foco de origen

Se recomienda clasificar la bacteriemia segin el lugar de adquisicion. Asi encontramos:
bacteriemia adquirida en la comunidad, bacteriemia relacionada con la asistencia sanitaria y
bacteriemia adquirida en el hospital o nosocomial. Es muy importante la diferenciaciéon entre

ellas, entre otras cosas, para poder realizar un correcto tratamiento empirico, considerando que
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los agentes etiologicos van a ser diferentes y, por tanto, también su espectro de sensibilidad

antibibtica [35, 39].

3.2.1 Bacteriemia adquirida en la comunidad

La bacteriemia comunitaria es la que se produce en un paciente antes del ingreso en el hospital o
cuando el episodio ocurre dentro de las primeras 48 h de ingreso y no esta relacionada con
ningun procedimiento realizado con anterioridad a la hospitalizacién. En cuanto a la etiologia,
existe un predominio claro de las bacterias gramnegativas sobre las grampositivas. Los
microorganismos mas comunmente aislados son E.co/, seguido de S.pneumoniae y S.aurens. Esta
etiologia, esta en relaciéon con los principales focos de las bacteriemias de estos pacientes, como
son la infeccién del tracto urinario, seguida de la neumonia y de la infeccién intraabdominal.

En los dltimos afios se ha observado un aumento significativo de la bacteriemia comunitaria por
E.coli productor de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), lo que supone un reto a la

hora de instaurar un tratamiento antibidtico empirico correcto [40, 41].

3.2.2  Bacteriemia adquirida en el hospital

Se trata de aquel episodio de bacteriemia que ocurre en un paciente que lleva ingresado mas de 48
horas en el hospital. Las bacterias grampositivas son las predominantes, siendo las mas comunes
estafilococos coagulasa negativa, S.aureus y Enterococcus spp. En general, el origen mas frecuente de
la bacteriemia nosocomial es el catéter vascular, seguido de la infecciéon del tracto urinario, la
neumonia y la infeccién intraabdominal. Sin embargo, en la mayorfa de ocasiones el origen
dependera del tipo de hospital y del cumplimiento de las medidas de control de infeccién. Asi, a
partir de los datos del Servicio de Microbiologia recogidos de manera prospectiva en cada caso de
bacteriemia, el foco de origen de la bacteriemia nosocomial ha variado en los ultimos afos. En el
afio 2009 el origen mas frecuente de la bacteriemia nosocomial fue el catéter vascular seguido del
foco abdominal. Sin embargo, en los ultimos afios el nimero de bacteriemias por catéter ha ido
disminuyendo, siendo, en el 2014, la segunda causa por detras de la bacteriemia de foco
abdominal (Figura 7). Este hecho, pone en evidencia la importancia de la implantaciéon y
seguimiento de las estrategias de prevencion y control de infecciéon, basadas en la aplicacion de un
conjunto de medidas o “bundles”, que se aplican fundamentalmente en las técnicas de colocacion

y durante el mantenimiento y manipulacion de los catéteres intravasculares.
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Fig.7. Foco de origen de la bacteriemia nosocomial en HUGTIP (2009-2014)

En el medio hospitalario es frecuente encontrar un mayor porcentaje de resistencia en los
diferentes microorganismos aislados, por lo que es importante conocer la epidemiologia y el
patron de sensibilidad local para poder seleccionar de manera adecuada el tratamiento

antibiético empirico. (Figura 8)

A"‘{;‘;ﬂfié“ — Etiologia (%) Microorganismos | Polimicrobiana Origen** Mortalidad
inci %, cA %
bacteriemia Gram+ ‘ Gram- ‘ Hongos ‘Anaerobius pEimcipaies @) ) (%)

Comunitaria 6-10 31 68 0 1 E. col 5-6 Urinario (46-53) 11-16

S. pneumoniae Respiratorio
(12-27)
S. aureus Desconocido (9)

Asociada — 32 64 0,3 3 E. coli 7-8 Jrinario (17-43) 20-34
a cuidados S. aureus Catéter vascular
sanitarios (12-42)

K. pneumoniae Desconocido (12)

Nosocomial 6 65 25 9,5 0-2 ECN 13-53 Catéter vascular 27-37

(26-52)
S. aureus Urinario (18-33)
Enterococos Desconocido (16)

*Expresada en n’ episodios por 1.000 ingresos.
#**QOrigen de la bacteriemia por orden de frecuencia. Finalmente porcentaje de bacteriemias de origen desconocido.
ECN: estafilococos coagulasa negativa.

Fig.8. Principales caracteristicas de las bacteriemias agrupadas segun el lugar de adquisicion.

Fuente: Guia para el diagndstico y tratamiento del paciente con bacteriemia. José Mignel Cisneros et al- Enferm Infecc Microbiol Clin
2007 [42-44]

3.2.3 Bacteriemia relacionada con la asistencia sanitaria
Incluye aquellas bacteriemias detectadas en el momento del ingreso o en las primeras 48 horas,
en un paciente que cumple alguno de los siguientes requisitos: paciente atendido en la unidad de
hospitalizaciéon a domicilio ( terapia intravenosa, cura de las heridas, etc) en los 30 dias previos al
episodio, que acude al hospital para hemodialisis o quimioterapia en los 30 dias previos, que ha
estado ingresado en un hospital de agudos durante mas de 2 dias en los 90 dias previos al
episodio, que vive en una residencia o centro sociosanitario, que ha sido sometido a
manipulacién de la via urinaria o es portador de sonda urinaria permanente.
los bacilos gramnegativos, siendo los microorganismos

Etiolégicamente  predominan

principalmente aislados: E.cofi, S.aunreus y K.pneumoniae. A pesar de producirse en pacientes que
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residen en la comunidad, al tener un contacto periédico con algun tipo de asistencia sanitaria,
presentan caracteristicas similares a las infecciones intrahospitalarias, aspecto que hay que

considerar en el momento de iniciar un tratamiento empirico.

4. Diagnéstico microbiolégico

4.1. Obtencion de la muestra de sangre

LLa deteccién y 1a identificacion de los microorganismos causantes de la sepsis es, sin duda, una de
las funciones mas importantes del laboratorio de microbiologia clinica. Actualmente, la técnica de
referencia para su diagnéstico sigue siendo el hemocultivo, seguido de la realizacién de métodos
microbiolégicos convencionales de identificacion y el estudio de la sensibilidad antibidtica [45].

El hemocultivo como prueba de diagnostico esta influenciada por muchos factores, incluyendo el
momento de la extracciéon de la muestra, el método de obtencién, la preparacion de la piel, el
numero de hemocultivos, y el mas importante, la cantidad de sangre obtenida.

En cuanto a la extraccion, debe realizarse lo antes posible después de la aparicion de los sintomas
(fiebre, escaloftios...) y siempre que sea posible, antes de la administraciéon de los antibiéticos, ya
que éstos, disminuyen la sensibilidad del hemocultivo[46].

La extraccion de la muestra no debe realizarse a través de catéteres intravenosos por el riesgo de
contaminacion, salvo en los casos de sospecha de bacteriemia asociada a catéter. Del mismo
modo, para evitar contaminaciones y facilitar la interpretacion de los resultados, debe realizarse
una antisepsia meticulosa de la piel antes de la realizaciéon de los hemocultivos. El nimero de
extracciones considerado 6ptimo para la detecciéon de un episodio de bacteriemia es de 2 a 3,
utilizando siempre lugares diferentes en la puncién. Con esto, no solo se aumenta la sensibilidad
del hemocultivo sino que también permite diferenciar una bacteriemia verdadera de una
contaminacion. De todos modos, la variable mas critica en el aumento de positividad de los
hemocultivos es el volumen de sangre cultivado. Dado que la mayoria de las bacteriemias son de
baja magnitud (< 1 a 10 ufc/ml), a mayor volumen de muestra obtenido, mayor es la sensibilidad
del hemocultivo. Se recomienda un volumen por toma en adultos de 20-30ml, y en el caso de
nifios dependiendo de la edad, en mayores de 2 afios 4-5 ml, de 2 a 3 ml para menores de 2 afios
y 1-2 ml para recién nacidos[47-49]. Una vez extraidos, los frascos de hemocultivos deben

enviarse cuanto antes al laboratorio.

4.2. Mcétodos para el cultivo de la sangre
Mas del 95% de los potenciales patégenos responsables de bacteriemia se afslan durante la

primera semana, la mayoria entre las 18-72 horas, por lo que se considera que el tiempo de
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incubacién adecuado es de 5 dfas. Se ha descrito en la literatura que la incubacién durante un
periodo mas prolongado aumenta las contaminaciones [50, 51].

A lo largo de la historia se ha producido un gran avance en la metodologia utilizada para el
cultivo de sangre. Asi, los métodos para hemocultivos se pueden clasificar en manuales,

semiautomatizados o automatizados.

4.2.1 Métodos manuales

4.2.1.1  Convencionales

a) Método de Schottmiiller: la técnica incorporaba la sangre del paciente a un recipiente con
agar fundido. El contenido de vertia en placas de Petri, solidificando y observandose las
colonias en la masa del medio. Esta técnica fue universalmente substituida, en la segunda
mitad de los afios setenta, por los cultivos en frascos con medios liquidos bifasicos.

b) Medios liquidos: Es un método técnicamente muy simple basado en la observacion
macroscopica de los signos de crecimiento en una pareja de frascos con medio de cultivo
liquido a los que se les ha inoculado sangre del paciente. Debido al escaso nimero de
microorganismos presentes en la sangre de los pacientes con bacteriemia o fungemia, los
medios de cultivo deben contener los nutrientes necesarios para favorecer su multiplicacién y
posterior aislamiento en un tiempo minimo.

Un medio de cultivo se considerara ideal si contiene los nutrientes y las condiciones

fisicoquimicas adecuadas para el crecimiento del mayor nimero posible de microorganismos.

Todos los medios de cultivo, sean liquidos o bifasicos, deben contener una base que permita el

crecimiento de los microorganismos aerobios y anaerobios facultativos (caldo Tripticasa de soja o

caldo cerebro-corazon) y para el cultivo de microorganismos anaerobios (caldo Columbia o caldo

Schaedler). Los frascos de hemocultivo llevan incorporado un anticoagulante, la mayoria SPS

(polianetol sulfonato de sodio) a una concentracién del 0,006 al 0,50 %, que inhibe la actividad

bactericida del suero humano y de algunos antibiéticos como los aminoglucésidos. Sin embargo,

al mismo tiempo, puede dificultar el crecimiento de algunos microorganismos como Neisseria spp.

La mayorifa llevan también incorporadas resinas para neutralizar los antimicrobianos cuando el

paciente esta recibiendo tratamiento antibiético previo.

El medio de cultivo se embotella al vacio con una atmoésfera determinada. Los frascos aerobios

deben contener una mezcla de oxigeno y CO,, el primero evita la necesidad de ventilar los frascos

de hemocultivo antes de su incubacién y el segundo favorece el crecimiento de Brucella spp,

Neisseria spp, Haemophilus spp, Streptococcus spp 'y Campylobacter spp. Los frascos anaerobios
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contienen un 10% de CO, y un 90% de nitrégeno. Una vez inoculada la muestra de sangre en los
frascos de hemocultivo, éstos se incuban a 35-37°C durante 5-7 dias.

Los frascos se observan diariamente para detectar signos visibles de crecimiento bacteriano tales
como hemdlisis, enturbiamiento, produccion de gas, formacion de colonias bacterianas, etc.

El problema de la deteccién macroscépica, ademas del retraso diagndstico, estriba en la presencia
de falsos positivos y falsos negativos. Hay causas ajenas al crecimiento bacteriano que pueden
enturbiar el medio o hemolizar los hematies y, por el contrario, hay microorganismos que pueden
crecer sin producir ningin signo macroscopico de crecimiento. Ello hace necesario que
realicemos un subcultivo sistematico o resiembra de todos los hemocultivos, muestren o no
evidencia macroscopica de crecimiento bacteriano. Estos subcultivos o pases a “ciegas” son de
especial utilidad en la recuperaciéon de cepas de Neisseria spp., Haemophilus spp., algunos
estreptococos, Bacteroides spp., Psendomonas spp. y levaduras. Se recomienda la practica de una
resiembra ciega precoz al cabo de 24 horas de incubacién y otra tardia a los 5-7 dias.

Este procedimiento supone un trabajo laborioso y un retraso en el aislamiento del agente causal
de la bacteriemia.

4.2.1.2 Medios Bifdisicos

Castafieda, en los afos 40, introdujo un frasco con medio bifasico compuesto de una fase sélida y
otra liquida, de manera que permite detectar el crecimiento de los microorganismos al formar
colonias visibles en el medio sélido, sin necesidad de abrir la botella. Este medio supuso un
significativo avance en el rendimiento de los aislamientos de Brucella spp.

Posteriormente se han introducido variaciones de este sistema como el Septi-Check® (Roche,
Becton- Dickinson), en los cuales es necesario abrir la botella para inocular la sangre y colocar un
cilindro roscado que contiene distintas superficies con diferentes tipos de agar. Una vez fijado se
invierte el frasco para hacer que la sangre y el caldo bafien el agar y realizar asi un subcultivo.

Con este procedimiento la deteccién de bacterias y hongos es tan buena o mejor que con el
método convencional y mas rapido. Por el contrario tiene el inconveniente de no permitir un
adecuado aislamiento de anaerobios al tener que abrir la botella para colocar el citado cilindro.
Necesita, por tanto, ser complementado con un frasco con atmoésfera anaerobia.

4.2.1.3  Lisis-centrifugacion

Con el método de lisis-centrifugacion o lisis-filtracién (Isolator L) la sangre se recoge en un tubo
que contiene un reactivo de lisis (saponina), un anticoagulante (SPS) y agua destilada. LLa sangre se
lisa y se centrifuga (o filtra), se desecha el sobrenadante y se siembra el sedimento en distintos
medios de cultivo. Esta técnica se ha demostrado mas sensible que la de los hemocultivos en

medio liquido para el aislamiento de micobacterias y hongos, y permite realizar hemocultivos
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cuantitativos que son utiles para el diagnoéstico de la bacteriemia relacionada con catéter venoso
central (CVC). Sus mayores inconvenientes derivan de la laboriosidad de su manipulacién, con el
consecuente riesgo para el personal, y de la alta incidencia de contaminaciones que genera. El
sistema es caro y todo ello no ha facilitado su introducciéon regular en los laboratorios,

utilizandose en ocasiones como método complementario por las ventajas citadas anteriormente.

4.2.2  Sistemas automaticos

Desde finales de los afios 80, aunque el concepto sigue siendo el mismo, el procesamiento de los
hemocultivos sufri6 modificaciones muy importantes. Se desarrollaron diferentes sistemas
automaticos que han permitido incrementar el nimero de bacteriemias verdaderas diagnosticadas,
ya que disminuyen la posibilidad de contaminacién del hemocultivo, ademas de acortar los
tiempos de deteccion del crecimiento bacteriano a partir de muestras de sangre. Por otro lado,
estos sistemas han mejorado todos los aspectos relacionados con la bioseguridad del personal del
laboratorio, disminuyendo el riesgo de pinchazos accidentales como consecuencia de las
manipulaciones que implican las resiembras a ciegas, ademas de agilizar el trabajo diario.

Estos sistemas se basan en la deteccién del CO, producido por el crecimiento bacteriano por
diferentes métodos, radiométricos, espectrofotométricos, fluorométricos y/o colorimétricos.
4.2.2.1 Radiométrico y no radiomeétrico

El Bactec 460 ® radiométrico fue el primer sistema comercial de hemocultivos semiautomatico
que utilizaba un sustrato marcado con carbono radioactivo (C14). Los microorganismos
presentes en la muestra de sangre metabolizaban este substrato liberando CO, marcado que era
detectado por el sistema. Su principal ventaja fue la mayor rapidez en la detecciéon de los
hemocultivos positivos respecto a los métodos tradicionales; sin embargo, el inconveniente mas
importante era el manejo y posterior eliminaciéon de los residuos radiactivos, por lo que en la
actualidad ha sido superado por otros sistemas.

Los sistemas Bactec NR-660® y NR-730® no radiométricos, muy parecidos al anterior, detectan
el CO2 por espectrofotometria de infrarrojos obviando los inconvenientes de los radiois6topos.
4.2.2.2 Sistemas antomiticos de monitorigacion contintia

Los sistemas anteriores han sido desplazados por los sistemas de monitorizacién continua, que
eliminan toda manipulacién, realizan agitaciéon continua de los frascos, monitorizacién continua
con notificacién inmediata de los resultados positivos y utilizan técnicas no invasoras para la
lectura. Se basan en la deteccion de la produccion de CO2 por los microorganismos y entre ellos
difieren en el método de deteccion de éste, en la capacidad de los frascos, en el tipo de medio de

cultivo utilizado, en la frecuencia de lectura y en la capacidad maxima de los incubadores. La
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mayoria de los sistemas disponibles han demostrado una buena eficacia en la deteccién de la
bacteriemia [52].

Asi, el sistema Bactec (Becton-Dickinson) realiza lecturas cada 10’ y la deteccién de la produccion
de CO, la realiza mediante una técnica fluorométrica; el sistema BacT/Alert (bioMérieux)
también realiza lecturas cada 10’ y para la deteccion del CO, producido utiliza un sensor
colorimétrico. El sistema Vital ®, que actualmente ya no se encuentra en el mercado, difiere de
los anteriores en que incorpora un indicador fluorescente en el medio de cultivo. Esta
fluorescencia se lee cada 15 Y por ultimo, el ESP® es un sistema que monitoriza el frasco cada
12’ y el crecimiento se mide por un método manométrico que detecta el consumo y/o la
producciéon de gas [53].

Como se ha comentado anteriormente, todos los medios de cultivo comerciales contienen una
serie de sustancias para mejorar la recuperacion de los microorganismos, entre ellas, una serie de
aditivos dirigidos principalmente a la inactivaciéon de los antibidticos. En nuestro pais, los mas
utilizados son los medios con resinas del sistema Bactec (Becton-Dickinson) y los medios con
catbon activado del sistema BacT/Alert (bioMérieux). En estudios comparativos ambos medios
ofrecen resultados similares, aunque uno de los inconvenientes del carbén activado radica en la
dificultad de la interpretacion de las tinciones de Gram de los frascos positivos [54] y la
interferencia a la hora de realizar técnicas de identificacion y estudio de sensibilidad directas de
hemocultivo positivo.

La sustitucioén de las técnicas convencionales de hemocultivo por los sistemas automaticos de
lectura continua, supuso una gran mejora en la deteccion del hemocultivo positivo, con un
aumento de la velocidad de deteccién, una disminucion del tiempo de respuesta y un aumento de
la sensibilidad de los hemocultivos. De manera que, han permitido mejorar el diagnoéstico
microbiolégico de la sepsis y como consecuencia hacer un uso mas racional de la terapia

antimicrobiana [55, 56].

4.3. Procesamiento de los hemocultivos positivos por métodos convencionales

4.3.1 Método estandar

Actualmente, con los sistemas automaticos de monitorizacién continua, el tiempo de positividad
de los hemocultivos suele ser de 12 a 36 horas de media, excepto para algunas bacterias de
crecimiento lento, anaerobios y hongos [57].

De manera convencional, una vez detectado el hemocultivo positivo se realiza una tincién de
Gram, y subcultivos en distintos medios sélidos que se incubaran minimo durante 18-24h a 35-

37°C. La tincién de Gram es una técnica sencilla y rapida que puede orientar el diagnodstico
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microbiolégico de forma muy precoz, ademas de orientar en el inicio o adecuacién, si fuese
necesario, del tratamiento antibidtico, hasta que los resultados de identificaciéon y antibiograma
estan disponibles[58].

A partir del aislamiento del microorganismo en cultivos sélidos, se procede a la identificacion y al
estudio de la sensibilidad antibidtica por los diferentes métodos existentes en el mercado, por lo
general en las siguientes 24-48 horas.

En general los esquemas tradicionales de identificacion fenotipica se basan en las caracteristicas
microscopicas (tinciones, examen en fresco), caracteristicas macroscopicas (morfologia de la
colonia y crecimiento en los medios de cultivo) y por tltimo en las pruebas bioquimicas que
permiten determinar las caracteristicas metabolicas de las bacterias objeto de identificacion.
Dentro de las pruebas bioquimicas, las hay que son rapidas, de lectura inmediata como la catalasa
y la oxidasa, cuyo objetivo es diferenciar entre grandes familias de bacterias para poder ir mas
dirigidos en la elecciéon de las siguientes pruebas. Otras pruebas requieren para su lectura el
crecimiento del microorganismo, con una incubacién previa de 18 a 48 horas. Estas pruebas
manuales pueden ser largas y complejas, ya que algunas bacterias requieren varias pruebas para su
identificacion.

En el mercado existen baterfas comerciales de pruebas agrupadas para cada tipo de
microorganismo, que pueden ser manuales o automatizadas, y cuyas ventajas son la rapidez en la
manipulacién, la homogeneidad de los resultados y la disposiciéon de bases de datos para la
identificacion automatica.

Entre los sistemas manuales disponibles en el mercado: API (bioMérieux), RapID Systems y
MicrolD (Remel), Enterotube (Becton-Dickinson, etc. De los sistemas comerciales automaticos
como: Vitek-2¥ (bioMérieux), MicroScan WalkAway  (Beckman), BD Phoenix (Becton-
Dickinson), Wilder (Soria Melguizo), son los mas utilizados. La mayoria de estos paneles permite,
ademas de la identificacion, la realizacion simultanea del antibiograma del microorganismo objeto
de estudio.

Todos los sistemas automaticos actuales son parecidos, con diferencias en la forma de preparar
los paneles, unos son mas laboriosos que otros, con diferencias en la incubacién y en el tiempo
de obtencién de los resultados. La lectura de los paneles se suele realizar de forma automatica,
incorporandose los datos obtenidos en un ordenador, el cual proporciona un indice alto de
fiabilidad en la identificacion; en cuanto al estudio de sensibilidad, 1a lectura de los valores de la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y la interpretacion de los resultados se realizan de forma
automatica, utilizando un sistema experto que aplica al resultado final una serie de reglas

programadas siguiendo las recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
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v/o Eurgpean Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) permitiendo ademids la
deteccion rapida de resistencias.

Por tanto, al final existe un retraso significativo de 72-96 horas desde la toma del hemocultivo
hasta la informacién del resultado final. Debido a la importancia que supone para el prondstico
del paciente con sepsis, la informacién precoz del resultado del hemocultivo, en los tltimos afios
ha habido un gran interés en buscar métodos que permitan reducir los tiempos de emision de los
resultados. Asi, la combinacién de sistemas de monitorizacién continua de hemocultivos con un
sistema de identificaciéon y antibiograma rapido directamente del hemocultivo positivo, permite
obtener resultados en tiempos inferiores a las 24 horas desde la toma de los hemocultivos para

microorganismos de crecimiento rapido [59, 60].

4.3.2  Métodos de identificacién directos de hemocultivo segin microorganismo.

El tiempo de informacién de los resultados se podria reducir con la utilizacién de pruebas

diagndsticas rapidas, realizadas directamente del frasco del hemocultivo positivo.

4.3.2.1 Identificacion directa de cocos grampositivos

En el caso de los estafilococos, dada la importancia clinica de establecer un tratamiento correcto

y de evitar el uso inadecuado de antibiéticos, resulta fundamental diferenciar en el menor tiempo

posible, si los cocos grampositivos en racimos que visualizamos en la tincion de Gram realizada

del hemocultivo positivo, corresponden a un Estafilococo coagulasa negativa (ECN) o un

Staphylococcus anrens. Algunas de las técnicas que se han aplicado son:

* Evaluacién de la morfologia de los cocos grampositivos observados en la Tincién de Gram.
Segun el trabajo realizado por Murdoch ez a/, [61-64] sugieren que S.aurens se puede identificar
con un alto grado de precision, directamente del frasco de hemocultivo positivo. Utilizaron
una serie de criterios basados en las diferencias en las caracteristicas morfologicas de la
observacion directa de la tincion de Gram, llegando a una sensibilidad global del 89% y una
especificidad del 98%.

* Prueba de la coagulasa en tubo (PCT)

La PCT es una técnica sensible, rentable y rapida que permite, por su alto valor predictivo
positivo, asegurar casi con certeza a las 4 horas que los cocos grampositivos en racimos
observados en el hemocultivo, corresponden a S. aureus. Mdltiples estudios han evaluado el
uso de esta prueba para la deteccion de S.aurews directamente de hemocultivo positivo
obteniendo una especificidad cercana al 100% y diferentes porcentajes de sensibilidad que se

encuentran entre el 65% y el 87%, segun las series [65, 66]. En el trabajo realizado por Speers
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y colaboradores [67] se obtuvo una sensibilidad del 92%, correspondiendo al valor mas alto
encontrado en los estudios revisados.
Aglutinacion de latex
Para neumococos y estreptococos existen pruebas de aglutinacion de litex para su
diferenciacion a nivel de especie, que realizadas directamente de hemocultivo positivo tienen
un elevado valor predictivo positivo [68]. Las diferentes especies de estreptococos, a pesar de
que presentan una morfologia muy similar en la tincién de Gram, producen patologias
diferentes y tienen un patrén de sensibilidad a los antibiéticos distinto. Debido a ello, disponer
de métodos rapidos y fiables de identificacién directamente del hemocultivo positivo, es
fundamental para poder orientar el tratamiento empirico.

- Aglutinacion de latex para la deteccidon de antigeno de Streptococcus pneumoniae.
En general, los diferentes trabajos realizados, presentan una sensibilidad del 80 % y una
especificidad del 98%, por lo que, esta técnica se puede utilizar de manera rapida y fiable
directamente de hemocultivo positivo [69, 70]. Seria de gran ayuda, sobre todo, en los casos
en que el hemocultivo positivo presenta una hemolisis visible y en la tincién de Gram no
se observen microorganismos, o bien, ante la observaciéon de estreptococos alterados
morfolégicamente [71]. Esta informacién preliminar contribuye de manera importante al
diagnostico  rapido de infeccién neumocédceica bacteriémica y a la optimizacién del
tratamiento.

- Aglutinacion latex para la deteccion de antigeno de estreptococos de los grupos de
Lancefield A, B, C, D y G. En el trabajo realizado por Wetkowski ez a/ [72], en el 86 %
de los casos se obtuvo una identificaciéon correcta. En otro trabajo realizado por Fontanals
et al, |73] en el caso de Streptococcus agalactiae la sensibilidad y especificidad obtenida
directamente de hemocultivo positivo, fue del 100% y 99’4% respectivamente, mientras
que en el caso de los enterococos se obtuvo una baja sensibilidad, probablemente debido a
que s6lo el 80% de los enterococos tienen el antigeno D en su capsula. Ambas técnicas de
latex pueden proporcionar una identificaciéon preliminar 18-24 horas antes que la

visualizacién del cultivo en agar.

4.3.2.2 Identificacion directa de bacilos gramnegativos

Como ya se ha expuesto en apartados anteriores los sistemas comerciales automaticos como:

Vitek-2® (bioMérieux), MicroScan WalkAway® (Beckman), BD Phoenix® (Becton-Dickinson),

utilizados para la identificaciéon a partir de subcultivo, tienen un alto grado de fiabilidad. Estos

mismos sistemas pueden utilizarse para la identificacion directa a partir de hemocultivo positivo,

aplicando diferentes protocolos de centrifugacién para conseguir una suspension éptima. De esta
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manera, se puede disponer de la identificacion de forma mas rapida, sin necesidad de esperar el
desarrollo del subcultivo. Desde los trabajos que son objetivo de esta tesis, diferentes autores
presentan resultados comparables, utilizando estas técnicas, a los obtenidos con los métodos
convencionales, con concordancias de superiores al 90% [74-76].

La inoculacién directa en paneles de identificaciéon automaticos, ha permitido reducir en casi 24
horas el tiempo necesario para la obtenciéon de resultados de identificacion, lo que supone un

cambio importante en el manejo de los pacientes con sepsis.

4.3.3 Métodos de identificacidén v estudio de sensibilidad directos

Segin los métodos de referencia, tanto para la identificacién como para el estudio de la
sensibilidad antibidtica, es necesario el subcultivo en agar, que puede tardar hasta 24 horas. Una
alternativa al subcultivo, son las técnicas de inoculacion directa a partir de hemocultivo positivo.
Consiguen reducir en un dia, el tiempo necesario para la obtencién de los resultados tanto de
identificacién como de antibiograma, siendo esto fundamental para la rapida optimizacion de la
terapia antimicrobiana.

Distintos estudios han evaluado el rendimiento de estos métodos directos. Las comparaciones
entre los resultados son dificiles, ya que en la literatura se han utilizado diferentes sistemas de
hemocultivo como BACTEC"® (Becton Dickinson), BacT/ALERT® (bioMerieux), junto con
diferentes sistemas de identificacién (Vitek-2*, MicroScan WalkAway”, BD Phoenix"...), sin
existir estudios comparativos entre los diferentes métodos. También se han evaluado varios
protocolos para la  obtencién del inoculo necesario. Algunos autores, realizan diferentes
centrifugaciones para eliminar los eritrocitos, otros utilizan tubos separadores de suero y otros

utilizan detergentes como la saponina, para mejorar la recuperacion de microorganismos|77, 78].

4.3.3.1 Para bacilos gramnegativos

Segun los criterios propuestos por Jorgensen ef a/ [79], un método para estudio de la sensibilidad
antibiotica, sera aceptado si la concordancia con el método de referencia es >89,9%, la tasa de
errores graves es =3% y la tasa de errores muy graves =1,5%.

En este sentido, la mayorfa de los estudios realizados en bacilos gramnegativos, tanto de
identificacion como de estudio de sensibilidad antibidtica, han mostrado una buena correlacién,
comparados con los métodos convencionales.

-Algunos de los trabajos que han utilizando el sistema Bactec 9240® (Becton Dickinson), que
contiene resinas que no interfieren con los métodos rapidos, y el sistema Vitek-2 compact

(bioMérieux) para la identificacion y estudio de sensibilidad antibidtica directa, son:
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Bruins et al [81], en el que analizaron 311 bacilos gramnegativos entre los cuales habia 33
Psendomonas aeruginosa. La identificacién fue correcta en el 93% comparado con el método de
referencia. La concordancia en el antibiograma a nivel de categoria fue del 99%, obteniendo
solamente un 0,1% de errores muy graves. L.a obtenciéon del inéculo bacteriano a partir del
hemocultivo positivo, se obtuvo utilizando un tubo de suero separador para la realizacion de la
centrifugacion.

Cueto et al [85], utilizé un protocolo parecido al anterior, con tubo de suero separador, obtuvo
resultados no tan favorables. Analizaron 50 bacilos gramnegativos enterobacterias, obteniendo
solamente un 62% de identificaciones correctas, y una baja correlacion en el estudio se
sensibilidad con un 6% de errores totales, de los cuales un 2°4% correspondieron a errores muy
graves.

- Hay dos estudios anteriores al nuestro, que también han sido realizados con el sistema Vitek-2
compact (bioMérieux), pero a partitr de hemocultivos positivos incubados en el sistema
BacT/ALERT® 3D (bioMéricu, Marcy I'Etoile, France):

Ling et al [74] analizaron 281 bacilos gramnegativos de los que 85 fueron bacilos gramnegativos
no fermentadores (BGNNF). La obtencion del inéculo bacteriano fue a partir de la utilizacion de
tubo de suero separador. En un 822% la identificacién fue correcta, aunque inferior a la
encontrada en los trabajos anteriores. La concordancia en la sensibilidad antibidtica fue sin
embargo similar a otros trabajos, del 97%.

Blanco et al [ 87] utilizando también el sistema Vitek-2 compact (bioMérieux)con frascos FAN
del sistema BacT/ALERT® 3D (bioMérieuX)obtuVieron resultados muy similares. Analizaron 97
hemocultivos con bacilos gramnegativos de los que 26 eran BGNNF. Utilizaron tubo de suero
separador para la obtencién del inéculo bacteriano, obteniendo una concordancia en la
identificacion del 86% para enterobacterias y un 92’3% para bacilos gramnegativos no
fermentadores. La concordancia global en la categoria clinica fue del 92°7%.

Los dos dltimos trabajos no obtuvieron tan buenos resultados como los anteriores, sobre todo
en la identificacion, debido a que los frascos FAN del sistema BacT/ALERT® 3D (bioMérieuX)
contienen particulas de charcoal, como quelante de los antibiéticos, lo que supone una dificultad

afladida para la técnica directa del hemocultivo positivo.

4.3.3.2 Para cocos grampositivos
Lamentablemente, el procesamiento de los cocos grampositivos (tanto estafilococos como
enterococos), ha presentado mayores dificultades que en el caso de los bacilos gramnegativos,

normalmente relacionadas con la obtencién de un bajo inéculo bacteriano. Sin embargo, la
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aplicacion de técnicas de centrifugacion y/o adicién de detergentes como la saponina, Tween 20
o Triton-X-100, mejora la obtencién de un inoculo adecuado.

-Inoculaciéon directa a partir de hemocultivos positivos del sistema Bactec 9240® (Becton
Dickinson):

En los primeros trabajos que realizaron técnicas de inoculacion directa utilizando estos sistemas,
el porcentaje de identificacion no llegaba al 65% y el total de errores encontrados era inaceptable
[85, 74].

Mas tarde, en un trabajo previo al nuestro, Diederen et al [90] analizé 68 muestras, entre las que
habia 37 Staphylococcus anreus. Antes de la inoculacion utilizé varias centrifugaciones en tubo de
suero separador obteniendo una concordancia en la sensibilidad antibiética de un 99°6% y con
s6lo un 0’1% de errores muy graves. Pero no consiguié obtener resultados fiables en el caso de la
identificacion.

A continuacién, se muestran una serie de trabajos realizados con posterioridad al nuestro. Lupetti
et al, [77] con la adicién de saponina antes de la inoculacién en los paneles del sistema Vitek-
2(bioMerieux), obtuvo un porcentaje de identificaciones correcta del 89% de las 55 muestras
analizadas. Obteniendo una concordancia en el antibiograma del 97°7% con sélo un 1% de
errores muy graves. Aunque el nimero de muestras analizadas fue escaso y ademas sélo inclufan
4 Staphylococcus anreus y 3 Enterococcus spp. En un trabajo posterior, Lupetti ¢ a/ [99] aplicando el
mismo procedimiento pero incluyendo también bacilos gramnegativos, obtuvo resultados
similares al primer trabajo, un 87% de identificaciones correctas y una concordancia global de
sensibilidad del 95%, pero igualmente un numero bajo de Staphylococcus aurens (13) y de
Enterococcus spp (9). Beuving et al, [78] utilizando tubo con suero separador para la obtencion de
un mejor indculo bacteriano, obtuvieron una concordancia en cuanto a sensibilidad mayor del
90%, con el sistema Phoenix” (Becton-Dickinson, Sparks, MD), pero descarté realizar la
identificaciéon directa del hemocultivo debido a los malos resultados obtenidos en ensayos
preliminares. Gherardi ez a/, [102] comparé los sistemas Vitek-2 (bioMerieux) y Phoenix (BD),
obteniendo identificaciones aceptables con el sistema Vitek-2", concretamente un 75%, y s6lo un
43.7% con el sistema Phoenix. Con ambos sistemas la concordancia en la sensibilidad fue similar,
96,2 % y 99,5% respectivamente.

-Inoculacién directa a partir de hemocultivos positivos del sistema BacT/ALERT frascos FAN
(bioMerieux):

En un trabajo posterior al nuestro, Barreales ez 2/ | 103] afiadiendo al protocolo de trabajo una
incubacién con saponina, utilizd el sistema Vitek-2 (bioMerieux) para la identificaciéon vy

antibiograma directa de hemocultivo positivo. El nimero de muestras analizadas es muy escaso,
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solo 49, de las que ademas solo se incluyen 13 Staphylococcus anreus y 5 Enterococcus spp. Se obtuvo

una concordancia en la identificaciéon del 82% y en la determinacion de la sensibilidad antibiética,

la tasa de concordancia fue del 97% con sélo 0°’5% de errores muy graves.

4.3.3.3 Ventajas e Inconvenientes del método directo

Ventajas:

1.

Acelera el tiempo necesario para la disponibilidad de los resultados de sensibilidad. El tiempo
medio es de 6h y 9h, en bacilos gramnegativos y cocos grampositivos, respectivamente. Una
excepcion es la utilizacion de MicroScan WalkAway, pues requiere 18-24 h de incubacién. Por
otro lado, el hecho de disponer de los resultados de forma rapida, implica que un
microbidlogo debe estar presente las 24 horas, para informar de los resultados obtenidos al

clinico, y de esta manera aportar un beneficio real al tratamiento del paciente.

. Su utilizacién, no implica cambios en el flujo de trabajo habitual. No existen costes

adicionales.

. Es capaz de detectar los mecanismos de resistencia mas habituales (BLEE, SARM). De esta

forma, la adecuacion del tratamiento antibiético y la aplicacion de las politicas de aislamiento

de contacto se pueden realizar antes que con los métodos convencionales.

Incovenientes:

1.

38

La existencia de los cultivos mixtos, es decir la pureza del inoculo directo, es una fuente de
error sabida, ya que esto no lo podemos ratificar hasta tener el crecimiento del subcultivo al
dfa siguiente. La tincién de Gram, permite en estos casos, determinar que los hemocultivos
pueden ser polimicrobianos y no ser procesados por el método rapido. Sin embargo, segin
algunas publicaciones, hay un 06-10% de los hemocultivos que aparecen como
monomicrobianos en la tincién de Gram, observindose a las 24 horas, en los medios de
cultivo convencionales, que se trata de una infeccién polimicrobiana[105, 60]. Aun y asi, segin
nuestra experiencia, (datos no publicados) los resultados del antibiograma podrian ser
igualmente utilizados de forma preliminar para ajustar el tratamiento. Sobre todo en el caso de

que el antibiético que se esta utilizando sea resistente.

. Conseguir un adecuado inoculo estandarizado segin escala Mc Farland, es a veces

complicado. En ocasiones el inoculo obtenido es muy bajo, a veces, debido a los restos de
sangre o incluso del propio medio de cultivo. Es precisamente este punto, el que puede
explicar los bajos porcentajes de concordancia y mayor porcentaje de errores, publicados por

algunos autores, cuando se realiza el método directo[85].
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3. Algunos microorganismos,  como S. pmeumoniae, estreptococos del grupo viridans,
estreptococos del grupo A y B de Lancefield y bacterias de crecimiento lento, necesitan
medios con requerimientos especificos para el crecimiento, por lo que no es posible la

realizacion del antibiograma directo con los paneles disponibles hoy en dfa.

4.4. Procesamiento de los hemocultivos positivos por métodos moleculares

La identificacion rapida y precisa del agente etiolégico es crucial para poder iniciar la terapia con
antibidticos 6ptimos contra el patdgeno, y asi disminuir las tasas de mortalidad.. Los métodos
convencionales, citados hasta ahora, son considerados como el “gold standard” para la deteccion
e identificacién de los patégenos causantes de las infecciones del torrente sanguineo, y al mismo
tiempo para la determinacion del patrén de sensibilidad antibidtica.

Como ya hemos comentado, cuando se detecta un hemocultivo positivo, se realiza la tincion de
Gram, se subcultiva en medios sélidos, y posteriormente, con pruebas bioquimicas, manuales o
semiautomaticas, se tealiza la identificacién del microorganismo/s implicado/s. Por dltimo, se
realiza el estudio de la sensibilidad antibiética completa, lo que permitira el inicio de la terapia con
antibidticos dirigidos hacia los patégenos causantes. Este flujo de trabajo convencional, es
extremadamente lento y puede tardar un minimo de 24-72 horas. Ademas, microorganismos
exigentes y de crecimiento lento, asi como, la administracién previa antibiéticos, pueden conducir
a resultados falsos negativos. Desde hace algunos afios, se estan desarrollando diferentes métodos
cuya finalidad es mejorar y cubrir las limitaciones del diagnéstico convencional con el
hemocultivo [106, 107].

Trabajar con técnicas moleculares a partir de hemocultivo positivo ofrece una serie de ventajas
como son trabajar con un inoculo elevado de microorganismo y que los resultados pueden estar
disponibles en pocas horas a partir del hemocultivo positivo, lo que reduce el tiempo de
respuesta con respecto a los métodos convencionales. Sin embargo, también comparten algunas
de las limitaciones de éstos como son el retraso de las 15-17 horas hasta que el hemocultivo sea
positivo, la baja sensibilidad para la deteccion de microorganismos que no crecen en medios
habituales o cuando el paciente ha recibido antibiético previo.

Tal como se resume en la Figura 9, de las técnicas que disponemos actualmente, algunas basan su
identificacion en la deteccion de proteinas por espectrometria de masas, MALDI-TOF (matrix
asisted laser desorption/ ionization time-of-flight, y otras en la deteccion del material genético, ya sea por

fluorescencia de hibridacion in situ (FISH) o por reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR).
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Molecular methods for the
diagnosis of sepsis
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Fig.9. Técnicas para el diagndstico de sepsis.
Fuente: modificado de V'enkatesh et al. [108-110]

4.4.1 Deteccién de proteinas

4.4.1.1 Espectrometria de masas

La espectromettia de masas pot MALDI-TOF (matrix asisted laser desorption/ionization time-of-flight
es una tecnologia que ofrece una alternativa rapida y fiable, para la identificacion de gran variedad
de bacterias y levaduras, basandose en su perfil proteico[111-113]. Cada microorganismo
contiene un perfil dnico de proteinas (huella digital) que permite la identificaciéon de los
microorganismos a nivel de especie [114].

La principal ventaja de la utilizacién del MALDI-TOF, es que los resultados pueden estar
disponibles en cuestién de minutos y en la mayoria de los casos no se necesita preparacion de la
muestra.

Una limitacién de la técnica es que, para encontrar un perfil proteico fiable, necesita al menos
10°-107 ufc/ml.. Por lo que siempre serd necesario un pre-cultivo de la muestra para obtener
resultados 6ptimos, ya sea a partir de cultivo sélido o del pellet de un cultivo liquido, como puede
ser un hemocultivo. Otra limitacion, es la dificultad en la identificacién de las infecciones mixtas y
de los estreptococos del grupo viridans. En el primer caso, sera fundamental la observacion de la
tinciéon de Gram, que puede orientar sobre la presencia de mas de un tipo de microorganismo.
Para la mejora de la identificaciéon de los estreptococos del grupo wiridans, se recomienda la
utilizaciéon de una solucién de alcohol-ac.férmico, para la extraccion previa de proteinas [115,
116].

En los ultimos afios, se han publicado muchos trabajos sobre la utilizacion de MALDI-TOF para
la identificaciéon directa desde hemocultivo positivo. En la mayorfa se recomienda realizar una
extraccion previa, que permitira eliminar sustancias, ya sean del medio de cultivo o de la propia

sangre, y que pueden interferir en el proceso de analisis. En este sentido, son varios los
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protocolos descritos, algunos basados en diferentes centrifugaciones, otros en aplicaciéon de
varios lavados, etc. Todos ellos con excelentes resultados de concordancia comparados con el
método de referencia, pero precisando un tiempo y coste adicional para el laboratorio [117-121].
Recientes publicaciones, revelan la identificacién rapida y fiable a partir de hemocultivos
positivos, sin tiempos adicionales ni aumentos de los costes, utilizando solamente un corto
periodo de incubacién en un medio sélido durante una media de 4 horas. Este método
proporciona resultados correctos en >80% de los episodios de bacteriemia. Permite la
identificacion casi en el mismo momento de la deteccion de la positividad del hemocultivo, lo que
es esencial para la rapida optimizacién del tratamiento antibidtico [122, 123].

Actualmente atin no es posible utilizar MALDI-TOF para el estudio de la sensibilidad antibidtica,
aunque se han llevado a cabo los primeros pasos en este sentido, con la deteccion de algunos
mecanismos de resistencia, pero sin poder proporcionar un perfil de sensibilidad completo[124-

126].

4.4.2  Deteccién de material genético sin amplificacién previa de acidos nucleicos

4.4.2.1 Hibridacion fluorescente in situ (FISH)

Se encuentra entre las técnicas comerciales mas estudiadas para la deteccion de patdgenos
directamente de hemocultivo positivo. En sélo, 2,5-3 horas, puede identificar >95% de las
bacterias y levaduras que se encuentran comunmente en la sangre [127-129]. Para ello se utilizan
sondas de nucledtidos marcadas con fluorescencia que hibridan con secuencias especificas,
generalmente 16 rRNA, especificas del microorganismo a identificar. La observacion de
fluorescencia en el microscopio indica la presencia del microorganismo. Una version mejorada de
esta técnica utiliza sondas llamadas peptide nucleic acid (PNA), que ofrecen la ventaja de tener una
carga neutra y permitir hibridaciones mas robustas. Asi, Staphylococcus anreus, Enterococcus faecalis,
bacilos gramnegativos (Escherichia coli, Klebsiella pnenmoniae, Pseudomonas aernginosa) y Candida albicans,
pueden ser identificados en menos de 3 horas usando el Kit comercial AdvanDX (Woburn, MA,
USA), con una sensibilidad y especificidad de > 95% [130, 131].

En nuestra publicaciéon sobre la deteccion de Staphylococcus aurens directamente de hemocultivo
positivo, los resultados obtenidos mostraron una sensibilidad y una especificidad del 100% vy
99,4% respectivamente [132].

Aunque es una técnica prometedora, la coleccion de sondas es limitada, por lo que la
identificacién de especies especificas para todos los patégenos causantes de bacteriemia, no es
factible hasta la fecha. Por otro lado, esta técnica no permite la detecciéon de genes de

resistencia.

41



Introduccion

4.4.3  Deteccién de material genético con amplificacién previa de acidos nucleicos

4.4.3.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) especifica

La utilidad clinica de este tipo de PCR es limitada, ya que un elevado numero de
microorganismos pueden estar implicados en la etiologia de la sepsis. Serfa particularmente util
cuando en el diagnéstico diferencial, son pocos los patégenos implicados, como podria ser el
caso de una sospecha de infeccién fungica o por micobacterias [133]. La identificaciéon rapida
también es importante para patégenos invasivos, asociados a una alta morbilidad y mortalidad,
como es Staphylococcus anreus resistente a meticilina. Los resultados de la identificacion vy
antibiograma convencionales tardarfan unas 24-48 horas, pero mediante estas técnicas el tiempo
podria reducirse a 2 horas mediante la deteccion simultanea de Staphylococcus aurens y del gen mecA
[134, 135].

Actualmente, existen algunas plataformas, como por ejemplo GeneXpert (Cepheid, Sunyvale,
CA, EEUU) o GenomEra (Abacus Diagnostica, Turku, Finlandia) totalmente automatizadas,
donde la muestra se afiade a un cartucho que contiene todos los reactivos necesarios, tanto para
la extraccion y la amplificacion como para la deteccion de los acidos nucleicos. Se trata de
técnicas rapidas, con una sensibilidad y especificidad superiores al 95% [136, 137].

4.4.3.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) miiltiplex

Las tecnologfas de PCR multiplex permiten identificar, de forma simultanea, la mayor parte de los
microorganismos implicados en la sepsis. Uno de los primeros ensayos comercializados fue el
Prove-it Sepsis® (Mobidiag, Helsinky, Finlandia). Es una PCR con plataforma basada en
microarray disefiada para detectar 73 microorganismos, entre bacterias y hongos, y el gen mecA, a
partir de hemocultivos positivos, aunque no detectan otros genes de resistencia. Los resultados
pueden estar disponibles en 3,5 horas y varios estudios avalan una sensibilidad y especificidad
superior al 95% [138, 139]. Recientemente, se ha comercializado un nuevo ensayo, el FilmArray
Blood Culture Identification® (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Francia). Es una PCR en tiempo real,
donde la extracciéon de DNA, la amplificacion y la deteccion se realizan en el mismo cartucho,
reduciendo significativamente los riesgos de contaminacion. Es una técnica facil, rapida
(resultados en 1 hora), y con una alta sensibilidad y especificidad, 83-88% y superior al 98%,
respectivamente [140].

En general, las tecnologias descritas permiten que los resultados de la identificacién de los
patégenos, estén disponibles en cuestiéon de pocas horas desde que el hemocultivo es detectado
positivo por los sistemas automaticos. En los pacientes con sepsis y bacteriemia documentada,

esta disminucién en el tiempo necesario para el diagnéstico microbiologico, se traduce en un
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aumento de la supervivencia, pues la administraciéon del antibiético adecuado en el menor tiempo

posible es esencial para una evolucién favorable del paciente.

5. Perspectivas de futuro

5.1. Mcétodos moleculares para identificacion y estudio de sensibilidad de sangre directa
En las ultimas décadas se han realizado avances significativos, tanto en los sistemas de cultivo de
sangre como en los métodos de identificacion y antibiograma. Uno de ellos ha sido la aplicacion
de técnicas moleculares directamente del hemocultivo, tal como acabamos de comentar. Siendo
una de sus mayores ventajas, con respecto a los métodos convencionales, la posibilidad de
obtener resultados en pocas horas a partir del hemocultivo positivo. Sin embargo, a pesar de
estos avances tecnologicos, existe aun una gran desventaja, y es, que el tiempo que tarda el
hemocultivo en positivizarse, es aun demasiado largo para permitir a los médicos tomar
decisiones en cuanto a tratamientos inmediatos.

El desarrollo mas prometedor hasta la fecha, es la detecciéon de microorganismos en sangre
directa. Precisamente una de las principales ventajas de trabajar con métodos moleculares
directamente de la sangre, es la eliminacion de la etapa previa del cultivo. Esto supone una
reduccion sustancial en el tiempo del informe del resultado, comparado tanto con métodos
convencionales, como con la identificacién por métodos moleculares a partir de hemocultivo
positivo. Hstas nuevas técnicas, ademas, pueden superar otras limitaciones asociadas a los
métodos convencionales, como son, la disminucién de la sensibilidad en los microorganismos
exigentes o de crecimiento lento, y en los pacientes tratados con antibiéticos previamente.

Uno de los pasos cruciales para el diagnéstico molecular de la sepsis directamente de sangre, es
precisamente, la obtencién de un DNA microbiano puro para aumentar la sensibilidad[106]. Se
debe tener en cuenta, que la sangre total es una muestra que contiene diversos componentes que
pueden inhibir la PCR  (por ejemplo, la hemoglobina). También la presencia de DNA
contaminante en los reactivos comerciales y en el ambiente, y el riesgo de contaminaciéon por
arrastre entre las muestras, son otros de los problemas a tener presentes[141, 142]. Otro factor
que puede interferir en la amplificaciéon del DNA microbiano, es la interferencia de una elevada
concentracion del DNA humano, con la consecuente extraccién de una menor cantidad de DNA
microbiano[143]. En la interpretacion clinica de los resultados, también se debe tener en cuenta
que la PCR es una técnica que detecta todo el DNA bacteriano presente en la sangre, incluyendo
no solo el de las bacterias vivas, sino también el de bacterias muertas e incluso DNA de

microorganismos fagocitados|[144].
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Asi, las técnicas moleculares realizadas directamente de sangre, permiten, en primer lugar,
disminuir notablemente el tiempo de respuesta al eliminar la etapa de cultivo previo. Y en
segundo lugar, y como ya se ha comentado anteriormente, proporcionan un aumento de la
sensibilidad en comparacién con el cultivo de sangre convencional, ya que permiten identificar
microorganismos exigentes o de crecimiento lento, e incluso detectar microorganismos aunque el
paciente haya recibido antibiético previamente. Muchas veces, esto ultimo, supone también una
de sus principales limitaciones, ya que, debido a la elevada sensibilidad, estas técnicas pueden
detectar contaminantes, ya sea del ambiente, de los reactivos o incluso de la manipulacién de la
muestra.

Por tanto, la interpretacion clinica de estos métodos es todavia muy complicada. Antes de poder
dar un resultado definitivo, debe tenerse en cuenta, por un lado, todas las consideraciones
comentadas anteriormente, y por otro, la clinica del paciente. De ahi la importancia de la
valoracién conjunta de los resultados entre el microbidlogo y el clinico.

En el diagnéstico de la sepsis, algunos de los ensayos comercializados hasta el momento para la
identificacion rapida del microorganismo a partir de sangre directa son:

5.1.1 SepsiTest ® ( Molzym, Alemania)

Es un ensayo de PCR en tiempo real, en el que se amplifican los genes ribosomales 16S y 18S,
seguido de la secuenciacion del producto amplificado para la identificacién del microorganismo.
Utilizando 2 mL de sangre, es capaz de detectar mas de 300 bacterias y hongos en un tiempo de 8
-12 horas. Segun el estudio realizado por Wellinghausen ¢ al. [145] la sensibilidad y especificidad
diagnoéstica de este ensayo, fueron del 87% y 85,8% respectivamente, obteniéndose una
concordancia del 86% con respecto al hemocultivo. En otro estudio mas reciente, Grif y
colaboradores [146] han confirmado la sensibilidad y especificidad diagnoésticas (88% y 83%) de
esta técnica. Por el contrario, se han publicado otros estudios, realizados con un menor nimero

de muestras, con porcentajes de sensibilidad en torno al 40% [147, 148].

5.1.2  Magicplex Sepsis Real-time Test ® (Seegene, Cotea)

En este ensayo, durante una primera etapa de cribado por una PCR convencional, se detectan
hasta 91 microorganismos (73 grampositivos, 12 gramnegativos y 6 hongos), asi como tres
marcadores de resistencia (a la meticilina mecA y a la vancomicina vanA y vanB). Después de este
paso inicial, se realizan dos PCR a tiempo real para la detecciéon de los microorganismos
presentes en sangre total y su identificacion a nivel de género y especie. Se utiliza 1 mL de sangre

y el tiempo hasta la obtencion de los resultados es de aproximadamente unas 6 horas. Hasta el
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momento, se han publicado pocos estudios sobre los resultados analiticos y/o clinicos,

obteniéndose en ellos una baja sensibilidad [149].

513 VYOO ®(SIRLS-Lab, Alemania)

Se basa en una PCR multiplex que detecta simultineamente 34 especies bacterias y 6 especies de
hongos, asi como 5 de los marcadores de resistencia mas comunes (a la meticilin [150,
151]comicina vanA y vanB, y a ®-lactimicos blay,, v blacry.y,). Después de la amplificacion, los
productos obtenidos se visualizan mediante una electroforesis en gel convencional. El tiempo
hasta el resultado es de unas 8 horas. Este ensayo utiliza 5 mL de sangre, y permite la eliminacion
selectiva de DNA humano, enriqueciendo asi la muestra clinica con el DNA microbiano
mediante una columna de cromatografia de afinidad. En un reciente estudio realizado por Fitting
et al. [151] la concordancia en la identificacion entre el hemocultivo y el ensayo VYOO fue del

46,2%, concluyendo en la necesidad de mejorar del procedimiento segun los autores.

5.1.4  SeptiFast Test ® (Roche molecular, Alemania)

Es un ensayo de PCR multiplex a tiempo real disefiado para detectar 25 microorganismos,
incluyendo 5 especies de Candida spp y Aspergillus fumigatus. Posteriormente, la identificacion se
realiza mediante sondas fluorescentes, utilizando el instrumento LightCycler 2 [152]. El volumen
de sangre utilizado es 3 mL o 1,5 ml dependiendo si la extraccion de DNA es manual o
automatizada, y el tiempo total hasta la obtencién del resultado es inferior a 6 horas. Existen mas
de 60 publicaciones sobre SeptiFast, ya que es una técnica que ha sido ampliamente evaluada en
diferentes poblaciones de pacientes, como son pacientes con endocarditis infecciosa, pacientes
inmunodeprimidos y recién nacidos, variando el rendimiento de la técnica en funcién del grupo
de pacientes analizado [153, 154]. En general, los diferentes estudios muestran una tasa de
positividad para SeptiFast® que oscila entre 25-35%, significativamente mayor que para el cultivo
convencional, que se encuentra entre el 13-21% [155]. En el estudio realizado por von Lilienfeld
et al[156] en pacientes con neutropenia febril, se obtuvieron resultados muy similares, con una
tasa de positividad del 33% frente a un 20,4% del cultivo convencional. En el meta-analisis
realizado por P. Dark ez a/, [157, 158] la sensibilidad y especificidad total del SeptiFast en

comparacion con el hemocultivo, fue del 68% y 86% respectivamente.

5.1.5 IRIDICA ® (Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, EEUU)

La tecnologia PCR/ESI-MS se basa en una PCR de amplio espectro, seguida de una

espectrometria de masas de ionizacion por electrospray. Permite la identificaciéon de > 750
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bacterias y hongos a partir de muestra directa en unas 6 h. Esta técnica ha sido evaluada en
nuestro Servicio en una poblacién mixta proveniente de los Servicios de Urgencias y por otra
parte en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI). Los resultados obtenidos fueron una
sensibilidad y una especificidad del 74.8% 1 78.6% respectivamente en la poblacién mixta. Y si
s6lo se incluyen los resultados de los pacientes ingresados en la UCI, la sensibilidad y
especificidad fueron del 90.5% y 87.2% respectivamente [159, 117]. Estos resultados estan en
concordancia con otros estudios publicados sobre la evaluaciéon de esta tecnologia para el
diagnoéstico de la sepsis. Por un lado, A. Baconni ez a/ [160, 161, 75] analiz6 muestras de
pacientes que provenian de Urgencias y describié una sensibilidad del 83 al 91% cuando se
comparaba con el hemocultivo. Recientemente se ha publicado un estudio multicéntrico que

incluye UCIs de 6 paises europeos y la sensibilidad obtenida fue del 81% [157, 162].

5.2. Ventajas e inconvenientes de los métodos moleculares de sangre directa

La principal ventaja de la utilizaciéon de las técnicas moleculares directamente de sangre, es la
notable disminucién en el tiempo de obtencién de los resultados. Esta disminucion es debida,
principalmente, a la eliminacién del tiempo necesario para el cultivo, el cual es necesario en los
métodos tradicionales. Ademas, esta ventaja, va asociada a un aumento de la sensibilidad, pues la
deteccion de microorganismos por estos ensayos, es independiente de que la bacteria no sea
cultivable, de la administracién previa de antibidticos, y de la interferencia con otros factores
inhibidores presentes en el medio de cultivo.

Estas técnicas, cuyo papel clinico es principalmente proporcionar sensibilidad y rapidez, deben
estar disponibles las 24 horas en el laboratorio de microbiologfa para que realmente supongan
una mejora para el manejo de los pacientes. Como consecuencia, su disponibilidad no sélo
aumentara los costes y dedicaciéon de personal cualificado, sino que provocara una modificacion
en la organizacion del laboratorio. En la bibliografia, no existen aun muchos trabajos
prospectivos que valoren el beneficio clinico que supondria la incorporacién de esta nueva
tecnologia tan cara. Por tanto, es importante estudiar la relaciéon coste-eficacia que tendria la
introduccion de estas técnicas en la practica clinica.

Por otro lado, la interpretacién clinica de los resultados es ain muy complicada debido a varios
factores ya comentados anteriormente, como son los falsos positivos de las bacteriemias o
fungemias transitorias, la detecciéon de no sélo DNA de bacterias vivas, sino también muertas o
degradadas, la falta de un go/d standard, y el mayor riesgo de contaminaciéon en el laboratorio. Por

ello, todos los resultados de PCR deben ser evaluados en el contexto clinico del paciente.
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Tanto la obtencién rapida de la sensibilidad antibidtica, para ajustar el tratamiento antibiotico
empirico a uno adecuado o dirigido, como la deteccién rapida de los mecanismos de resistencia
de las bacterias, son fundamentales para las politicas de control de infeccién y para el buen uso de
los antibiéticos. Estas técnicas detectan algunos mecanismos de resistencia, pero aun siguen
siendo limitados e insuficientes.

En este sentido, un inconveniente muy importante de las técnicas moleculares, es la imposibilidad

de realizar el estudio completo de sensibilidad antibidtica. De manera que algunos de los

problemas mas importantes, actualmente, en cuanto al tratamiento antibidtico, no quedarian
resueltos con las técnicas moleculares:

* Las altas tasas de resistencia a ciertos antibiéticos condicionan cada vez mas una limitaciéon en
las opciones terapéuticas; no se podrian realizar estudios anuales de sensibilidad a nivel local,
muy importantes para poder adaptar los tratamientos empiricos.

* No permiten disponer de la concentracién minima inhibitoria (CMI). La CMI es importante
para establecer las pautas de dosificacion mas eficaces, existe una buena correlacién con el
fracaso terapéutico, y ayuda en la detecciéon de cepas con mecanismos de bajo nivel de
resistencia.

El coste elevado y la necesidad de un personal formado en técnicas moleculares, junto con la no

deteccion de todos los potenciales patégenos, suponen otras desventajas importantes.

5.3. Modelo de futuro

El desarrollo de nuevos sistemas de diagndstico es continuo, y pueden tener un impacto
significativo en el diagnodstico y manejo de las sepsis. El estado de viabilidad del patégeno y el
estudio de la sensibilidad antibidtica, contintan siendo los principales problemas de los métodos
moleculares, por lo que el cultivo convencional sigue siendo necesario hoy en dfa.

Nuevas tecnologias emergentes, como la plataforma de amplificacion-espectrofotometria de
masas (PCR/ESI-MS), permite la deteccion universal de uno o varios patdgenos (bactetias, vitus,
hongos) directamente de la sangre. Esta técnica, utilizada para el diagnostico de sepsis, permite la
identificacion de todas las bacterias conocidas, de las principales familias de hongos y virus que
son patdgenos en el ser humano, y la deteccién de cuatro genes de resistencia en menos de 6
horas. Otras técnicas como la hibridacién en microarray o la secuenciacion masiva pueden
permitir no sélo la rapida identificaciéon de microorganismos, sino también el estudio de las
caracteristicas de estos, tales como la virulencia y la sensibilidad a ciertos antibioticos. También
es interesante la capacidad de cuantificar las cargas bacterianas, que podria ser utilizado como

seguimiento de la respuesta al tratamiento [62, 109].
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Para el manejo de los pacientes con sospecha de sepsis, las lineas de futuro van dirigidas a utilizar
métodos de diagnéstico rapido, pero siempre formando parte de un algoritmo diagndstico
estandarizado. En este algoritmo también se encuentran los métodos convencionales, los
biomarcadores, y una estrecha interacciéon entre clinico y microbidlogo, ademas de un
cumplimiento riguroso de los protocolos de prevencién y control de la infeccion, asi como de
programas de optimizacion del uso de antibidticos [163, 91].

Desafortunadamente, el marcador ideal no existe. Incluso los biomarcadores mejor validados en
la actualidad sélo se utilizan como pruebas adicionales en el diagndstico de la sepsis. Debido al
elevado coste que supondria la introduccion de estas nuevas técnicas en el diagnostico de los
pacientes con sospecha de sepsis, los biomarcadores podrian tener un importante papel como
herramienta de preseleccion de los pacientes que se beneficiarfan de una prueba rapida molecular
ademas del hemocultivo convencional.

Por lo tanto, las nuevas tecnologias no pueden sustituir al hemocultivo, éste sigue siendo clave
en el diagndstico y confirmaciéon microbiologica de la sepsis. Las lineas de futuro deben centrarse
en un enfoque global e integrado, asociando al hemocultivo tanto las técnicas diagnosticas
moleculares como los biomarcadores, para conseguir aumentar la sensibilidad y disminuir el

tiempo de respuesta.

6. Importancia del diagnoéstico clinico precoz en el manejo clinico de los pacientes

En la evolucién clinica del paciente con sepsis, intervendran diferentes factores como son: las
caracteristicas del microorganismo (inoculo, virulencia), el estado inmunitario del huésped
(patologia de base, factores genéticos) y, el diagndstico microbiologico precoz. Este ultimo, de
vital importancia para el manejo correcto del paciente séptico.

La instauraciéon precoz de un tratamiento adecuado, tanto antibiético como de soporte,
disminuye la mortalidad atribuible a estas infecciones y es un factor de gran relevancia en el
pronostico del enfermo [164, 165].

La incidencia, la gravedad y la mortalidad de la sepsis, la convierten en un importante problema
sanitario, que requiere la adopcion de estrategias especificas para mejorar el pronéstico de estos
pacientes. Con estas premisas, en el ano 2002 se inicid /a Surviving Sepsis Campaign, cuyo objetivo
principal consistia en conseguir una reduccion de la mortalidad de la sepsis grave.

De este modo, se desarrollaron paquetes concretos de medidas o bundles, para facilitar la
implementaciéon de pautas de actuaciéon y recomendaciones para el manejo de estos pacientes.
Pues se ha demostrado que consiguen mejores resultados que si se realizan por separado. Asi, las

principales acciones para el correcto manejo del paciente con sepsis [166, 167] incluyen:
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* Reanimacién hemodinamica. Uno de los aspectos mas importantes del tratamiento de la
sepsis reside en la rapidez de la expansiéon de volumen y en la administraciéon de farmacos

vasoactivos e inotrépicos en las primeras 6 horas.

Control del foco de infeccion. Es muy importante establecer, lo antes posible, el foco
anatomico de la infeccién. El objetivo principal, es la eliminacién de los microorganismos
responsables, mediante la actuaciéon médica y quirargica sobre el foco de la sepsis. El drenaje de
las colecciones purulentas o abscesos, y la liberacién de la obstruccion, especialmente en via
urinaria o biliar, contribuyen también a resolver la infeccién. El material protésico intravascular

colonizado puede ser causa de bacteriemia continua, por lo que también debe ser retirado.

La administracion del tratamiento antibiético correcto y precoz es esencial para aumentar
la supervivencia y garantizar la buena evolucion del paciente. Idealmente, se deberfa administrar
durante la primera hora desde el reconocimiento de los sintomas. Es muy importante la
obtenciéon de cultivos del foco de infeccién y hemocultivos, a poder ser antes de iniciar
tratamiento antibiético.

Cuando aun no se dispone de informacién sobre el microorganismo causal y su sensibilidad, la
antibioticoterapia inicial debe ser empirica. El conocimiento del tipo de microorganismos que
puedan estar implicados, del foco de la infeccion, del estado inmunitario del paciente, de si la
infeccién es comunitaria o nosocomial y del perfil de resistencias a nivel local, facilitara la
eleccién del antibiético empirico mas efectivo. Como norma general, la recomendaciéon es
emplear antibiéticos de amplio espectro, adecuandose posteriormente, en funcién de los
resultados de los cultivos.

Dos importantes factores en la terapia antibidtica, se asocian de manera significativa a un
aumento de la morbilidad y mortalidad en los pacientes son sepsis. Estos son: el inicio de un
tratamiento antibidtico inadecuado [159, 35] y el retraso del tratamiento antibibtico, sobre todo, a
partir de las 3 horas tras el diagnostico de sepsis [168, 38, 169]. De manera que, el diagnostico
precoz y la intervencion terapéutica rapida y especifica han demostrado ser cruciales en la
recuperacion de los pacientes con sepsis.

El estudio realizado por Kumar ez a/, [168, 35] pudo demostrar que el inicio de una terapia
antibidtica inadecuada disminuye en 5 veces la tasa de supervivencia de los pacientes. También
observé que el tiempo de inicio de la terapia es un punto critico y determinante en el prondstico
de los pacientes con sepsis. Al igual que Kumar, diferentes estudios han demostrado que cada
hora de retraso en la instauracion del tratamiento adecuado aumenta la mortalidad [170, 171].

La terapia empirica inadecuada no es nada despreciable, presentandose en aproximadamente un

20-30% de los casos [172, 35], siendo una de las principales causas, que los agentes etiologicos de
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la sepsis sean microorganismos multirresistentes. Las enterobacterias productoras de BLEE,
actualmente extendidas por todo el mundo, se han convertido en un verdadero problema
sanitario [81, 42, 44]. También, la bacteriemia por bacterias grampositivas resistentes, como
S.aurens MRSA, se han asociado a un aumento del riesgo de mortalidad, debido muchas veces a
una terapia inicial inadecuada, entre otros factores [85, 59].

En la actualidad, el uso indiscriminado de antibidticos, tanto en la comunidad como a nivel
hospitalario, ha generado la aparicién de bacterias multirresistentes. Las consecuencias han sido,
la dificultad atin mayor para el correcto manejo y tratamiento de las infecciones. Las infecciones
producidas por bacterias multirresistentes, sin casi opciones terapéuticas, se asocian a un aumento
de la mortalidad, siendo actualmente una amenaza inminente [173, 61, 63, 64].

Asi, la mejora en el tiempo de respuesta de los resultados microbiolégicos, y sobre todo la
deteccion rapida y precisa de las bacterias multirresistentes, es doblemente importante. Es
necesaria por razones terapeuticas, como guia en la elecciéon del tratamiento antibiético adecuado.
Pero también, para la aplicaciéon precoz de las politicas de aislamiento. Las practicas dirigidas a
controlar la diseminacién de las bacterias multirresistentes, son un factor clave para reducir la
transmision horizontal de la infecciéon en los hospitales, con el fin de evitar brotes epidémicos o
situaciones de endemia [174, 80, 82, 83].

La monitorizacién de las resistencias debe ser prioritaria en cualquier instituciéon hospitalaria ya
que resulta imprescindible para el establecimiento de gufas locales de tratamiento empirico. En
este aspecto, el laboratorio de microbiologia tiene un papel critico ya que proporciona la
identificaciéon de los patégenos implicados en el proceso infeccioso y realiza las pruebas de
sensibilidad a antimicrobianos de los mismos. Para una terapia eficaz se recomienda el inicio con
un tratamiento empirico de amplio espectro, basado en los datos de vigilancia de la resistencia
local. Una vez identificado el agente etiolégico, optimizar el tratamiento antibidtico cuanto antes,
mediante la suspensiéon de los antibidticos innecesarios, y, si es posible, la modificacion del
antibidtico por otro con menor espectro, para reducir la presion selectiva de los microorganismos
resistentes [78, 84].

El control de las resistencias pasa por mejorar el uso de antibiéticos. Por lo que diferentes
publicaciones proponen varias estrategias entre las cuales esta el establecimiento de programas de
optimizacién de uso de antibiéticos (PROA). Sus objetivos consisten en: 1/ mejorar los
resultados clinicos, 2/ reducir los efectos adversos relacionados con la utilizacidon de antibidticos,
incluyendo la resistencia, y 3/ garantizar una terapia coste-efectiva [175, 86]. Es bien conocido
que el tratamiento antimicrobiano inadecuado es causa de aumento de la mortalidad en los

pacientes con sepsis [176, 38, 88]. Sin embargo, existen evidencias de los beneficios que suponen
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la instauracion de estos programas y el impacto directo sobre el prondstico de los pacientes. Por
ello, el interés en la implantaciéon de estos programas PROA, para el uso racional de los
antibiticos, esta aumentando [60, 89, 91-95].

Los trabajos revisados demuestran que la resistencia antibiética tiende a comprometer los
tratamientos de las infecciones, junto con un aumento de la mortalidad, de la estancia hospitalaria
y por tanto, de los costes sanitarios, en comparacion con las infecciones por bacterias sensibles.
[79, 42, 96, 97].

Aunque no existen muchos estudios, los servicios de microbiologia también contribuyen a los
beneficios clinicos y econémicos en los hospitales. En este sentido, la disminucién del tiempo
necesario en la respuesta de los resultados microbiolégicos, permite el inicio y /o optimizacién
del tratamiento antibidético mucho antes, dando lugar a una reduccién en los dias de
hospitalizacion, disminucién del consumo de antibidticos, utilizacién de antibidticos de menor
espectro, aislamiento precoz de bacterias multirresistentes, y en consecuencia reduccién

significativa de los costes econémicos totales [60, 98, 100, 101].

7. Impacto clinico de la informacion rapida del resultado de los pacientes al clinico
Inicialmente, las bacteriemias, y en general la mayoria de infecciones graves, se tratan de manera
empirica hasta conocer los agentes etiolégicos implicados y su perfil de sensibilidad antibiotica.
Generalmente los antibidticos utilizados en la terapia empirica son antibiéticos de amplio
espectro, de alto coste y numerosos efectos adversos, ademas debido al aumento de la
prevalencia de microorganismos mulriressitentes, la terapia empirica inicial puede ser inadecuada.
Cuando los datos microbiologicos estan disponibles, el tratamiento antibiético puede ser ajustado
a un tratamiento adecuado. Esta bien documentado, que cada hora de retraso en la instauracion
del tratamiento correcto, aumenta la mortalidad [60, 35, 104]. Por lo que acortar el periodo
transcurrido entre el tratamiento empirico y el tratamiento adecuado, es crucial para la evolucién
del paciente.

Si disponemos de métodos de diagnostico rapido para la identificacion, pero sobre todo para el
antibiograma, es de esperar que la modificacién a una terapia adecuada se pueda realizar mucho
antes. Sin embargo, no siempre ocurre asi, sino que en muchas ocasiones a pesar de tener un
resultado microbiolégico, los clinicos son reticentes a cambiar la terapia si el paciente ha
experimentado una clara mejora clinica o la informacién llega con retraso, ya sea porque el
laboratorio no dispone de atencién continuada o por una mala comunicacién entre el clinico y el

microbiologo. Por lo que, ademas de disponer de métodos de diagnédstico rapido, es igual o mas
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importante la manera de como se informan al clinico los resultados de los hemocultivos, para el
buen manejo del paciente.

La notificacién activa de los resultados microbiolégicos comporta un cambio a un tratamiento
adecuado en un periodo de tiempo menor, por lo que la comunicaciéon entre el clinico y el
microbidlogo es basica, suponiendo un factor de gran relevancia en el pronéstico del enfermo.
Existen diferentes publicaciones que demuestran los beneficios derivados de una informacién
precoz y activa del resultado del hemocultivo al clinico. Permiten la eleccion de antibiéticos de
menor espectro, las dosis adecuadas y el cambio a terapia oral mucho antes que si los resultados
no se informan personalmente. A la vez, se limitaran las consecuencias adversas de la mala
utilizaciéon de los antibiéticos, y en particular, la seleccion de microorganismos resistentes y los
costes excesivos derivados de los tratamientos de amplio espectro [81, 108, 85, 110, 74, 78, 175].
E. Bouza et al, [176, 117, 119] realizaron un estudio donde se evaluaba el impacto positivo en el
manejo del paciente segun el procedimiento por el cual se informaba los resultados
microbiolégicos al clinico: A) Informar telefénicamente del resultado de la tincién de Gram y dar
un informe completo una vez la identificacién y el antibiograma estaban disponibles; B) Igual que
en el punto A, pero escribiendo directamente en la historia clinica del paciente una opinién
basada en el cuadro clinico actual del paciente e incluyendo recomendaciones terapéuticas; C) este
grupo inclufa las acciones de los grupos A y B y ademas, se informaba verbalmente al clinico
responsable.

Este estudio pone de manifiesto la importancia de la disponibilidad de la informacién
microbiolégica para mejorar el resultado de los pacientes con sepsis, sobre todo por los
beneficios tanto clinicos como econémicos obtenidos ante la estrecha coordinacién entre el
laboratorio y los clinicos para la interpretacion correcta de los informes microbioldgicos y la toma
de decisiones en cuanto a la terapia adecuada.

En nuestro hospital, todos los hemocultivos se informan personalmente al médico responsable,
primero del resultado de la tincién de Gram y posteriormente, el informe completo de
identificacién y antibiograma, tanto del hemocultivo como de otros cultivos. Esta informacion
permite orientar de forma rapida y adecuada tanto el foco mas probable de la bacteriemia como
el tratamiento antibidtico, asi como la instauracion del aislamiento de contacto, en caso de

detectarse un microorganismo multiresistente.
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Objectivos

Obijetivo 1

Estudiar comparativamente la eficacia de los sistemas automaticos, Vitek-2 Compact
(bioMérieux, France) y MicroScan (Beckman Coulter, EEUU) para identificacion y estudio de la
sensibilidad antibiética de bacilos gramnegativos directamente de hemocultivo positivo (sistema

BacT/ALERT FA y FN) mediante el disefio de un protocolo de inoculacién.

Objetivo 2

Evaluar la eficacia del sistema Vitek-2 Compact (bioMérieux, France) para identificacion y
estudio de la sensibilidad antibidtica de cocos grampositivos directamente de hemocultivo
positivo (sistema BacT/ALERT FA y FN), mediante el disefio de un protocolo modificado de

inoculacion.

Obijetivo 3

Estudiar la eficacia de Vitek-2 Compact (bioMérieux, France) para la identificacion vy
determinacion de la sensibilidad directamente de frascos de hemocultivo positivo pediatricos, asi

como el impacto clinico de la informacién rapida en esta poblacion.

Obijetivo 4

Cuantificar el impacto sobre el tratamiento antibiético, de la informacién rapida y personalizada

de la identificacion y antibiograma, obtenidos directamente de hemocultivo positivo.
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Material y Métodos

Obijetivo 1

Estudiar comparativamente la eficacia de los sistemas automadticos, Vitek-2 Compact

(bioMérieux, France) y MicroScan (Beckman Coulter, EEUU), para identificacion y
estudio de Ia sensibilidad antibidtica de bacilos gramnegativos directamente de
hemocultivo positivo (sistema BacT/ALERT FA y FN) mediante el disefio de un

protocolo de inoculacion.

Muestras analizadas

Estudio prospectivo de los episodios significativos de bacteriemia monomicrobiana por bacilos
gramnegativos en el Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, Badalona.

Se incluyeron 113 hemocultivos positivos consecutivos, procedentes de pacientes, tanto adultos
como pediatricos, con sospecha de bacteriemia o sepsis. El sistema automatico de lectura
continua utilizado para los hemocultivos fue el BacT/ALERT (bioMérieux, Marcy I'Etoile,
France) en frascos FAN (FA y FN) y para pediatria el frasco PF, con medios de cultivo que
contienen carbon activado. Sélo los hemocultivos en los que en la tincién de Gram se observaron
bacilos gramnegativos y que parecian contener un solo microorganismo, se incluyeron en el
estudio. Fueron excluidos aquellos en los que en la tincién de Gram se observaba mas de un tipo
de microorganismo o aquellos en los que tras una incubacién de 18-24 horas, el subcultivo

resultaba ser polimicrobiano.

Sistemas utilizados

En el estudio se compararon dos sistemas automaticos para la identificaciéon y determinacioén de
la sensibilidad antibiética directamente del hemocultivo positivo. Se consideré el gold standard o
método de referencia la aplicacién de ambos sistemas a partir de colonia siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Sistema MicroScan (Beckman Coulter, EEUU), en el que se utilizaron los paneles Combo orina
1S para la identificaciéon y estudio de sensibilidad antibiética

Sistema Vitek-2 Compact (bioMérieux, France), en el que se utilizaron las tarjetas ID-GN y AST-

N 020 para la identificacién y estudio de sensibilidad antibiotica respectivamente.

Procesamiento de las muestras

Sistema MicroScan

Método de inoculacion convencional o método de referencia
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Los hemocultivos positivos se subcultivaron en placas de agar y se incubaron en la estufa a 37°C
durante 18-24 horas. Al dfa siguiente, se procesaron los paneles segin las indicaciones del
fabricante y se incubaron en la estufa durante 18-24 horas a 37°C. Una vez efectuada la lectura de
los paneles de forma automatica mediante el sistema autoScan, los resultados se comprobaron
también visualmente.

Método de inoculacion directa a partir de hemocultivo positivo

Para la inoculaciéon directa a partir de hemocultivos positivos, previamente se realizé una
centrifugacion de 5 mL de sangre a 3000 rpm (900g) durante 10 minutos. A partir del
sobrenadante se obtuvo una turbidez equivalente a un Mc Farland de 0’5. Posteriormente se
inocularon los paneles siguiendo las instrucciones del fabricante y se incubaron en la estufa
durante 18-24 horas a 37°C. La lectura de los paneles se realiz6 de forma automatica mediante el
sistema autoScan, y los resultados se comprobaron visulamente.

Sistema Vitek-2 Compact (bioMérieux, France)

Método de inoculacién convencional o de referencia

Los hemocultivos positivos se subcultivaron en placas de agar y se incubaron en la estufa a 37°C
durante 18-24 horas. Al dia siguiente, a partir del aislamiento en medio de cultivo, se inocularon
las tarjetas ID-GN para identificacion y AST-N 020 para antibiograma, siguiendo las indicaciones
del fabricante. Las tarjetas se introdujeron en el sistema de lectura automatico Vitek-2
compact(bioMérieux, France).

Método de inoculacion directa a partir de hemocultivo positivo

Para la inoculacion directa a partir de hemocultivos positivos, se ide6 un protocolo simplificado,
de tan sélo dos centrifugaciones, con una duracién total de sélo 20 minutos y con la finalidad de
eliminar las particulas de charcoal y concentrar los microorganismos.

Se centrifugaron 5 ml de sangre a 800 rpm (60g) durante 10 minutos, se retir6 el sobrenadante
transfiriéndose a otro tubo, y volviéndose a centrifugar a 3000 rpm (900g) durante 10 minutos. El
sobrenadante se descartd, y a partir del sedimento obtenido utilizando un escobillén, se realizo
una suspension bacteriana equivalente a un Mc Farland de 1. (Figura 10) Para la inoculacién de
las tarjetas, se siguieron las mismas intruccciones indicadas por el fabricante que para la
inoculacién a partir de subcultivo. Posteriomente, se introdujeron las tarjetas en el instrumento
para su procesamiento. De cada uno de los hemocultivos, a partir de la misma suspension, se
realizaba un antibiograma por disco difusiéon para la deteccion de resistencia a betalactamicos,
como las B-lactamasas de espectro extendido o BLEE, mediante la prueba de sinergia de doble

disco [175, 127, 99].
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Fig. 10 Protocolo de centrifugacion para inoculacion directa de hemocultivos positivos con bacilos gramnegativos

Para la interpretaciéon final de los resultados de sensibilidad, el sistema Vitek-2 compact
(bioMérieux, France). dispone de un sistema experto que, ademas, informa de los posibles
mecanismos de resistencia presentes: betalactamasa de expectro extendido, betalactamasa de tipo
AmpC Cefalosporina adquirida, Penicilinasa resistente a inhibidores, etc.

Los mecanismos de resistencia fueron confirmados posteriormente por métodos fenotipicos,

mediante las técnicas de sinergia de doble disco y Epsilon-test [177, 150, 170].

M¢étodo de referencia

El método de referencia o “gold standard” utilizado, fue la identificaciéon y estudio de la
sensibilidad antibidtica mediante MicroScan y Vitek-2 Compact (bioMérieux, France), a partir de
subcultivo segiin métodos estandarizados.

Cuando se hall6 una discrepancia en la identificacién de los microorganismos o en los resultados
de sensibilidad, se utiliz6 el sistema API (bioMérieux). Para resolver las discrepancias en los

resultados de sensibilidad se emple6 el método Epsilon test (E-test, bioMérieux).

Control de calidad
Durante el tiempo de realizacién del estudio se evaluaron semanalmente ambos sistemas con la

cepa Escherichia coli ATCC 25922.

Analisis de los datos

Los resultados de identificacién y antibiograma obtenidos mediante la inoculacién directa de los
paneles MicroScan, se compararon con los obtenidos a partir de colonia mediante el método
estandarizado. Del mismo modo, los resultados obtenidos de la inoculacién directa de las tarjetas
del Vitek-2 Compact (bioMérieux, France) se compararon con los obtenidos con el método

estandar a partir de colonia.
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Se compararon los tiempos de demora en la emisiéon de los resultados de identificacion y
sensibilidad obtenidos por ambos sistemas, tanto los obtenidos directamente del hemocultivo
como los obtenidos a partir de subcultivo.

Para la interpretacion de los resultados de sensibilidad antibidtica se siguieron los criterios de los

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [178, 157, 179]

Definiciones

Los resultados de la identificaciéon con el método directo se agruparon en tres categorias: (i)
correctamente identificados, cuando la ID directa y la ID de colonia dieron la misma
identificacion; (i) mal identificados (ya sea en género o especie) cuando se observaron resultados
discordantes entre la ID directa y la ID de colonia; y (iii) no identificados, cuando la ID directa
no dio ninguna identificaciéon con el sistema Vitek-2.

Para los resultados de sensibilidad, segin la terminologia internacional aceptada para este tipo de
estudios, se consideré que habia concordancia de categoria si el resultado de la interpretacion de
la. CMI obtenida por ambos sistemas coincidia con el método de referencia y los criterios
interpretativos del CLSI: sensible, intermedio o resistentes. Error muy grave si el resultado de los
dos sistemas obtenidos a partir de método directo era sensible y el obtenido a partir de colonia
(método de referencia) era resistente. Error grave cuando el resultado del método directo era
resistente y el del método de referencia era sensible. Y finalmente, se considerd error menor si el
resultado del sistema directo era intermedio y con el método de referencia era sensible o
resistente, o a la inversa, sensible o tresistente con el método directo e intermedio con el método

de referencia.
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Objetivo 2

Evaluar Ia eficacia del sistema Vitek-2 Compact(bioMérieux, France) para identificacion

y estudio de Ia sensibilidad antibidtica de cocos grampositivos directamente de
hemocultivo positivo (sistema BacT/ALERT FA y FN), mediante el disefio de un

protocolo modificado de inoculacion.

Pacientes y disefio del estudio

Estudio prospectivo de los episodios significativos de bacteriemia monomicrobiana por cocos
grampositivos en el Hospital Universitari Germans Trias 1 Pujol, Badalona.

Durante el periodo de estudio, el método utilizado para el diagndstico de las bacteriemias, tanto
en pacientes adultos como pediatricos, fue el sistema BacT/ALERT System (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, France) con los frascos FAN (FA y FN) y el pediatrico PF. Todos los medios de cultivo
utilizados contenfan carbén activado.

A los hemocultivos detectados como positivos por el sistema, se les realizé la tincion de Gram, y
se subcultivaron en medios de cultivo sélidos. De todos ellos, se separaron 5 ml de sangre para la
realizacion de la identificacion y el estudio de sensibilidad por inoculacién directa utilizando el
sistema Vitek- 2 Compact (bioMérieux, France).

En el estudio sélo se incluyeron los hemocultivos positivos en los que, en la microscopia, se
observaron cocos grampositivos agrupados en racimos con sospecha de tratarse de estafilococos,
0 cocos grampositivos en cadena con la posibilidad de ser enterococos. Fueron excluidos el resto
de microorganismos, al igual que las muestras donde los subcultivos fueron mixtos tras 18-24
horas de incubacion.

De cada paciente, se estudiaron todos los frascos positivos para la identificacion y sélo en el

primer frasco positivo de cada paciente se realizé el estudio de sensibilidad.

Muestras analizadas

Se analizaron un total de 199 hemocultivos positivos, de los cuales 36 fueron enterococos y 163
estafilococos. A los 199 hemocultivos se les realizé 1a identificacién mediante inoculacion directa
por Vitek-2 Compact. El estudio de sensibilidad antibidtica directa se realizé en 133, de los cuales
26 eran enterococos y 107 estafilococos.

El sistema vitek-2 Compact (bioMérieux, France), también se utilizé tanto para la identificacion
como para el estudio de sensibilidad a partir de subcultivo, excepto, en el caso de los

estafilococos en los que la prueba de la coagulasa en porta fuese positiva.
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Métodos de laboratorio

Sistemas utilizados

El sistema automatico de lectura continua utilizado para los hemocultivos, fue el sistema
BacT/ALERT® 3D (bioMerieux, Marcy I’Etoile, France) en los frascos FAN (FA, FN y PF).
Estos medios contienen particulas de carbon activado que potencialmente pueden interferir en
los procedimientos realizados directamente del hemocultivo positivo.

Para la identificacion y el estudio de la sensibilidad se wutilizé6 el sistema Vitek-2
Compact(bioMérieux, France). Las tarjetas utilizadas para la identificacion fueron las ID GP. Para
el estudio de sensibilidad se utilizaron las tarjetas AST-P626, en el caso de los estafilococos y las
AST-P589 en los enterococos. La elecciéon de la tarjeta de antibiograma, en el caso de
procesamiento de hemocultivo por inoculacién directa, se realizé en funciéon de la tinciéon de

Gram.

Procesamiento de las muestras

Método de inoculaciéon convencional

Los hemocultivos positivos se subcultivaron en placas de agar y se incubaron en la estufa a 37°C
durante 18-24 horas. Al dia siguiente, a partir del aislamiento en medio de cultivo, se realizaba la
identificacion y el antibiograma, utilizando las tarjetas adecuadas y siguiendo las instrucciones del
fabricante.

En el caso de los enterococos, se utilizaron las tarjetas ID GP para la identificacion y las AST-
P589 para el estudio de sensibilidad. En el caso de los estafilococos, primero se realizaba la
prueba de la coagulasa en porta (Diamondal Staph Plusl]) y en el caso que ésta fuese positiva no
se realizaba identificacién por Vitek-2, al considerarse la coagulasa en el método de referencia.
Por el contario, si la coagulasa era negativa se realizaba la identificacién utilizando las tarjetas 1D
GP. Para el antibiograma de estafilococos se utilizaron las tarjetas AST-P626.

Método de inoculacion directa a partir de hemocultivo positivo

Para la inoculaciéon directa a partir de hemocultivos positivos, se realizaron algunas
modificaciones del protocolo anteriormente descrito para bacilos gramnegativos[180, 159, 181] .
En el caso de los cocos grampositivos, y sobre todo si se trataba de estafilococos, no fue
suficiente el método con centrifugaciones para obtener un sedimento valorable para el
procesamiento de las muestras, por lo que se realizaron algunos cambios. El primero fue anadir al
protocolo anterior, la sonicacién, para intentar romper la adhesion entre los cocos
grampositivos, con el objetivo de evitar la formacién de acumulos que interfieren en la

obtenciéon de una suspension homogénea y el segundo, aumentar la velocidad de la
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centrifugacion para conseguir una mayor concentracion del microorganismo. Asi, el protocolo
final fue el siguiente: Se sonicaron los 5 mL del hemocultivo durante 10 minutos para intentar
disgregar los microorganismos entre si y del charcoal que contiene el medio de cultivo. Se
centrifugaron 5ml a 750g durante 2 minutos, para eliminar el charcoal. El sobrenadante
obtenido se transfirié a otro tubo y se volvié a sonicar sélo 5 minutos para deshacer las
adhesiones entre los cocos grampositivos. Posteriormente, se centrifugd a 2000 g durante 5
minutos. El sobrenadante se descartd, y a partir del sedimento obtenido, y utilizando un
escobillon, se realizé una suspension bacteriana equivalente a un Mc Farland de 1’7-2 (Figura 11)
Para la inoculaciéon de las tarjetas, se siguieron las mismas intruccciones indicadas por el
fabricante que para la inoculacién a partir de subcultivo. Posteriomente, se introdujeron las

tarjetas en el instrumento para su procesamiento.
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Fig. 11 Protocolo de centrifugacion para inoculacién directa de hemocultivos positivos con cocos grampositivos

En los hemocultivos en los que en la tincién de Gram se observaban cocos grampositivos tipo

estafilococos, se realizé ademas la prueba de la coagulasa en tubo (STAPH-ASEU, bioMérieux)
directamente del hemocultivo positivo segin el siguiente procedimiento. Se centrifugaron 5 ml
del hemocultivo a 2000 rpm durante 10’. Recoger con una pipeta Pasteur de la parte mas
profunda del sobrenadante, e inocular 3-5 gotas en un tubo estéril que contenga 0’5 ml de plasma
de conejo (STAPH-ASEL], bioMérieux). Se incub6 a 36 * 2 °C | realizandose una primera
lectura a la 4 horas. Si a las 4 horas se observaba la presencia de coagulo la prueba era
considerada como positiva. Si al contario, no se observaba coagulo, se incubaba a temperatura

ambiente hasta el dia siguiente (18-24 horas).

M¢étodo de referencia

El método de referencia o “gold standard” utilizado, fue la identificacién y estudio de la
sensibilidad antibiética mediante Vitek-2 Compact (bioMérieux, France), a partir de subcultivo
segun métodos estandarizados. Se utilizé este sistema como método de referencia ya que otros

estudios lo han evaluado ampliamente llegando a la conclusiéon de que se trata de un sistema
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tiable y preciso [182, 160, 183, 75]. En el caso de S.aurews, el método de referencia en la
identificacion fue la prueba de la coagulasa en porta (Diamondal Staph Plusl]).

Cuando se hall6 una discrepancia en la identificaciéon de los microorganismos, se utilizé el sistema
API (bioMérieux), API ID 32 C si se trataba de un enterococo y API ID 32 STAPH en el caso de
estafilococos. Para resolver las discrepancias en los resultados de sensibilidad se empled el

método Epsilon test (bioMérieux).

Control de calidad
Durante el tiempo de realizacién del estudio se evalué semanalmente el sistema Vitek-2 con las

cepas de Staphylococcus anrens ATCC 29213 y de Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Analisis de los datos

Los resultados de identificacion y antibiograma obtenidos mediante la inoculacién directa de las
tarjetas del Vitek-2 Compact (bioMérieux, France), se compararon con los obtenidos con el
método estandar a partir de colonia.

Se compararon los tiempos de demora en la emisiéon de los resultados de identificacion y
sensibilidad obtenidos directamente del hemocultivo con los obtenidos a partir de subcultivo.
Para la interpretacién de los resultados de sensibilidad antibiética se utilizaron los puntos de

corte recomendados por los Clinical and Laboratory Standards Institute [184, 157].

Definiciones

Los resultados de la identificacién con el método directo se agruparon en tres categorias: (i)
correctamente identificados, cuando la ID directa y la ID de colonia dieron la misma
identificacion; (i) mal identificados (ya sea en género o especie) cuando se observaron resultados
discordantes entre la ID directa y la ID de colonia; y (iii) no identificados, cuando la ID directa
no dio ninguna identificaciéon con el sistema Vitek-2.

A todos ellos se les realizé estudio de sensibilidad. Para los microorganismos no identificados, el
sistema Vitek-2compact permite la introduccién manual de la identificacién correcta, de manera
que el software ajusta automaticamente los valores de corte de la concentacién minima inhibitoria
(CMI) a las especies identificadas. Asi, en nuestro estudio, en los microorganismos no
identificados por el método directo, se introdujo manualmente la identificacion basada en las
caracteristicas de la tincién de Gram directa [185, 62, 74, 176] y el resultado de la PCT, o incluso

con la identificaciéon obtenida al dia siguiente a partir del subcultivo.
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Para los resultados de sensibilidad, segun la terminologia internacional aceptada para este tipo de
estudios, se consideré que habia concordancia de categoria si el resultado de la interpretacion de
la. CMI obtenida por ambos sistemas y el método de referencia coincidia con los criterios
interpretativos de los CLSI: sensibles, intermedios o resistentes. Error muy grave si el resultado
de los dos sistemas obtenidos a partir de método directo era sensible y el obtenido a partir de
colonia ( método de referencia) era resistente. Error grave cuando el resultado del método directo
era resistente y el del método de referencia era sensible. Y finalmente se considerd error menor si
el resultado del sistema directo era intermedio y con el método de referencia era sensible o
resistente, o a la inversa, sensible o resistente con el método directo e intermedio con el método

de referencia [85, 163, 76, 90, 145].
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Obijetivo 3
Estudiar Ia eficacia de Vitek-2 Compact para la identificacion y determinacion de Ia

sensibilidad directamente de frascos de hemocultivo positivo pedidtricos, asi como el

Impacto clinico de la informacion ripida en esta poblacion

Para la realizacion de este objetivo, se sigui6 el mismo procedimiento metodolégico explicado en

el primer y segundo objetivos, aunque con dos consideraciones:

* El namero de frascos a realizar y el volumen de sangre inoculado. Para este punto se siguieron
las guias establecidas en nuestro hospital para pacientes pediatricos, que especifican el volumen

de sangre que debe extraerse segun la edad (Fig. 12).
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Figura 12. Procedimiento de Extraccién de Hemocultivos en Pediatria

* Como consecuencia, para la realizaciéon del protocolo en la inoculacién directa a partir de

hemocultivo positivo, la alicuota de trabajo no fue de 5ml como en adultos, sino de 2 mL.
A continuacion se explica el protocolo de inoculacién directa para los hemocultivos pediatricos:

Se realiz6 un estudio prospectivo que incluy6 un total de 35 muestras de hemocultivos positivos
pediatricos de pacientes con sospecha de sepsis. Sélo se incluyeron en el estudio aquellos
hemocultivos en los que la tincion de Gram mostraba bacilos gramnegativos, cocos
grampositivos estafilococos o cocos grampositivos estreptococos con morfologia de enterococo.
Los frascos de hemocultivos pediatricos utilizados, fueron los PF que contienen medio con
carbon activado. Fueron incubados en el sistema automatico de monitorizaciéon continua

BacT/ALERT (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France). Se excluyeron aquellos frascos en los que en
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la tinciéon de Gram se observaba mas de un tipo de microorganismo, o aquellos con subcultivos

mixtos tras la incubacién durante toda la noche.

Tal como se describe en el apartado de material y métodos de los objetivos uno y dos, a partir de
un hemocultivo positivo, se utilizé una alicuota para inocular las tarjetas en el sistema Vitek-2
compact (bioMérieux, France), y otra para realizar un subcultivo en placas de medio sélido.
Previo a la inoculacién directa de las tarjetas se aplicé un procedimiento simple y rapido validado
previamente para los frascos de hemocultivos adultos FAN BacT/ALERT, con bacilos
gramnegativos en la tincién de Gram [77, 159, 99, 175, 78]. Debido a que las bacterias
grampositivas, especialmente los estafilococos, se adhieren fuertemente a las particulas de carbon,
se disefio otro protocolo, que inclufa un tratamiento previo con sonicacién, ademas de las
centrifugaciones aplicadas para los bacilos gramnegativos. A partir del sedimento obtenido se
realizaron la identificacién y estudio de sensibilidad directos de hemocultivo positivo PF tal y

como se refiere en los objetivo 1 y 2 para adultos.

En los hemocultivos en los que en la tincion de Gram se observaban bacilos gramnegativos, a
partir de la misma suspension, se realizaba un antibiograma por disco difusion para la deteccion
de resistencia a betalactamicos, como las B-lactamasas de espectro extendido o BLEE, mediante
la prueba de sinergia de doble disco [150, 127]. En el caso que se observaran cocos grampositivos

tipo estafilococo, ademas de la inoculacion directa en el sistema Vitek-2, se realiz6 la prueba de la

coagulasa en tubo (STAPH-ASEL, bioMérieux) directamente del hemocultivo positivo.

El método de referencia o “gold standard” utilizado, fue la identificaciéon y estudio de la
sensibilidad antibidtica mediante Vitek-2 Compact (bioMérieux, France), a partir de subcultivo
segun métodos estandarizados. Cuando se hall6 una discrepancia en la identificacién de los
microorganismos o en los resultados de sensibilidad, se utiliz6 el sistema API (bioMérieux) y
para resolver las discrepancias en los resultados de sensibilidad se emple6 el método Epsilon test
(E-test, bioMérieux).

Los resultados de identificacion y antibiograma obtenidos mediante la inoculacién directa de las
tarjetas del Vitek-2 Compact (bioMérieux, France), se compararon con los obtenidos con el
método estandar a partir de colonia. Para ello, se siguieron las mismas definiciones citadas que
en el apartado de Material y Métodos del Objetivo 1 y 2. También se compararon los tiempos de
demora en la emision de los resultados de identificacién y sensibilidad obtenidos por ambos
sistemas, tanto los obtenidos directamente del hemocultivo como los obtenidos a partir de
subcultivo. Al igual que en los adultos, se llevo a cabo un seguimiento prospectivo de todos los

pacientes con hemocultivo positivo, valorandose de forma conjunta por el pediatra y el
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microbiologo. Toda la informacién de los hemocultivos positivos, siempre es verbal y
personalizada, desde los resultados de la tincién de Gram hasta los resultados definitivos de la
identificacién y del antibiograma. Esta informacién permite orientar de forma rapida y adecuada
no soélo el tratamiento antibidtico, sino también el foco mas probable de la sepsis. Todo ello se

realiza en un horario de 8:00 a 22 h todos los dias del afio.

En una base de datos Acces se registraron de manera prospectiva todas las variables clinicas de
los pacientes, los resultados microbiolégicos obtenidos, asi como el impacto sobre el tratamiento

antibidtico de la informacién rapida y personalizada por parte del microbiélogo.

En el servicio de Pediatria, los nifios que acuden a urgencias y durante su estancia presentan
buena evolucién, son dados de alta con la premisa de reconsultar ante la persistencia de los
sintomas, y en el caso que presenten una mejoria clinica, igualmente reconsultar en 24 horas para
control clinico e informaciéon sobre los resultados de las pruebas solicitadas. Por lo que, la
informacién rapida de la tincién de Gram del hemocultivo positivo, asi como, la realizacién de la
identificacién y antibiograma directamente del caldo de cultivo, permite disponer, en la mayoria
de casos, de los resultados microbiolégicos definitivos para la visita de control a las 24 horas, e
incluso en algunas ocasiones, cuando los pacientes aun estan en observacion en el servicio de

urgencias.
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Obijetivo 4

Cuantificar el impacto sobre el tratamiento antibidtico, de Ila informacion ripida y
personalizada de Ia Iidentificacion y antibiograma obtenidos directamente de

hemocultivo positivo.

El objetivo fundamental de los sistemas automaticos introducidos en los laboratorios, ya sea para

el procesamiento de hemocultivos o para la identificacién y antibiograma de los microorganismos

aislados, es ofrecer al clinico, con la mayor rapidez posible, una informacioén fiable sobre el agente

etiologico de la bacteriemia y su sensibilidad antibiética.

En el Servicio de Microbiologia del Hospital Germans Trias i Pujol (H.U.G.TiP) desde el afio

1993 se lleva a cabo un seguimiento prospectivo de todos los pacientes con hemocultivo positivo,

valorandose de forma conjunta por el clinico y el microbiélogo. Toda la informaciéon de los

hemocultivos positivos, siempre es verbal y personalizada, desde los resultados de la tincién de

Gram hasta los resultados definitivos de identificacion y antibiograma. Ademas se registra en el

sistema informatico del hospital como una interconsulta que permite cuantificar las

intervenciones realizadas. Esta informacién permite orientar de forma rapida y adecuada no sélo

el tratamiento antibidtico, sino también el foco probable de la sepsis. Cuando es necesario,

también se asesora sobre la realizacion de pruebas de diagnéstico microbiolégico o de

exploraciones complementarias adicionales para la confirmacién del foco de la sepsis. Todo ello

se realiza en un horario de 8:00 a 22 h todos los dfas del afio.

En una base de datos Acces se registran de manera prospectiva las siguientes variables clinicas:

* edad, sexo, servicio hospitalario.

* Factores de riesgo intrinseco de infeccién: enfermedades subyacentes, comorbilidades
(diabetes, cirrosis hepatica, enfermedad neoplasica activa, transplante, neutropenia, etc.)

* Factores de riesgo extrinseco de infeccion: presencia de catéteres endovenosos, material
protésico, sonda vesical.

* Lugar de adquisicién de la bacteriemia: comunitaria, nosocomial o relacionada con la asistencia
comunitaria. Ver definiciones en el apartado 1.3.2 de la introduccion.

* Foco de origen.

*  Microorganismo/s aislado/s.

* Evolucién del paciente (curacion, éxitus relacionado con la bacteriemia, éxitus no relacionado)

* Terapia con antibiéticos. Se registraron los antimicrobianos administrados antes y después de
disponer de los resultados del hemocultivo positivo. Se introdujo una variable que recogia la

decision clinica tomada ante la informacién microbiolégica.
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» Tratamiento antibidtico empirico. Tratamiento iniciado después de recoger el cultivo de
sangte y otros cultivos.

» Tratamiento antibiético post informacién microbiolégica. Incluye el periodo desde que se da
la informacién de la tincién de Gram del hemocultivo positivo, hasta la obtencién de los
resultados definitivos del antibiograma.

» Actitud clinica ante la informacién microbiolégica. Las diferentes decisiones médicas se
clasificaron como sigue:

- Tratamiento inicial correcto. En este caso, el tratamiento empirico es el de eleccion.

- Cambio al tratamiento de eleccion (tratamiento dirigido), por su menor espectro y/o coste
economico.

- Cambio a un tratamiento efectivo, cuando el empirico no cubria al microorganismo
implicado en la bacteriemia.

- Inicio del tratamiento antibiotico.

- Ningun seguimiento de las recomendaciones.

En nuestro trabajo, se ha revisado el impacto sobre el tratamiento antibiético de la informacién

rapida y personalizada por parte del microbidlogo, en el periodo comprendido desde el 1 de

enero del 2002 hasta el 31 de diciembre del 2014.
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Obijetivo 1

Estudiar comparativamente la eficacia de los sistemas automdticos, Vitek-2 Compact y

MicroScan, para identificacion y estudio de la sensibilidad antibiética de bacilos
gramnegativos directamente de hemocultivo positivo (sistema BacT/ALERT FA y FN)

mediante el disefio de un protocolo de inoculacion.

Identificacion bacteriana directa de hemocultivo positivo

Del total de 113 hemocultivos positivos con bacilos gramnegativos en la tinciéon de Gram, en 104
las cepas aisladas pertenecian a la familia Ewnterobacteriaceae y nueve se identificaron como
Psendomonas aernginosa. Las enterobacterias aisladas fueron: Escherichia coli 56, Klebsiella pnenmoniae
23, Salmonella spp 4, Enterobacter spp 13, Morganella morganii 2'y Serratia marcescens 6.

Los dos sistemas evaluados, MicroScan y Vitek-2 compact, mostraron una concordancia superior
al 90% en la identificacién bacteriana. De las 113 muestras evaluadas, MicrosScan realizé la
identificacion correcta a nivel de género y especie, directamente de los frascos de hemocultivo en
106 (93.8%). De las 7 muestras con errores de identificacion, 3 lo fueron por la no identificacion
de P.aeruginosa., en 3 casos la identificaciéon fue incorrecta, un Enferobacter spp, un E.coli y una
K.pnenmoniae, por débil discriminaciéon o baja probabilidad de identificacion, y una cepa de

K. pnenmoniae no fue identificada a nivel de especie.

Tabla 1. Comparacion entre los resultados de identificacion obtenidos por el sistema MicroScan por
Inoculacion directa y a partir de subcultivo

Numero de aislamientos

Microorganismo Bty Identificados - Mal - No
correctamente identificados identificados
Escherichia coli 56 55 1" 0
K. pneumoniae 23 21 it
Enterobacter spp 13 12 1"
Serratia marcescens 6 6
Salmonella spp 4 4
Morganella morganii 2 2
Pseudomonas aeruginosa 9 6 3
Total (%) 113(100%0) 106 (93,8) 4 (3,5) 3 (2,6)

*  No identifica especie
* Débil discriminacion
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El sistema Vitek-2 compact identificé correctamente 109 de las 113 muestras realizadas
directamente de los frascos de hemocultivo (96.5%). De las cuatro discrepancias, tres fueron por
no identificaciéon de una cepa Enterobacter spp, otra de E.coli y una de P.aeruginosa. Y finalmente,

una cepa de Enterobacter spp que fue identificada incorrectamente como Raoultella ornithinolytica.

Tabla 2. Comparacion entre los resultados de identificacion obtenidos por el sistema Vitek-2 compact por

Inoculacion directa y a partir de subcultivo

Numero de aislamientos

Microorganismo E Identificados ' Mal . No
correctamente identificados identificados

Escherichia coli 56 55 1

K. pneumoniae 23 23

Enterobacter spp 13 11 1 1
Serratia marcescens 6 6

Salmonella spp 4 4

Morganella morganii 2 2

Pseudomonas aeruginosa 9 8 1

Total (%) 113(100%) 109 (96,5%) 1 (0,8%) 3 (2,6%)

*  Identificado como Raoultella ornithinolytica

Sensibilidad a los antibi6ticos

De las 2373 combinaciones de antibidticos analizadas por el sistema Vitek-2 compact y de las
2825 combinaciones de antibiéticos obtenidas por el sistema MicroScan, y comparadas con los
métodos de refencia, la concordancia global a nivel de categoria fue superior al 95% para los dos
sistemas.

Para el calculo del porcentaje de los errores se siguieron las recomendaciones de Murray e# al.
[103, 168, 169]

LLa comparacién de los errores asociados a ambos sistemas automaticos con respecto al método
de referencia se muestran en la Tabla 3. Para el sistema MicroScan, el porcentaje global de error
fue del 1.4%; 4/779 (0.5%) etrores muy graves, 28/2825 (0.9%) etrores menotes y no mostrd
ningun error mayor. El sistema Vitek-2 compact obtuvo un 1.75 % de errores en general; 2/550
(0.36%) errores muy graves, 1/1718 (0.05%) errores graves y 32/2373 (1.3%) etrores menores. Si
analizamos los datos de concordancia por categorias, éstos fueron muy similares entre ambos
sistemas. En la categoria de sensible, el porcentaje de concordancia en ambos sistemas fue de
99.2% para el sistema Vitek-2 compact y 99.5% para el MicroScan. En la categoria de resistente,
el porcentaje de concordancia fue ligeramente mayor en el sistema MicroScan (99.5%), con
respecto al sistema Vitek-2 compact (98.7%). Finalmente, en la categoria intermedia, MicroScan

mostré un 74% de concordancia, mientras que el sitema Vitek-2 compact mostré un 85.7%.
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Tabla 3. Concordancia en la categoria entre Vitek-2 compact y MicroScan system versus el método convencional

Vitek-2 compact

MicroScan system

Categoria N antibidticos ~ N° muestras N° em N°? Em N° EM
Interpretativa Testados conco;d)antes (%) (%) (%)
Sensible 1718 170(5 (099,2)

Intermedio 105 90 (85,7)

Resistente 550 543 (98,7)

Total 2373 2338 (98,5) 32(1,3) ¢° (0,05)  2°(0,36)

NO
antibioticos
testados
1977
69
779

2825

N° em

(%)

N° Em
(%o)"

N muesttras
concordantes
(%)
1967 (99,5)

51 (74)
775 (99,5)

2793 (98,8)  28(0,9) 0

N° EE
(%)

4°(0,5)

em: errores menores Em: errores graves EM: errores muy graves

* El denominador para los errores graves es el total de n° de bacterias susceptibles determinadas por el método convencional, para los errores muy graves es el total de las bacterias
resistentes determinadas por el método convencional. Para los errores menores, el denominador es el total de n° total de combinaciones de antibiéticos.

b Escherichia coli
“ Psendomonas aeruginosa, Morganella morganii
d Klebsiella spp, E. coli, Morganella morganii
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La distribucién de los errores segun los antibiéticos de ambos sistemas, comparando el método
de inoculaciéon directa con el método convencional se muestran en la Tabla 4. Los resultados de
falsa sensibilidad para el sistema Vitek-2 compact se observaron sélo para la piperacilina en dos
aislados correspondientes a una Pseudomonas aernginosa 'y una Morganella morganii. Y sélo hubo un
resultado de falsa resistencia, detectado en la cefalotina en un aislado de Escherichia coli. En el
sistema MicroScan hubo cuatro resultados de falsa sensibilidad en diferentes antibidticos. Se
observaron dos en la cefalotina, en aislados de Escherichia coli y Klebsiella pnenmoniae; uno en la
amoxicilina-acido clavulanico en un aislado de Morganella morganii, y por tltimo en la amikacina en
un aislado de Kilebsiella pnenmoniae.

Tabla 4. Distribucion de los errores en el estudio de sensibilidad por el sistema Vitek-2 y MicroScan por
Inoculacion directa comparados con el método convencional

Antibiético Vitek-2 Compact MicroScan system
Errores Errores Errores Errores Errores Errores
menores graves muy graves menores graves muy graves
Ampicilina 2
Amoxilina-
, . 1 9 1
clavulinico
Piperacilina 10 2 4
Piperacilina- ) 1
tazobactam
Cefalotina 9 1 4 2
Cefuroxima 1 3
Ceftazidima 1 1
Cefotaxima 2 -
Cefepime 2 -
Aztreonam - 2
Gentamicina 1 -
Tobramicina 2 1
Amikacina - 0 1
Ciprofloxacina 3 1
Total 32 1 2 28 4
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De 104 enterobacterias evaluadas, siete fueron productoras de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE), cuatro fueron detectadas en  Kpneumoniae y tres en E.coli. El sistema
MicroScan alerté sobre la posibilidad de produccion de BLEE en los siete aislados. El sistema
Vitek-2 compact detectd la produccion de BLEE en cinco de los aislados. En dos de las cuatro
R pnenmoniae BLEE, se detect6é un patrén de antibiograma resistente para betalactamicos, aunque

no era compatible, totalmente, con el perfil de BLEE segun el software del Vitek-2.

Tiempo de obtencion de resultados

El tiempo promedio requerido para la obtencion de los informes de identificaciéon y antibiograma
por el sistema Vitek-2 compact realizado directamente de hemocultivo positivo fue de 4.57+ 1.37

horas y 6.52 *£1.64 horas, respectivamente. No se detectaron diferencias cuando se compararon
los resultados del tiempo promedio requerido, entre la utilizacién del método directo y el método
convencional con el sistema Vitek-2 compact, excepto si se consideran las 18-24 horas de
incubacion necesarias para realizar la técnica a partir de subcultivo.

Este sistema proporciona una identificaciéon y antibiograma final en menos de 6 horas para el
80% de las muestras analizadas. El tiempo necesario para obtener una identificacion final junto
con el resultado de sensibilidad antibiética con el sistema MicroScan fue de 18-24 horas para

ambos protocolos de inoculacién, directo y de subcultivo.

Vitek 2 Compact®
(Identificacié + ATB)

PACIENT

- oo
.// - o de Gram Cultiu pur | [AtBCM) ]

—

~60-72h —

Diagnostic
microbicldgic |
antibiograma

Hemaocultiv
posifiu

[0h ~15-17 h

Figura 13. Protocolo de trabajo segin procedimientos convencionales y mediante inoculacién directa a partir de
hemocultivo. Fuente: Imagen cedida por Elena Jordana (tesis doctoral)
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Objetivo 2

Evaluar la eficacia del sistema Vitek-2 Compact para identificacion y estudio de Ia

sensibilidad antibidtica de cocos grampositivos directamente de hemocultivo positivo
(sistema BacT/ALERT FA y FN), mediante el disefio de un protocolo modificado de

inoculacion.

Durante el periodo del estudio, se evaluaron 199 hemocultivos positivos monomicrobianos. En
la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos de la identificacion bacteriana utilizando el
sistema Vitek-2 compact mediante inoculacién directa a partir de hemocultivo positivo y el
método convencional. La concordancia en la identificacién bacteriana fue del 86.4% (172/199)
en género y especie del total de cocos grampositivos estudiados. (Datos presentados en ICAAC,

Boston, September 12-15, 2010 (D-1538).

Identificacién bacteriana directa de hemocultivo positivo

Analizando por separado los géneros Staphylococcus y Enterococcus, los resultados obtenidos fueron
los siguientes: de 163 especies de estafilococos, 107 (65%) correspondieron a Staphylococcus anreus,
39 (23.9%) a Staphylococcus epidermidis, 16 (9.8%) a Estafilococos coagulasa negativa, y uno fue
identificado como Micrococcus Iutens. De las 36 especies de enterococos estudiadas, 27 (75%)
correspondieron a Enterococcus faecalis y 9 (25%) a Enterococcus faecium.

La concordancia total en la identificacion dentro del grupo de los estafilococos, fue del 87.7%. Si
analizamos las identificaciones correctas segun las especies la coincidencia con el método de
referencia fue: Staphylococcus anrens 89/107 (83.2%), Staphylococcus epidermidis 37/39 (94,8%) y
Estafilococos coagulasa negativa (ECN) 15/16 (93.75%). La concordancia global para las
especies de enterococos fue del 83.3%. Y por especies, Enterococcus faecalis 26/27 (96,3%) y
Enterococcus faecium 4/9 (44%) (Tabla 5).

En cinco de los 163 estafilococos (3%), el sistema Vitek-2 compact no dio ningun resultado en la
identificacion. De los Staphylococcus anreus, catorce (13%) fueron mal identificados, ya sea por dar
un resultado incorrecto a nivel de especie o por baja discriminacion, tal como podemos observar
en la Tabla 5. En la mayoria de los casos, pudo ser debido a que el nimero de bacterias en la
suspension utilizada para la inoculacion de la tarjeta del Vitek-2 compact fue demasiado baja para
una identificaciéon precisa, ya que no se pudo conseguir un Mc Farland >1.5.

De los 36 enterococos, tal como observamos en la Tabla 5, seis fueron mal identificados a nivel
de especie. L.a mayor parte correspondieron a Enterococcus faecium que fueron incorrectamente

identificados como Enterococcus gallinarum.
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Tabla 5. Rendimiento del sistema Vitek-2 compact para la identificacion de cocos grampositivos
directamente de hemocultivo positivo

N° aislamientos

Especies

Identificacién : 1.\10 Mal identificados
correcta identificados

Estafilococos (163)

S. aurens 107 89 (83.2%) 4 14"

S. epidermidis 39 37 (94.8%) 0 2

Otros coagulasa negativos 16 15 1 0
Micrococcus luteus (1) 1 1 0 0
Enterococos (36)

E. faecalis 27 26(96.3%) 0 1°

E. faecinm 9 4 (44%) 0 5%
Total 199 172 (86.4%) 5 22
« S.intermedins 5), Kocuria spp.(2), Aerococcus sp.(1), S.cromagenes (2), débil discriminacion S.aaprae / S.anrens(3),S.lentus (1)

" Kocuria sp.
¢ E.gallinarum
! E. faecalis (1), E. gallinarum (4)

Estudio de la sensibilidad antibiética directamente del hemocultivo positivo

El estudio de la sensibilidad antibiética no se realizé de todos los aislamientos, solo fue analizado
el primer frasco positivo de cada paciente. Del total de 199 hemocultivos positivos, se incluyeron
133 que correspondieron a 107 estafilococos (66 Staphylococcus aurens, 277 Staphylococcus epidermidis y
14 Estafilococos coagulasa negativa) y 26 enterococos (18 Emnterococcus faecalis v 8 Enterococcus
Sfaecinm).

Para el género Staphylococcus, se analizaron un total de 2036 combinaciones de antibidticos.
Globalmente, la concordancia de categoria, de los resultados obtenidos de la comparacién entre
el sistema Vitek-2 compact directo de hemocultivo y por el método convencional, fue del 98.18
%. El porcentaje total de errores fue del 1.82 % vy su distribucién segun el tipo, 1.04% (4/383)
cotrespondian a un error muy grave, 0.18 % (3/1614) a un error grave y 0.36% (13/2036) a
errores menores. (Tabla 6).

Para el calculo del porcentaje de los errores se siguieron las recomendaciones de Murray ef a/
[159, 168]. La distribuciéon de los errores segin el antibiético, comparando el método de
inoculaciéon directa con el método convencional se muestran en la Tabla 7. Se obtuvo una
concordancia >95% para todos los antibiéticos probados excepto para levofloxacino (94%). La
mayoria de los resultados de falsa sensibilidad se observaron con el cotrimoxazol, 3 de los 4

errores muy graves, uno de ellos en un aislamiento de Staphylococcus aureus.
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De los 66 Staphylococcus anreus evaluados en el estudio de sensibilidad, 15 fueron resistentes a la
meticilina. El sistema Vitek- 2 detectd por el método directo, todos los casos de Staphylococcus
anrens resistente a meticilina (MRSA), excepto uno. Este aislamiento presentd para la oxacilina
una categoria de sensible por el método directo y resistente por el método convencional. Aunque
de todas maneras, el sistema Vitek-2 alerté de que se trataba de un fenotipo incoherente, ya que
el pocillo de la cefoxitina para la deteccion del gen mecA, era positivo. El sistema Vitek-2
mediante inoculacién directa, detecté correctamente los 51 Staphylococcus aurens sensibles a
meticilina (MSSA).

Para el género Enterococcus, de las 520 combinaciones de antibidticos analizadas por el sistema
Vitek-2, la concordancia de categoria fue del 98.3% al comparar el método de inoculacién directa
con el método convencional. El porcentaje global de errores fue del 1.67% y su distribucién
segiin errores muy graves, graves y menores fue del 0.3% (1/280), 0.8% (2/225) y 0.57% (3/520)
respectivamente. (Tabla 6). Se obtuvo una concordancia >95% para todos los antibiéticos. La
mayoria de los errores se detectaron en Enferococcus faecalis (5 de 6), pero ninguno afect6 a la

ampicilina. En Enferococcus faecinm solo se detectd un error que afectd a la vancomicina. (Tabla 8)

Tabla 6. Concordancia en Ia categoria interpretativa entre Vitek-2 compact directo y el método de

referencia
No. de No. de No. de No. de
Categoria No. de antibiéticos  errores muy errores errores
. . antibidticos
interpretativa concordantes graves graves menores
ensayados o a a a
(%) (%) (%) (%)
Estafilococos
Sensible 1614 1611(99,8%)
Intermedio 39 35 (89,74%)
Resistente 383 370 (96,6%)
Total 2036 2016 (98’1%) 4° (1,04%) 3° (0,18%) 13 (0,6%)
Enterococos
Sensible 225 223 (99,1%)
Intermedio 15 13 (86,6%0)
Resistente 280 278 (99,3%)
Total 520 514 (98°3%) e (0,3%) 2° (0,8%) 3 (0,57%)

2El denominador para los errores graves es el total de n® de bacterias susceptibles determinadas por el método
convencional, para los errores muy graves es el total de las bacterias resistentes determinadas por el método
convencional. Para los errores menores, el denominador es el total de n° total de combinaciones de antibiéticos.

b Staphylococcns anreus (2), Staphylococens epidermidis (1), ECN (1)

C Staphylococcus aurens, Staphylococens epidermidis , ECN

d Enterococcus faecalis

¢ Enterococcus faecalis, Enterococcus faecinm
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Tabla 7. Errores y concordancias en el andlisis de las discrepancias del estudio de sensibilidad por el
método directo en Estafilococos

Antibiético Concordancia N° errores muy N° errores N° errores
Categoria (%) graves (%) graves (%) menores
Penicil.lina 100
Oxacil lina 98,1 1%(0,9) 1(0,9)
Gentamicina 98,1 2 (1,8)
Tobramicina 97 3(2,8)
Ciprofloxacino 1 (0,9)
Levofloxacino 94 6 (5,6%)
Eritromicina 100
Clindamicina 100
Quinopristina/Dalfopristina 100
Telitromicina 100
Linezolid 100
Teicoplanina 1(0,9)
Vancomicina 1(0,9)
Tetraciclina 100
Fosfomicina 1(0,9)
Nitrofurantoina 100
Ac. Fusidic 100
Rifampicina 100
Cotrimoxazol 97 37 (2,8)
Total 2036 4 3 13

* 8. aureus
** S aureus, S. epidermidis, ECN
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Tabla 8. Errores y concordancias en el andlisis de las discrepancias del estudio de sensibilidad por el

método directo en Enterococos

Antibistico Concordancia N° errores muy  N° errores N° errores

Categoria (%) graves (%) graves (%) menores

Bencilpenicilina 100

Ampicilina 100

Cefuroxima 100

Cefuroxima axetil 100

Imipenem 100

Gentamicina alto nivel 96 1(3,8) *

Kanamicina alto nivel 100

Estreptomicina alto nivel 96 1(3,8%)*

Ciprofloxacino 100

Levofloxacino 100

Eritromicina 96 1(3,8) *

Clindamicina 100

Quinupristina/Dalfopristina 96 1(3,8) *

Linezolid 96 1(3,8) *

Teicoplanina 100

Vancomicina 96 1(3,8) **

Tigeciclina 100

Nitrofurantoina 100

Cloranfenicol 100

Total 520 1 2 3

*  E.faecalis
** E.faecium
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Tiempo de obtencion de los resultados

El tiempo promedio requerido para la obtencién de los informes de identificacion y antibiograma
por el sistema Vitek-2 Compact realizado directamente de hemocultivo positivo, fue de 5,5 + 1,5
hy 9,4+ 1,7 h respectivamente, para el género Staphylococcus, y de 3,6 + 1,2 hy 9,47 + 3,1 h para
el género de Enterococcus. No se encontraron diferencias cuando se compararon los resultados del
tiempo promedio requerido, entre la utilizaciéon del método directo y el método convencional con
el sistema Vitek-2 compact, excepto si se consideran las 18-24 horas de incubacién necesarias

para realizar la técnica a partir de subcultivo.

Tabla 9. Tiempo medio de obtencion del resultado de identificacion y antibiograma utilizando Vitek-2
compact directo de hemocultivo positivo

Vitek-2 directo de hemocultivo Identificacién Antibiograma
(horas) (horas)

Estafilococos 55%1,5 94+ 17

Enterococos 3,612 95+£3
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Obijetivo 3

Estudiar Ia eficacia de Vitek-2 Compact para Ia identificacion y determinacion de Ia

sensibilidad directamente de frascos de hemocultivo positivo pediitricos, asi como

el impacto clinico de Ia informacion rapida en esta poblacion

De los 35 hemocultivos positivos incluidos en el estudio, 23 correspondian a bacilos
gramnegativos 'y 12 a cocos grampositivos estafilococos. Los bacilos gramnegativos
aislados fueron: 9 Escherichia coli, 6 Klebsiella spp, 4 Salmonella spp, 3 Enterobacter spp, 1
Serratia marcescens. En cuanto a los estafilococos, 7 aislamientos correspondieron a
Staphylococcus aurens y 5 a Estafilococos coagulasa negativa. L.a concordancia global del
sistema Vitek-2 compact en la identificacion bacteriana fue del 85,7% (30/35) del total de
muestras pediatricas analizadas. En el grupo de los estafilococos todas las identificaciones
resultaron concordantes, excepto dos de los 7 aislamientos de Staphylococcus aurens que no
fueron correctamente identificados. En el grupo de las enterobacterias, hubo una Sa/nonella
enterica serovar Typhi y una Salmonella entérica que el Vitek-2 no identificod, y un Enterobacter spp

incorrectamente identificado como Raoutella ornithinolytica.

Tabla 10. Rendimiento del vitek-2 para la identificacion directamente de hemocultivo positivo

Numero de aislamientos

Microorganismo Identificados No Mal
Total . . . .
correctamente identificados identificados

Estafilococos (12)

Staphylococcus aureus 7 5 0 2
Estaﬁ{ococos coagulasa 5 5 0 0
negativa

Enterobacterias (23)

Escherichia coli 9 9 0 0
Kilebsiella spp. 6 6 0 0
Salmonella spp 4 2 2b 0
Enterobacter spp 3 2 0 fle
S. marcescens 1 1 0

Total 35 30 (85,7%) 2

a  Kocuria sp | S. lentus
b Salmonella Typhi | Salmonella spp
¢ Raoutella ornithinolytica
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De las 618 combinaciones de antibidticos analizadas por el sistema Vitek-2 compact, y
comparadas con el método de referencia, la concordancia completa a nivel de categoria fue
>99%. St analizamos por separado los antibidticos estudiados en los bacilos gramnegativos
y en los grampositivos, la concordancia observada fue del 99,56% vy 99,4%
respectivamente. Utilizando el método de inoculaciéon directa para el estudio de la
sensibilidad antibiotica mediante el sistema Vitek-2 compact, no se detecté ningun error
muy grave. El porcentaje de errores graves y errores menores que ocuffieron en
comparaciéon con el método de referencia fueron, 0,2% (1/499) y 0,16% (1/618)
respectivamente. El error grave, es decir, una falsa resistencia, se detectd en el grupo de
los estafilococos, concretamente en un Estafilococo coagulasa negativa con respecto a la
oxacilina. En las enterobacterias también se produjo un solo error, correspondiendo a un

error menor que afecto a la piperacilina en un aislamiento de Escherichia cols.

Tabla 11. Concordancia en la interpretacion de la sensibilidad antibiética entre el Vitek-2 compact
directo y el método de referencia

i N° N° muestras N° errores N° errores N
Categoria o errores
interpretativa antibioticos concordantes muy graves graves Menores
P testados (%) (%) 2 (%0)? o
(“0)?
Estafilococos
Sensible 147 146
Intermedio 2 2
Resistente 43 43
Total 192 191 (99,4%) 0 1 (0,6)> 0
Enterobacterias
Sensible 352 352
Intermedio 5 4
Resistente 69 69
Total 426 425 (99,8%) 0 0 1 (0,2)c
Estafilococos y
618 616 (99,56%) 0 1(0,2) 1 (0,16%)

Enterobacterias

* El denominador para los errores graves es el total de n® de aislamientos sensibles determinados por el
método convencional, para los errores muy graves es el total de aislamientos resistentes determinados por el
método convencional. Para los errores menores el denominador es el total de aislamientos analizados por el
método convencional.

b ECN (oxacilina)

¢ E. coli (piperacilina)
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Del total de enterobacterias analizadas, dos aislamientos que correspondian a Enterobacter
cloacae y una Salmonella spp. fueron productores de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE). EI sistema vitek-2 compact directo alerté de la posibilidad de la producciéon de
BLEE en los dos casos. Todos los aislamientos de Staphylococcus aurens tueron sensibles a
oxacilina, siendo correctamente detectados por el sistema Vitek-2 que no mostré ninguna
falsa resistencia.

En cuanto a los tiempos necesarios para la obtencién de un resultado de identificacion y
antibiograma mediante inoculacién directa, la media del tiempo de deteccion fue de 5 + 1,7
y 7,7 £ 1,8 para gramnegativos y grampositivos respectivamente, es decir, de 24 a 48 horas
antes que utilizando los métodos convencionales.

Los 35 aislamientos estudiados correspondian a 32 pacientes. Tres bacteriemias por
estafilococo coagulasa negativa fueron consideradas contaminantes, después de una
valoracién conjunta entre el pediatra y el microbidlogo. La edad media de los pacientes fue
de 2,7 afios, con un rango comprendido entre los 4 dias y los 17 afios.

La mitad de los episodios de sepsis fue de adquisicion en el hospital. En cuanto al foco de
origen de los diferentes episodios de bacteriemia, 16 tuvieron un origen primario, 6 fueron

de foco urinario, 6 de foco en el catéter y 4 de foco osteoarticular.

M Urologico
M Osteoarticular
m Catéter

Primario

oy

Figura 14. Focos de origen de la bacteriemia
En la siguiente tabla se muestra el listado de microorganismos mas frecuentemente aislados

segun el foco de la bacteriemia.

Tabla 12. Microorganismos aislados segun foco de la bacteriemia

Foco primario Foco urinario Foco en el catéter Foco osteoarticular
(16) (0) (0) “)
Klebsiella spp Staphylococcus aurens

Escherichia coli
© 3
Salmonella spp Staphylococens epidermidis
(4 0
Enterobacter spp
©)
Escherichia coli
)

Serratia marcescens

@

Staphylococens aurens
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En el grupo de bacteriemias de foco primario, la mayoria fueron de adquisicion en el
hospital. Los seis pacientes con bacteriemia por Klebsiella spp, correspondian a sepsis
neonatales, siendo la mayoria nifios prematuros con bajo peso, los pacientes con sepsis por
Enterobacter spp presentaban como factor de riesgo, uno prematuridad, que correspondi6 a
una sepsis neonatal tardia y el otro una neoplasia hematoldgica con neutropenia, y en el
caso de las dos bacteriemias por Escherichia coli, una se traté de una sepsis neonatal precoz, y
en la otra, el paciente presentaba una neoplasia hematolégica con neutropenia. Las
bacteriemias por estafilococo, tanto las causadas por Staphylococcus aurens como por
Staphylococcus epidermidis, se consideraron bacteriemias de foco en el catéter.

Los microorganismos aislados con mas frecuencia, segin el origen de adquisiciéon de la

bacteriemia, se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Microorganismos aislados segun origen de la bacteriemia

Comunitaria Nosocomial
(16) (16)
Escherichia coli Klebsiella spp
Salmonella spp Staphylococcus aurens
Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis
Enterobacter spp Escherichia coli
Enterobacter spp

Serratia marcescens

De los 32 pacientes, 18 (56’25%) no presentaban ninguna enfermedad de base subyacente.
Del resto de pacientes, nueve eran nifios prematuros y cinco tenfan una neoplasia
hematolégica con neutropenia. En cuanto a la presencia de factores de riesgo extrinsecos
de infeccién, 8 eran portadores de catéter, 2 presentaban una neutropenia grave y 19 no
presentaban ningun factor de riesgo.

Durante el periodo de estudio y desde 1994 hasta la actualidad, se revisan de forma
prospectiva todos los hemocultivos positivos, con el objetivo de determinar el origen y
foco de la bacteriemia, asi como orientar la instauracion rapida del tratamiento antibiético
mas adecuado. Entre los afios 2001-2014 se han revisado 550 episodios de bacteriemia
diagnosticados en el Servicio de Pediatria, segin datos extraidos de la base de datos del
Servicio de Microbiologia del Hospital Germans Trias i Pujol.

En el 67% de los episodios, la sepsis fue de adquisicion comunitaria, siendo el
microorganismo mas frecuentemente aislado en este grupo Streptococcus pnenmoniae, seguido

de los bacilos gramnegativos de la familia Ewferobacteriaceae. En las bacteriemias de
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adquisiciéon nosocomial, los aislamientos mas frecuentes correspondieron a bacilos
gramnegativos enterobacterias y estafilococos coagulasa negativa. En la figura 15 se
describen los focos de origen mas frecuentes. El 27% de las bacteriemias se consideré de
origen primario, al no encontrarse un foco concreto. En el 73% de los episodios
bacteriémicos se pudo establecer el foco de origen, siendo el respiratorio el mas frecuente,
seguido del catéter, el urologico y el osteoarticular, considerandose el 27% restante, de

origen primario.

B Primaric

B Uroclégico

N Catéter

B Ostecarticular

B Respiratorio

B Bacteriemia oculta
Cutaneo

Sepsis Neonatal

Citros

Figura 15. Focos de origen de la bacteriemia (2001-2014)

En la tabla 14 se describen los microorganismos aislados con mas frecuencia segin el foco
de infecciéon de la bacteriemia.

Un 8% del total de las bacteriemias (45/550) correspondieron a una Sepsis Neonatal,
siendo los principales microorganismos implicados, los bacilos gramnegativos
enterobactetias y Streptococcus agalactiae. En la sepsis neonatal precoz (24/45) el principal
agente etiologico correspondié a bacilos gramnegativos enterobacterias, siendo el mas
trecuente Escherichia coli, y en segundo lugar Streptococcus agalactiae, 11 y 8 episodios de
bacteriemia respectivamente. En la sepsis neonatal tardia (21/45), en once bacteriemias se
aislo Streptococens agalactiae y en nueve, bacilos gramnegativos enterobacterias, siendo el mas
frecuentemente aislado Klebszella pnenmoniae. E1 microorganismo aislado con mas frecuencia
cuando el foco era respiratorio fue Streptococcus pnenmoniae, siendo Escherichia coli el principal
agente etiolégico implicado en los casos con el foco urolégico. En las bacteriemias
relacionadas con catéter, Estafilococo coagulasa negativa fue el microorganismo mas
aislado. La etiologfa mas frecuente cuando se trat6 de un foco osteoarticular fue

Staphylococcus anreus.
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Tabla 14. Microorganismos aislados segun foco de la bacteriemia (2001-2014)

Primario Respiratorio Urolégico Catéter Osteoarticular Bazts;i:ma Cutaneo Sepsis Neonatal
(150) (102) (46) (100) (33) 22) 21) 45)
Enterobacterias S.pnenmoniae Escherichia coli ECN S.anreus S.pnenmoniae S.anreus Enterobacterias
(55) (90) (42) (83) (22) (19) (10) (20)
Salmonella spp Otros Otros S.aurens S.pneumoniae Otros S.pyogenes S.agalactiae
(24) 12) ) ©) ®) ) ®) (19)
S.pneumoniae BGN S.pyogenes S.pnenmoniae Otros
(16) (®) ®) &) ©
S.aureus K kingae Otros
1) ©) )
Otros
(“4)

ECN: Estafilococo coagulasa negativa
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De los 35 episodios de bacteriemia incluidos en el estudio, se revisé cual fue la decision clinica
del pediatra respecto a la informacién microbiolégica personalizada de los resultados obtenidos
por el sistema Vitek-2 compact directo de hemocultivo positivo (Tabla 15). En 21 de los 32
pacientes estudiados (65°62%), el resultado del hemocultivo positivo determiné cambios precoces
en el tratamiento antibiético. En 8 pacientes la informaciéon proporcionada dio lugar al inicio de
la terapia antibidtica, en un paciente la terapia empirica fue cambiada a una terapia efectiva, y en
12 a un antibidtico dirigido, de menor espectro y por lo tanto, con menos reacciones adversas y
menor coste. En 10 (31’25%) de los pacientes no supuso ningin cambio en la terapia, ya que el
tratamiento empirico inicial cubria el agente etiolégico de la bacteriemia y era el de eleccion. Por
ultimo, en solo un caso no se siguieron las recomendaciones indicadas por el microbidlogo

(Datos presentados en ICAAC, Boston, September 12-15, 2010 (G-896).

Tabla 15. Actitud clinica ante la informacién rapida y personalizada del laboratorio de microbiologia

Recomendaciones N° (%)

Inicio del tratamiento antibi6tico 8 (25%)
Tratamiento inicial cotrecto 10 (31°25%)

Cambio a un tratamiento efectivo 1 (3'1%)
Cambio al tratamiento de eleccién 12 (37°5%)

Ningun seguimiento de las recomendaciones 1 (3’1%)
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Obijetivo 4

Cuantificar el impacto sobre el tratamiento antibidtico, de Ia informacion ripida y
personalizada de Ia Iidentificacion y antibiograma obtenidos directamente de

hemocultivo positivo

Del total de 12.268 bacteriemias estudiadas durante el periodo comprendido entre el ano 2002 y
el afio 2014, se revis6 la actitud del clinico tras la informacién personalizada por parte del
microbidlogo. La evolucién de estos resultados se presentan en la Figura 16 y en la Tabla 16 los

porcentajes actuales.

Actitud del clinico

60,0
s T'ratamiento inicial correcto
50,0 /"“"\
40,0 = Cambioal tratamiento de eleccion
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£ 300 — _ _ .
\ r—, Cambioaun tratamierto efectivo
20,0 7 )V; —_——
\-J
s [ 1110 el tractamento antibiotico
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0,0 s 1N seguimiento delas
recomendaciones
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Fig. 16. Evolucién de la actitud clinica ante la informacién rapida y directa por parte del laboratorio de
microbiologfa en el periodo de 2002-2014

Tabla 16. Actitud clinica ante la informacion riapida y personalizada del laboratorio de microbiologia en el

afio 2014
Recomendaciones (%)
Inicio del tratamiento antibiético 7.9%
Tratamiento inicial cotrecto 34%
Cambio a un tratamiento efectivo 18°5%
Cambio al tratamiento de eleccion 31%
Ningan seguimiento de las recomendaciones 2.2%
Acciéon desconocida 6.4%
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Durante este periodo, en un porcentaje entre el 34-50%, de los pacientes se habia iniciado un
correcto tratamiento antibidtico empirico, tras la extracciéon del hemocultivo y antes de la
informacién microbiolégica. Durante el periodo del 2002 al 2005, este porcentaje se situd entre el
40-51%, disminuyendo posteriormente. En el 2014, el porcentaje de pacientes con el
tratamiento inicial correcto antes de la informacién de los resultados microbiolégicos fue del
34%. Coincidiendo con la disminucién del porcentaje de tratamientos empiricos correctos, en el
afio 2004 se detectd un brote de Kiebsiella pnenmoniae BLEE que afecté a todo el hospital, y que
provocé un aumento de los aislamientos clinicos de este microorganismo. Estos llegaron a ser el
50% de todos los aislados de Klebsiella spp. durante tres afios consecutivos como se puede

observar en la Figura 17.
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Figura 17. Evolucién de las betalactamasas de espectro extendido en el Hospital Germans Trias i Pujol
(2002-2014)
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Y desde entonces, el hospital se encuentra en una situacion de endemia, al igual que sucede con
los aislamientos de Staphylococens anrens SARM tal y como muestra la Figura 18.
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Figura 18. Evolucié % Staphylococcus aureus resistent a meticil.lina (SARM) 2001-2014

Esto provocé que cada vez hubiese mas limitaciones y dificultades en la eleccion de un
tratamiento empirico adecuado. En los afos posteriores, se observa un claro aumento del
porcentaje de pacientes en los hubo que cambiar a un tratamiento efectivo, porque el
antibiético pautado no cubria el espectro de sensibilidad del microorganismo aislado, llegando a
ser este porcentaje del 28% en el 2008.Actualmente este porcentaje corresponde a un 18°5%.
Durante el periodo del 2005 al 2007, en un 25-28% de los pacientes, el médico responsable del
paciente cambid el tratamiento empirico por el tratamiento de eleccion, es decir, un antibiético
de menor espectro, con menor repercusion en la seleccion de la flora multirresistente, y con
menor coste. Posteriormente, a partir del 2009, contintia observandose una clara tendencia en el
aumento del porcentaje de cambios de tratamiento, al de eleccién, situandose actualmente en un
31%. Durante todo el periodo revisado, en un 10% de los casos la informacién microbiolégica ha
comportado el inicio del tratamiento antibiético, porcentaje que se sigue manteniendo
actualmente. Finalmente, destacar que s6lo el 2% de los clinicos no siguieron las
recomendaciones del microbidlogo, continuando el paciente con un tratamiento inadecuado

para el microorganismo causal de la bacteriemia.
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En la Figura 19 podemos observar que el impacto global que supone la informacién rapida y
personalizada del microbidlogo en nuestro hospital es superior al 50%, ya sea como consecuencia
del inicio del tratamiento antibidtico, de la disminucién de su espectro de accién o del cambio a

un tratamiento efectivo.

2001-2004 2005-2006 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Figura 19. Impacto global de la informacion rapida y personalizada
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Obijetivo 1

Estudiar comparativamente la eficacia de los sistemas automdticos, Vitek-2 Compact y

MicroScan, para identificacion y estudio de la sensibilidad antibidtica de bacilos
gramnegativos directamente de hemocultivo positivo (sistema BacT/ALERT FA y FN)

mediante el disefio de un protocolo de inoculacion.

Utilizando el método de inoculacién directo, ambos sistemas identifican correctamente mas del
90% de los aislamientos de la familia Enzerobacteriaceae incluidos en el estudio y el 89% de los
aislamientos de P. aeruginosa. Concretamente Vitek-2 realizé la identificacion correcta a nivel de
especie en el 96.5% de los aislamientos del estudio, lo que indica una buena precision del sistema,
si se tienen en cuenta los criterios indicados en la 9™ Edicién del Manual of Clinical Microbiology
[77, 172], que sefalan que cuando la identificaciéon correcta es superior al 95% en los aislamientos
comunes, el sistema de identificacién es preciso.

Esta tasa de correlacién para bacilos gramnegativos es muy similar o incluso mejor que la
obtenida en estudios anteriores Bruins e a/ [175,81] describe una correcta identificacion
bacteriana del 93% en su publicacién, que inclufa 311 aislamientos pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae y 33 a bacilos gramnegativos no fermentadores (BGNNF). Sin embargo, Cueto
et al [90, 85, 78] sélo encontrd un 62% de concordancia en las identificaciones en su trabajo, que
inclufa 41 cepas de enterobacterias y nueve cepas de BGNNF. La correlacion en la identificacion
entre el método direco de hemocultivo y estandar para Hansen ez 4l [103, 173]fue de 74,5% en un
estudio que incluyé 160 cepas de enterobacterias y nueve cepas de P. aeruginosa. En 2001, Ling ez
al [65, 174] encontraron un acuerdo de identificacioén del 95% entre las 281 cepas incluidas en su
estudio, en el que se encontraban 85 BGNNF. En este punto, destacar que todos los estudios
descritos hasta el momento se realizaron utilizando, como nosotros, el sistema Vitek-2 compact,
para identificacién y estudio de la sensibilidad antibidtica directamente de hemocultivo positivo.
Aunque a diferencia de nuestro trabajo, se utilizaron los frascos del sistema BACTEC 9240
(Becton Dickinson), que no contienen charcoal en el medio de cultivo, y por lo tanto no se
enfrentaron a las dificultades que supone la obtencién de un inéculo bacteriano correcto para la
realizacion de la identificaciéon y antibiograma directos. En estudios posteriores al nuestro,
también con el sistema Vitek-2 compact y frascos del sistema BACTEC, la correlacion de la
identificaciéon fue del 95,2% para Beuving e 4/ [62, 78] aunque sélo analizé 49 bacilos
gramnegativos correspondiendo 7 a Pseudomonas aeruginosa y en el trabajo de Prod’hom ez a/, [79,
175] del 97,7% en 87 bacilos gramnegativos analizados, ninguno de ellos bacilos gramnegativos

no fermentadores.

99



Discusion

El tnico trabajo publicado con los frascos FAN del sistema BacT/ALERT® 3D (bioMericux),
pero posterior al nuestro, es el de Munoz-Davila e al, [103, 176], que utilizando también el
sistema Vitek-2 compact, obtuvo una identificacién correcta en el 97°9%. A diferencia de nuestro
trabajo, incluyé un nimero ligeramente superior de bacilos gramnegativos, 142, pero con un
mayor numero de BGNNF, ademas de un mayor nimero de enterobacterias productoras de
BLEE siendo todas ellas detectadas por el sistema Vitek-2 compact.

En el caso del sistema MicroScan, la correlacién en cuanto a la identificacién fue del 93’8 %. Este
menor porcentaje con respecto al sistema Vitek-2 fue debido, por una parte, a la no identificaciéon
de 3 de los 9 aislamientos de Pseudomonas aernginosa y de una débil discriminacién a nivel de
especie en cuatro aislamientos de enterobacterias, que si identific6 a nivel de género. Existen
escasos trabajos publicados sobre la evaluacién del sistema MicroScan directamente de
hemocultivo positivo. En un estudio anterior al nuestro, Waites ¢ a/, [78,60,175], compard el
sistema MicroScan a partir de subcultivo y directo de hemocultivo positivo utilizando
BacT/Alert, obteniendo datos muy similares a los nuestros. La identificacion fue correcta en el
99%, si solo se tiene en cuenta la de las enterobacterias, disminuyendo hasta un 93% si se
incluyen todos los bacilos gramnegativos, ya que, al igual que en nuestro trabajo, la identificacion
de BGNNF present6 mayor dificultad.

En cuanto a los resultados del estudio de la sensibilidad antibidtica, otras evaluaciones
comparativas entre diferentes sistemas han sugerido, que los errores muy graves deben ocurrir en
<1,5%, los errores graves en <3% de todas los antibiéticos analizados, y que la coorcondancia
global entre el sistema analizado y el método de referencia debe ser superior al 95% [77, 79, 60,
85].

En nuestro estudio, todos los aislamientos, independientemente de si fueron o no correctamente
identificados, se incluyeron en la determinacién de la susceptibilidad antimicrobiana, ya que en
caso contrario podrian subestimarse las tasas de error. Al igual que en el trabajo de Waites ez a/,
[186, 60, 187], la mayor parte de los errores encontrados fueron errores menores acumulados en
la categoria intermedia. El porcentaje de errores muy graves obtenidos por ambos sistemas fue
muy inferior al fijado como 6ptimo, 0.36% para el sistema Vitek-2 y 0.5% para el sistema
MicroScan. El procentaje de errores mayores fue del 0’05 % en el sistema Vitek-2, no
obteniéndose niguno en el caso del MicroScan. En cuanto al porcentaje de concordancia en la
categoria clinica fue superior al 98% en ambos sistemas. Por tanto, ambos sistemas resultan
tiables para el estudio de la sensibilidad antimicrobiana directamente del hemocultivo positivo.
Sin embargo, en el caso del trabajo realizado por Waites ez a/, [77, 60, 78], la conclusion fue que

el sistema Microscan no era un sistema fiable por el método de inoculacién directa, ya que si bien
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la concordancia de categoria a nivel de sensibilidad antibidtica fue de un 94°7%, el porcentaje de
errores muy graves fue del 27%, por encima de los permitido segun los criterios aceptados. De
manera que, los resultados de sensibilidad debfan comprobarse siempre, pues presentaban un
alto porcentaje de falsas sensibilidades.

En cuanto al sistema Vitek-2, la mayoria de estudios citados en el apartado de identificacion,
obtuvieron resultados similares cuando analizaron el estudio de sensibilidad antibidtica con el
sistema Vitek-2 mediante la inoculacién directa de frascos de hemocultivo positivos a partir del
sistema BACTEC [188, 81, 85, 74, 78, 175]. Sin embargo, en nuestro estudio, se utilizan frascos
de hemocultivo positivos incubados en el sistema BacT/ALERT® 3D (bioMerticux) que
contienen charcoal, lo que supone una gran dificultad para la identificacién y estudio de la
sensibilidad por inoculacién directa mediante el sistema Vitek-2. Posteriormente a nuestro
trabajo, Munoz-Davila e a/, [104, 176, 171] también utilizaron frascos FAN con charcoal
obteniendo resultados muy similares, aunque con un ligero porcentaje mayor de errores. La tasa
de errores encontrados fue, del 0,6% para errores muy graves, 0,1% para errores graves, y un 2%
de errores menores.

Nuestro protocolo de inoculacién, que como ya hemos descrito, consiste en dos etapas de
centrifugacion de sélo 20” de duracion, es sencillo y rapido de realizar, permitiendo eliminar el
carbon activado sin utilizar tubos y/ o incubaciones con detergentes adicionales que retrasan y
encarecen los costes de la técnica. Como es el caso de Prod’hom y Lupetti [121, 175, 189, 99,
123] que incuban el hemocultivo durante 15-20” con un detergente antes de las centrifugaciones,
lo que implica mas tiempo en la realizacién de la técnica.

Varios estudios han demostrado que el retraso en el inicio de una terapia antibibtica efectiva esta
directamente relacionado con la evolucion clinica y la supervivencia de los pacientes [190, 177,
191, 170]. Por lo tanto, las pruebas de sensibilidad directa pueden contribuir a disminuir la
morbilidad y la mortalidad relacionadas con la sepsis.

En nuestro hospital, las enterobacterias productoras de BLEE se han convertido en endémicas,
sobre todo tras la producccion de un brote nosocomial por Klebsiella pneumoniae en el afio 2004-
2005. Esto ha supuesto, entre otros factores, que actualmente casi el 20% de todos los
aislamientos con enterobacterias, de las muestras clinicas analizadas en el laboratorio sean
productoras de BLEE. Como consecuencia, en un porcentaje no despreciable, concretamente un
18%, el tratamiento empirico de las bacteriemias revisadas durante el afio 2014 fue inadecuado,
siendo necesario cambiar a un tratamiento efectivo (este dato se analizara mas detenidamente en

el objetivo 4).
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El sistema Vitek-2 proporciona los resultados de identificaciéon y sensibilidad antibidtica
directamente de hemocultivos positivos FAN BacT / ALERT, obteniendo datos fiables de
identificaciéon de manera rapida, en un tiempo de sélo en 4,57 * 1,37 h, y de sensibilidad en s6lo
6,52 * 1,64 h, permitiendo la reduccién en el tiempo de emision de los resultados en
aproximadamente 36-48 horas con respecto a los métodos convencionales. Esto significa que tras
la informacién de la tincion de Gram del hemocultivo positivo, en aproximadamente unas 4-5
horas podremos disponer del agente etiolégico y s6lo en 6-7 horas del antibiograma. Por lo tanto
en la mayorfa de los casos podremos informar de resultados definitivos en 24 horas desde la
extraccion del hemocultivo.

Después de una exhaustiva busqueda bibliografica, no hemos podido encontrar ningun trabajo en
que se analice el nimero de horas hasta la obtencién de los resultados finales de identificacion y
antibiograma, mediante el sistema Vitek-2 compact, directamente del hemcultivo positivo. En la
discusiéon de los articulos, los diferentes autores sélo hacen constar que los resultados de
identificacién y antibiograma, directamente de hemocultivo, se pueden obtener un dia antes que
cuando se utilizan los métodos convencionales.

El disponer lo antes posible de la identificacion y sensibilidad del agente etiolégico de un
episodio de bacteriemia, permitira modificar un tratamiento empirico inadecuado y el inicio de las
medidas de aislamiento de contacto, en el caso que fuesen necesarias, antes que si se utilizan los
métodos diagnosticos convencionales [11, 178, 179]. Otra ventaja del sistema Vitek-2 utilizado
directamente del hemocultivo positivo es que permite consultar el estado de los resultados de
sensibilidad, concretamente, la concentracién minima inhibitoria (CMI), a medida que van siendo
emitidos por el sistema, sin necesidad de que finalice el perfodo de incubaciéon de todos los
antibiéticos. De esta manera, podemos tener acceso a los resultados de algunos antibidticos
incluso antes de las 6 horas. Esta ventaja no es superponible al sistema Microscan, ya que los
resultados de los antibiéticos se emiten cuando finaliza el proceso de incubacion de todos ellos,
con una duraciéon de 18-24 horas.

En este estudio, se demuestra la utilidad del protocolo para la identificacién y estudio de
susceptibilidad de la familia Enterobacteriaceae directamente de hemocultivos BacT/ALERT FA'y
FN que contiene particulas de carbon. La identificaciéon de bacilos gramnegativos no
fermentadores fue menos fiable con un 88% de los aislamientos, aunque sélo se procesaron 9
hemocultivos positivos para este grupo de microorganismos. En cuanto al estudio de sensibilidad
de estos nueve aislados de Psexdomonas aeruginosa, solo se obtuvo un error muy grave detectado en

la piperacilina, que es un antibiético no utilizado en la practica clinica. Por lo tanto, los resultados
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obtenidos en BGNNF son muy favorables, aunque deben interpretarse con precaucion, debido al
bajo nimero de aislamientos incluidos.

Los hemocultivos positivos polimicrobianos se descartaron para la evaluacién de la eficacia de
los dos sistemas ya que pueden ser una fuente de error. Sin embargo, la técnica actual ha
demostrado, en nuestra rutina diaria, (datos no mostrados), que puede ser utilizado para
proporcionar datos preliminares de susceptibilidad directamente del hemocultivo positivo,
aunque el hemocultivo sea mixto.

Como el principal objetivo del laboratorio de microbiologia es proporcionar de manera rapida,
resultados fiables y clinicamente relevantes, la inoculacién directa de tarjetas en el sistema Vitek-
2 compact a partir de hemocultivos positivos, puede contribuir al inicio precoz del tratamiento
adecuado. Sin embargo, el uso de este procedimiento puede implicar inexactitudes derivadas de
errores menores en la determinacion de la sensibilidad o también en la identificacién, si el cultivo
es polimicrobiano.

Por lo tanto, un microbidlogo clinico debe estar disponible durante un horario de 24 horas,
ofreciendo una atencién continuada que permita revisar e informar los resultados cuanto antes,
aprovechando al maximo la rapidez que nos aporta el sistema Vitek-2 compact. Por otro lado, el
panel MicroScan también podria ser una buena opcién, dado que los resultados que proporciona
son muy similares a los obtenidos por el sistema Vitek-2 compact, en cuanto a identificacién y
estudio de sensibilidad antibidtica. La tnica diferencia esta en los tiempos de obtenciéon de los
resultados, ya que son necesarias 18-24 horas de incubacién, por lo que en laboratorios donde no
exista la posibilidad de horario continuado del servicio de Microbiologia podtia ser una opcioén
muy valida.

Destacar que la evaluacion del sistema MicroScan (Beckman Coulter) se realizé con los paneles
Combo orina 1S que requerfan incubacién de 18-24 h, pero durante el periodo del estudio,
también existian en el mercado paneles de lectura rapidos fluorogénicos. En nuestro caso, no se
pudieron evaluar debido a que el charcoal presente en el medio de cultivo de los frascos del
sistema BacT/ALERT, intetferia en la lectura de los resultados. Actualmente, Beckman Coulter
no dispone de paneles de lectura rapidos que combinen identificacion y antibiograma, aunque
estan en vias de desarrollo.

Durante el periodo de evaluacién se pudieron constatar los beneficios que ofrece el sistema
Vitek-2 y se procedié a su implementaciéon en el laboratorio, debido a que los resultados
indicaron que se trata de un sistema fiable, para la identificacién y antibiograma directamente de

hemocultivos positivos.
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Objetivo 2

Evaluar la eficacia del sistema Vitek-2 Compact para identificacion y estudio de Ia

sensibilidad antibidtica de cocos grampositivos directamente de hemocultivo positivo
(sistema BacT/ALERT FA y FN), mediante el disefio de un protocolo modificado de

inoculacion.

Aunque en los ultimos afios se ha detectado un aumento progresivo de la incidencia de
bacteriemia por bacilos gramnegativos, las bacteriemias producidas por microorganismos
grampositivos contindan siendo un problema importante en el manejo clinico de los pacientes.
Como consecuencia de los avances en la medicina, se ha producido un aumento en el nimero de
pacientes con factores de riesgo para desarrollar una infeccién nosocomial —tanto por
Staphylococcus aurens como por Enterococens spp (ingreso en UCI, inmunosupresion, uso previo de
antibiéticos, uso de catéteres, etc)

Staphylococcus aurens es una causa frecuente de bacteriemia tanto nosocomial como de origen
extrahospitalario, y a menudo asociada a una elevada morbilidad y mortalidad. Con una elevada
frecuencia, los pacientes pueden desarrollar complicaciones graves inmediatas (endocarditis,
abscesos metastasicos, etc) o tardfas (especialmente manifestaciones osteoarticulares) [192, 180,
181]. Ademas, la apariciéon cada vez mas frecuente de cepas de Staphylococcus anrens SARM ha
complicado el tratamiento, siendo en estos casos la vancomicina el tratamiento de eleccion. Pero,
debido al incremento en la utilizaciéon de glicopéptidos, estan apareciendo cepas de Staphylococens
anrens SARM con sensibilidad disminuida a la vancomicina.

La bacteriemia por Enterococcus spp ha adquirido un papel relevante en los dltimos anos,
principalmente a nivel nosocomial. Esto es debido a la dificultad de tratamiento condicionada por
su resistencia intrinseca a la mayorfa de los antibiéticos, entre los que destacan las cefalosporinas,
ampliamente utilizadas en la practica clinica. De las especies de enterococo, Enterococcus faecalis es
la especie mas frecuentemente aislada seguida de Ewferococcus faecium, y otras, mucho menos
frecuentes, como Enterococcus gallinarum y Enterococcus durans. En los ultimos afios, se ha descrito
un importante aumento en el nimero de infecciones causadas por Enterococcus faecium, que al
presentar mayores problemas de multirresistencia que Ewferococcus faecalis, supone una gran
limitacién en el tratamiento [193, 182, 194, 183]. Al igual que las infecciones invasivas causadas
por SARM, las producidas por enterococos multirresistentes se han asociado a una peor

respuesta clinica [184].
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De ahi la importancia y necesidad del diagnostico etiolégico y la realizacion del estudio de
sensibilidad antibiética en las infecciones por grampositivos, especialmente en las causadas por
cepas multirresistentes, lo mas precoz posible La terapia empirica inadecuada se asocia a tasas de
mortalidad mas altas, estancias hospitalarias mas prolongadas, y un aumento de los costes
economicos.

Una clara ventaja de los actuales sistemas automaticos como Vitek-2, es el poder realizar de
forma simultanea identificacién y antibiograma, pero desde hace unos anos, ademas, se pueden
realizar directamente desde el hemocultivo positivo, obteniendo los resultados un minimo de 24
h antes que con los métodos convencionales. Este procedimiento se ha aplicado para bacilos
gramnegativos sin demasiados problemas, obteniendo resultados de identificacion que van del
62-93% dependiendo del protocolo de trabajo para la obtencién del inéculo bacteriano y del
sistema automatico utilizado [185,74, 176]. Desafortunadamente, los resultados de la inoculacion
directa para cocos grampositivos no han sido tan satisfactorios [85, 76, 90, 145]. Una de las
principales fuentes de error con la que se han encontrado los diferentes autores, ha sido el bajo
in6culo bacteriano conseguido cuando se aplicaban los mismos protocolos que para bacilos
gramnegativos. En los ultimos trabajos publicados sobre el tema, todos ellos realizados utilizando
el sistema BACTEC, la adiciéon de detergentes como la saponina, el cloruro de amonio y la
utilizacién de tubo separador en las centrifugaciones entre otros, ha conseguido mejorar los
resultados[77, 99, 175, 78]. Sélo se desctibe un trabajo con el sistema BacT/ALERT a pattir de
frascos FAN con charcoal, en el que los autores utilizan también varias centrifugaciones, pero
con una incubacién previa con saponina [103].

En nuestro estudio, afiadimos una pequefia variacién al protocolo de centrifugaciéon antes
descrito para bacilos gramnegativos [159], y un paso de sonicaciéon para conseguir descartar el
charcoal y obtener por tanto, una mayor concentracion de microorganismo. Aplicando este
simple procedimiento, el sistema Vitek-2 compact identifica correctamente el 86’4% de las
especies de estafilococos y enterococos analizadas. Estos resultados son comparables al 89%
obtenido por Lupetti ¢ a/ [77], pero utilizando un protocolo mas largo, consistente en una
incubacién de 20”7 con saponina y posterior centrifugacion antes de la inoculacidon en el sistema
Vitek-2 compact, aunque destacando que el nimero de muestras fue muy reducido, sélo 55 entre
las cuales soélo habia 3 Staphylococcus aurens y 3 Enterococcus spp. Resultados mas bajos de
concordancia han sido obtenidos por otros estudios, como el de Prod’hom et al [175], donde se
incluyeron sélo 77 muestras, entre las que no habia ningun enterococo, obteniéndose una
concordancia de sélo el 74% y ademas utilizando un protocolo mas laborioso y largo comparado

con el nuestro, varias centrifugaciones del hemocultivo seguidas de incubacién con cloruro de
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amonio. Otros autores, incluso deciden realizar la identificaciéon por otro método que no sea un
sistema automatico debido a los malos resultados obtenidos[90, 78]. En el unico trabajo realizado
en hemocultivos con charcoal, Barreales et al [103] obtienen una concordancia del 82% pero sélo
analizan 55 muestras entre las que unicamente se incluyen 13 Staphylococcus anrens y 4 Enterococcus
sp.

En nuestro caso, para la identificacion de estafilococos directamente del hemocultivo positivo
también se utilizo la prueba de la coagulasa en tubo, ya evaluada por otros autores [65], con
lectura a las 4 y 24 horas. El resultado de esta prueba, leida a las 4 h junto con la tincién de Gram
[62], fue utilizada para los casos en los que el sistema Vitek-2 compact directo no fue capaz de
identificar la especie de estafilococo. En la mayoria de los casos en los que Staphylococcus anrens fue
mal identificado o no identificado, se pudo comprobar que el nimero de bacterias en la
suspension bacteriana utilizada para la inoculacion de la tarjeta, fue inferior a la requerida para
una identificacién correcta, con un Mc Farland inferior a 1°5.

Con respecto al analisis de sensibilidad antibidtica en el grupo de los estafilococos, nuestros
resultados han sido comparables a los obtenidos con el Vitek-2 compact a partir de subcultivo,
que fue el método utilizado de referencia. La concordancia a nivel de categorfa clinica fue del
98.18%, con un porcentaje de errores muy graves y graves bajos, del 1.04% y 0.18%
respectivamente, cumpliendo con las normas propuestas por Jorgensen ez a/ [79]. Son porcentajes
de concordancia a nivel de categorfa, muy similares a los obtenidos por otros autores, sin
embargo, en el trabajo de Lupetti ¢f a/, [77] el porcentaje de errores muy graves fue mucho mayor,
de un 1°5%, la mayoria en el cotrimoxazol y la eritromicina. Al igual que Prod’hom ez 4/, [175] que
con un porcentaje de errores muy graves, del 0°7%, la mayoria se obtuvieron en el cotrimoxazol.
Kerremans ez al, [76] obtuvo un porcentaje de errores muy graves de 0’8%, levemente inferior al
nuestro, pero la mayoria de errores ocurrieron en la oxacilina con mayores repercusiones a nivel
clinico. En el caso de Barreales ¢ @/, [103], utilizando el sistema BacT/Alert, los errores muy
graves obtenidos fueron del 0’5% pertenecientes principalmente al cotrimoxazol y oxacilina.
Destacar que se obtuvo un acuerdo categérico de >95% para todos los antibiéticos, excepto para
levofloxacino (94%), aunque por encima de los porcentajes propuestos por Jorgensen. Sin
embargo, otros autores, como ya hemos comentado, han encontrado frecuentemente porcentajes
de concordancia mas bajos del 90% para este antibiético, de entre el 86-88%, [78, 175] Varios
trabajos también coinciden con la presencia de altos porcentajes de errores en el cotrimoxazol,
[77, 60, 85] aunque esto no sucedié en nuestro estudio, en que la concordancia categérica del
cotrimoxazol fue del 97% con respecto al método de referencia. Es importante destacar que los

3 errores que se detectaron, fueron errores mayores, uno de ellos en un aislamiento de
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Staphylococcus anreus. Esta falsa resistencia a cotrimoxazol implica que se confirme el resultado
mediante el método de referncia, ya que en el caso de Staphylococcus anreus el porcentaje de cepas
resistentes a cotrimoxazol, segun nuestros datos es muy bajo, inferior al 2%. Para la oxacilina s6lo
se detect6 un error, pero fue un error muy grave, de falsa sensibilidad, en un aislamiento de
Staphylococcus anreus. En este caso, destacar que el pocillo de la cefoxitina que incorpora el sistema
Vitek-2 para la deteccion del gen mecA, fue positiva. Segiin varios autores, la cefoxitina resulta un
mejor predictor de la presencia del gen mecA que la CMI de la oxacilina [186, 187]. Por lo que este
resultado no se hubiese informado sin confirmarlo con el método de referencia. El resto de
Staphylococcus aurens SARM fueron detectados correctamente, al igual que la sensibilidad a la
oxacilina en los Staphylococcus anreus sensibles a meticilina. De todas maneras y con el objetivo de
evitar errores y no retrasar el resultado, decidimos afiadir al procedimiento directo del
hemocultivo un antibiograma con E-test de oxacilina y disco-difusiéon de cefoxitina, utilizando
Mueller Hinton-Sal, realizado al mismo tiempo que inoculabamos las tarjetas.

En cuanto a los enterococos, los trabajos publicados sobre la identificaciéon y estudio de
sensibilidad antibiética de este microorganismo directamente de hemocultivo positivo [77, 78],
son muy escasos y ademas incluyen un numero reducido de muestras, como ya hemos
comentado anteriormente, por lo que resulta dificil comparar los resultados.

En nuestro trabajo, de los 27 Enterococcus faecalis analizados, 26 fueron correctamente identificados
a nivel de género y especie, sélo en un caso hubo una buena identificaciéon de género pero la
especie fue mal identificada como Enterococcus faecium. la concordancia obtenida en la
identificacion de Enterococcus faecalis fue >95%. No fue el caso de la mayoria de Enterococcus faecium,
que de los nueve, cinco fueron mal identificados a nivel de especie como Enterococcus gallinarum.
En todos los casos, el sistema experto del Vitek-2 compact alerté de que se trataba de un
fenotipo incoherente, ya que Enterococcus gallinarnm suelen ser sensibles a ampicilina y resistentes a
vancomicina, y el perfil de sensibilidad que se mostraba era justo el contrario. En estos casos, en
los que la identificacién final a las 6 horas aproximadamente, no era correcta, realizamos unas
sencillas pruebas para diferenciar Ewnterococcus faecium del resto de enterococos y que fueron,
mupirocina y furazolidona [188]. De esta manera, en 18-24 h, se dispone de la identificacion
correcta y se puede introducir en el Vitek-2.

En general, la concordancia de categorfa fue >95% para todos los antibioticos analizados en
nuestro trabajo. Se detectaron muy pocos errores, sélo 0.3% de errores muy graves y un 0.8% de
errores graves, que son porcentajes totalmente aceptables segun la bibliografia. En el caso del
error muy grave obtenido, ocurtié en un Enterococcus faecalis en la gentamicina de alto nivel, y los

dos errores graves, uno en la estreptomicina de alto nivel en un Ewterococcus faecalis y otro en la
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vancomicina en un Enferococcus faecium. Este ultimo, obligara siempre a confirmar el resultado con
el método de referencia, debido a la baja resistencia que presentamos a nivel local ya la dificultad
de los sistemas automaticos para detectar reistencias de bajo nivel a los glicopéptidos. La
comparacion con otros trabajos, en cuanto a la sensibilidad en este grupo de microorganismos,
no es posible por lo ya comentado anteriormente, el nimero de muestras analizadas son muy
escasas, inferior a 10, y ademas los resultados se analizan conjuntamente con el grupo de
estafilococos.

El sistema Vitek-2 proporciona los resultados de identificacién y sensibilidad antibidtica
directamente de hemocultivos positivos FAN BacT / ALERT, obteniendo datos fiables y rapidos
de identificacién de manera rapida, en un tiempo de sélo 55 h £ 1,5 h, en el caso de los
estafilococos y de 3’6 £ 1°2 en el caso de los enterococos. Los tiempos de demora en el caso del
estudio de la sensibilidad antibidtica para estafilococos fueron de 9’4 h + 1,7 h y en el caso de los
enterococos de 9°5 h £ 3 h. Este amplio rango de la desviacién estandar para el antibiograma en
enterococos, fue debido al retraso en el resultado de los aminoglicésidos de alto nivel, que no
serfan prioritarios en el tratamiento inicial.

De los trabajos revisados en la bibliografia, ninguno de ellos analiza el tiempo exacto que emplea
el sistema Vitek-2 compact en informar los resultados finales de la identificaciéon y de la
sensibilidad antibiética. En la discusién, los diferentes autores s6lo comparan los resultados de
identificacién y antibiograma directamente de hemocultivo con los obtenidos por técnicas
convencionales a partir de subcultivo, haciendo constar solamente que los métodos directos
adelantan el resultado en unas 24 horas con respecto a los métodos convencionales.

Los resultados del estudio demuestran que el método desarrollado para la inoculacion directa de
las tarjetas Vitek-2 compact para antibiograma, presenta una excelente precisiéon tanto para
estafilococos como enterococos. La precision en la identificacion fue algo inferior, aunque con
mejores resultados que los trabajos publicados hasta ahora, y teniendo en cuenta que el charcoal
presente en el medio de cultivo es un factor muy limitante. El método de inoculacién directa,
precisa solamente de un simple procedimiento de menos de 30’ de duracién desde que se detecta
el hemocultivo como positivo, mientras que el método convencional a partir de subcultivo
tardarfa entre 36-48 horas. Esto se traduce en una disminucion en el tiempo de emision de los
resultados, informandose la identificacién y el antibiograma el mismo dia, s6lo unas horas mas
tarde, que la tincion de Gram del hemocultivo positivo. Esto permitird iniciar una terapia
adecuada mas rapidament, lo que resulta en una disminucién de la mortalidad y complicaciones

asocladas, ademas de la estancia hospitalaria y los costes asociados [104, 171].
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La menor precision en la identificacion sobre todo de Staphylococcus anrens por las consecuencias
clinicas tan importantes que comporta, pero también de Enterococcus faecinm, puede solventarse
realizandola por otros métodos e introduciéndola en el sistema Vitek-2 para la interpretacion del
antibiograma. Asi, en nuestro hospital, desde hace unos meses hemos introducido la
identificacién por espectrometria de masas Matrix-Assisted Laser Desorption-lonisation Time-
of-Flight (MALDI-TOF) a partir de hemocultivo directo. De cada hemocultivo positivo se
inocula una gota en un medio de cultivo sélido (agar sangre), y después de una breve incubacion
a 36°C con 5% de CO,, de aproximadamente unas 3 horas, se procede a la identificacion
mediante MALDI-TOF. De esta manera se reduce considerablemente el tiempo de identificacion

sin alterar la rutina diaria del laboratorio [121, 189, 123].
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Obijetivo 3

Estudiar Ia eficacia de Vitek-2 Compact para la identificacion y determinacion de Ia

sensibilidad directamente de frascos de hemocultivo positivo pedidtricos, asi como el

impacto clinico de la informacion ripida en esta poblacion.

La sepsis es una entidad clinica grave, que produce una alta morbi-mortalidad en la poblacion
infantil, incluso superior a la de las neoplasias. Aunque no existen suficientes estudios
epidemiolégicos en este grupo de poblaciéon, se ha encontrado una incidencia de 56-60
sepsis/100.000 nifios, siendo mucho mas alta en menores de 1 afio [190, 191]. En los estudios
realizados en Espafia, se observa una incidencia y mortalidad similar [11].Como sucede en
adultos, el nimero de casos nuevos parece estar incrementandose, en relacion con el aumento de
la supervivencia de recién nacidos de muy bajo peso y de niflos con enfermedades cronicas, ya
que aproximadamente un 49% de los pacientes con sepsis, tienen enfermedades subyacentes. El
panorama de la sepsis esta cambiando en nuestro medio, por un lado, estan disminuyendo las
sepsis extrahospitalarias en pacientes sanos y producidos por microorganismos incluidos en el
calendario de vacunacion, y por otro, estin aumentando en pacientes con enfermedad de base o
inmunocomprometidos[192].

Al igual que en los adultos, la instauracién de un conjunto de medidas urgentes de reanimacion y
soporte hemodinamico, junto con el control del foco de infeccién y el inicio precoz de un
tratamiento antibidtico adecuado, segun las recomendaciones de la Awmerican College of Critical Care
Medicine y la Global Pediatric Sepsis Initiative de la World Federation of Pediatric Intensive Care and Critical
Care Societies, ha mejorado significativamente la evolucién y el prondstico del shock séptico
pediatrico [193, 194]. Un retraso en el inicio de la terapia antibidtica efectiva puede conducir a
peores resultados en la evolucion clinica y dar lugar a un aumento de la mortalidad asociada.

El diagnostico de certeza de la sepsis se realiza mediante el hemocultivo, que permite el
aislamiento y la identificacién de los agentes causales. Por lo que es importante minimizar los
factores que pueden condicionar un resultado falso negativo. Diversos estudios han demostrado
que uno de los factores que mas influyen en la sensibilidad del hemocultivo es el volumen de
sangre extraida [195]. De tal manera que, paralelamente al disefio del estudio para la identificacion
y estudio de la sensibilidad antibiotica directamente de hemocultivos pediatricos PF BacT /
ALERT que contienen charcoal, se optimizé el volumen de sangre necesario a extraer en funcion
de la edad. Se estableci6 entonces el protocolo que se encuentra actualmente en vigor para

aumentar el rendimiento de los hemocultivos pediatricos.
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Utilizando el método de inoculacién directo en los hemocultivos positivos de pediatria, Vitek-2
compact realizé la identificacién correcta a nivel de género y especie en el 857 % de los
aislamientos del estudio. En el caso de los estafilococos, dos hemocultivos con Staphylococcus
anrens fueron identificados incorrectamente, y al igual que en los adultos se pudo comprobar que
el nimero de bacterias en la suspension bacteriana utilizada para la inoculacién de la tarjeta, fue
inferior a la requerida para una identificaciéon correcta, presentando un Mc Farland inferior a 1°5.
En el caso de las enterobacterias, en dos de las cuatro bacteriemias por Salmonella spp, el sistema
Vitek-2 no fue capaz de dar ninguna identificaciéon. Sélo fue incorrectamente identificado un
aislamiento de Eunterobacter spp, dado por el método directo como Ravutella ornithinolytica,
seguramente debido a que ambos microorganismos estan muy cercanos a nivel genético.
Debemos tener en cuenta que el volumen de sangre inoculado en los frascos pediatricos es
inferior al de los adultos, y que por lo tanto, la alicuota extraida para llevar a cabo el protocolo de
inoculacién directo es también inferior. Este hecho unido a la presencia de charcoal en el medio
de cultivo de los frascos pediatricos PF, conlleva muchas veces la obtencién de una suspension
bacteriana con un indculo bacteriano insuficiente para una identificacién correcta.

En cuanto al estudio de sensibilidad antibiotica, la concordancia completa a nivel de categoria
fue >99% tanto para los bacilos gramnegativos como para los cocos grampositivos. Si
comparamos estos datos con el estudio realizado en adultos, el porcentaje obtenido de
concordancia fue muy similar o incluso mejor en pediatria, teniendo en cuenta, como se ha
comentado anteriormente, que el cultivo del volumen de sangre es mucho menor y por lo tanto la
probabilidad de obtener una suspensiéon bacteriana con un indculo suficiente también es menor.
Cabe destacar que no se produjo ningun error muy grave, a diferencia de lo ocurrido en adultos,
que aunque con un porcentaje inferior a lo recomendado (<1°5%) se observaron errores muy
graves en los dos estudios, tanto en bacilos gramnegativos como en cocos grampositivos. En
cuanto a los errores observados, sélo fueron dos, una falsa resistencia en la oxacilina, que
teniendo en cuenta que se detecté en un Estafilococo coagulasa negativa no hubiese provocado
ninguna repercusion a nivel de politica de aislamiento, a diferencia de si hubiese ocurrido en un
Staphylococcus anrens. De todas maneras y para evitar errores se decidié afadir un E-test de
oxacilina y disco-difusion de cefoxitina, utilizando Mueller Hinton-Sal, al mismo tiempo que
inoculabamos las tarjetas de antibiograma para estafilococos, al igual que se hizo en adultos. El
segundo error detectado fue un error menor en la piperacilina, en un aislamiento de Escherichia coli
que no hubiese supuesto ningun problema a nivel del tratamiento.

Aunque actualmente el porcentaje de bacteriemias por microorganismos multirresistentes en el

servicio de Pediatria del Hospital Germans Trias 1 Pujol es muy bajo, el sistema Vitek-2 mediante
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inoculacién directa, fue capaz de detectar los dos aislamientos de enterobacterias productoras de
betalactamasas de espectro extendido. En los hemocultivos analizados no se detecté ningun
Staphylococcus anrens resistente a meticilina, y el resultado fue concordante con el método de
referencia, sin observarse falsas resistencias.

En cuanto al tiempo en la obtencién de los resultados de identificacion y sensibilidad antibidtica
directamente de hemocultivos positivos PF BacT / ALERT, se obtuvieron datos fiables de
identificacion en sélo en 5 = 1,7 h, y de sensibilidad en 7°7 £ 1,8 h, permitiendo la reduccién en
el tiempo de emision de los resultados con respecto a los métodos convencionales. Por lo tanto,
en la mayoria de los casos podremos informar de resultados definitivos sobre el agente etiolégico
de la bacteriemia y su antibiograma completo, sélo 24 horas después de la extraccion del
hemocultivo.

En cuanto a la revisién prospectiva que se realiz6 de las historias clinicas de los pacientes, el 50%
de las bacteriemias fue de origen nosocomial y 50% adquirida en la comunidad. En el grupo de
las bacteriemias de origen hospitalario, la edad de los pacientes se encontraba entre 7 y 25 dias de
vida. La mayoria eran prematuros con muy bajo peso y como principal factor de riesgo externo
para la infeccién, se encontré el hecho de ser portadores de un catéter intravascular. En mas de la
mitad de los casos, los bacilos gramnegativos fueron la causa de la bacteriemia (10/16) siendo
Klebsiella spp el agente etiolégico mas frecuentemente encontrado. El resto de las bacteriemias en
este grupo fueron producidas por estafilococos, tres por Estafilococo coagulasa negativa y 3 por
Staphylococcus anrens. En los seis casos se las relaciond con la presencia de catéteres intravasculares,
por lo que se las catalogd de bacteriemias de foco en el catéter.

Resultados similares a los obtenidos por A. Pérez et al. [190] en la revision realizada sobre las
bacteriemias del Servicio de Pediatria en el Hospital Germans Trias 1 Pujol durante siete afios
(1994-2000). En este estudio también se describe a los bacilos gramnegativos de la familia
Enterobacteriaceae como los principales responsables de la sepsis neonatal tardia. Estos resultados
son diferentes a los encontrados en otras series de la literatura, donde los agentes etiolégicos que
mas predominan en las infecciones nosocomiales son, estafilococos coagulasa negativa y Candida
spp adquiridos a partir del medio ambiente y del personal sanitario. [197, 198].

Sin embargo, en la revision realizada de las bacteriemias del Servicio de Pediatria en el Hospital
Germans Trias 1 Pujol durante el periodo 2001-2014, el microorganismo mas frecuentemente
implicado en el periodo neonatal ha sido el Estafilococo coagulasa negativa, siendo el principal
foco de la bacteriemia el catéter. En este grupo, la mayoria de nifios presentaban como factor de
riesgo intrinseco prematuridad y bajo peso al nacer. Estos mismos resultados son los obtenidos

en el trabajo realizado por Bateman et al [192], donde el principal patégeno aislado en el periodo
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neonatal tardio fue también el Estafilococo coagulasa negativa, suponiendo el 39% de los
aislamientos.

De todas maneras, Escherichia coli y Streptococcus agalactiae siguen siendo importantes en el periodo
neonatal. En nuestra revision, Escherichia coli es el principal microorganismo implicado en la
sepsis neonatal precoz (11 de 24 bacteriemias) seguido de Streptococcus agalactiae (8 de 24
bacteriemias). Tal como se describe en otros estudios, el porcentaje de sepsis neonatal precoz por
Streptococcus agalactiae esta disminuyendo debido al screening y la profilaxis realizada en las madres
portadoras, y paralelamente estin aumentando las sepsis por bacilos gramnegativos vy
particularmente por Escherichia coli, sobre todo asociadas a factores de riesgo como la
prematuridad y bajo peso al nacer [192]. En cuanto a la bacteriemia adquirida en la comunidad, el
62’5 % de los pacientes tenfan menos de 2 afnos. S6lo dos de los nifios, de los 16 revisados en
este grupo, presentaban alguna patologia de base, concretamente una neoplasia hematologica, y
ademas los dos eran portadores de catéter intravascular. En cuanto al foco de la bacteriemia, el
mas frecuente fue el foco urolégico, donde en todos los casos el agente etiolégico aislado fue
Escherichia coli. El foco osteoarticular fue el segundo mas frecuentemente encontrado en nuestra
serie de bacteriemias, siendo Staphylococcus anrens el agente etiolégico causante en todas ellas. El
resto fueron todas de foco primario, destacando cuatro aislamientos por Salmonella spp. Segun el
trabajo de A. Pérez et al, [196] el principal agente etioldgico en las bacteriemias adquiridas en la
comunidad en nuestro hospital en el periodo estudiado fue Streptococcus pnenmoniae. En la revision
de las bacteriemias de nuestro centro, pero en el periodo 2001-2014, Streptococcus pnenmoniae sigue
siendo el principal microorganismo aislado en las bacteriemias de adquisiciéon en la comunidad
con un foco respiratorio, seguido de las enterobacterias implicadas en el foco urolégico, al igual
que lo descrito por otros autores [192, 199].

En nuestro hospital, en la dltima década estamos asistiendo a un aumento de la resistencia a los
antibidticos en microorganismos como Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, ademas de
aislamientos de Escherichia coli productores de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y
Staphylococcus aurens resistente a la meticilina (SARM), lo que complica, cada vez con mas
frecuencia, la elecciéon de un tratamiento empirico adecuado. Esta no es la situacién actual del
Servicio de Pediatria de nuestro hospital, donde el aislamiento de microorganismos
multirresistentes es aun anecdoético. Segun los estudios publicados, este hecho esta suponiendo
un gran problema, sobre todo en las unidades neonatales por las escasas opciones de tratamiento,
dando lugar a un aumento de la morbilidad-mortalidad [200, 201]. En la revisién actual de esta
serie de bacteriemias, sélo se detectaron dos aislamientos productores de betalactamasas de

espectro extendido, uno en una Salmonella spp y otro en un Enterobacter cloacae. En los dos casos
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se trataba de pacientes con una neoplasia hematolégica y con antecedentes de haber recibido
tratamiento antibiotico previamente. El hecho de disponer de la informacién precoz y
personalizada del resultado de la identificacién y antibiograma permitio el inicio del tratamiento
antibiético en el paciente con la bacteriemia por Salmonella spp, mientras que en el segundo caso,
el paciente estaba recibiendo un tratamiento que no cubria la BLEE, y por lo tanto, supuso
cambiar a un tratamiento efectivo.

De manera global, en nuestro estudio, el hecho de proporcionar una informacién personalizada
de los resultados obtenidos por el sistema Vitek-2 compact directamente de hemocultivo
positivo, tuvo un impacto en el inicio de un tratamiento antibidtico correcto y adecuado en el
65’6% de los casos. En ocho pacientes (25%) la informacién proporcionada dio lugar al inicio de
un tratamiento antibidtico. Concretamente en tres bacteriemias por Staphylococcus anrens de foco
osteoarticular, donde los pacientes habfan sido dados de alta desde el servicio de urgencias. En las
cinco bacteriemias restantes, el foco fue primario, correspondiendo dos de ellas a pacientes
prematuros ingresados en la unidad neonatal.

Por otro lado, en 12 (37°5%) casos el tratamiento antibidtico empirico fue cambiado por uno con
menor espectro, y por tanto, con menos reacciones adversas, en particular sobre la seleccion de
microorganismos multirresistentes, y también con un menor coste. En la mayorfa de casos se
traté de pacientes ingresados en la unidad neonatal con una pauta inicial de 2 o 3 antibidticos, en
los que posteriormente a la informaciéon microbiolégica, se realizé6 una adecuacién del
tratamiento a un solo antibiético que cubria el agente etiolégico de la bacteriemia. De esta manera
se disminuy6 la presion selectiva sobre la flora del paciente, asi como sobre el ecosistema donde
estaban localizados los pacientes, la mayor parte, ingresados en la unidad neonatal.

Por dltimo, s6lo en un caso el tratamiento empirico no cubria el agente etiologico,
correspondiendo al paciente de la bacteriemia por Enferobacter cloacae productor de BLEE,
comentado anteriormente.

Por lo tanto, la utilizaciéon del sistema Vitek-2 compact directamente de hemocultivo positivo,
permite el inicio de un tratamiento efectivo asi como la aplicaciéon precoz de las medidas de
aislamiento, 24 horas antes que utilizando los métodos convencionales.

En un 65% de los pacientes (21/32), éste método proporcioné resultados que determinaron

cambios precoces en cuanto al tratamiento antibidtico.
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Obijetivo 4

Cuantificar el impacto sobre el tratamiento antibidtico, de Ila informacion ripida y

personalizada de Ia Iidentificacion y antibiograma obtenidos directamente de

hemocultivo positivo

En los ultimos afios, las bacterias multirresistentes se estan convirtiendo en un problema
importante de salud publica. La infeccidon por este tipo de microorganismos puede tener graves
consecuencias, debido a su dificil manejo y a la evolucién de los pacientes, repercutiendo en los
costes sanitarios [164, 202]. Entre sus principales efectos negativos se encuentra el retraso en el
inicio de la terapia adecuada, ya que cada vez es mas complicado acertar en el tratamiento
empirico correcto. Segun diversos autores, el tratamiento empirico inadecuado en pacientes con
sepsis esta claramente asociado a un aumento de la mortalidad [35, 104, 171], siendo una de sus
principales causas, el aumento de la resistencia de los agentes etiolégicos implicados.

En nuestro hospital, en la tltima década estamos asistiendo a un aumento de la incidencia de las
infecciones causadas por bacterias multirresistentes. Este hecho, ha contribuido a que el
porcentaje del tratamiento empirico correcto de nuestras bacteriemias haya disminuido de un
50% en el afio 2003 hasta un 34% en el 2014. Probablemente la clona causante del brote de
Kiebsiella pnenmoniae BLEE que se diseminé por todo el hospital en 2005 y la posterior situacion
de endemia, que también afecta a Staphylococcus anrens SARM, han influido en estos porcentajes.
Segun la bibliografia, el tratamiento empirico no es adecuado en hasta un 40% de los pacientes
con bacteriemia [119, 177, 108]. En otro estudio reciente, Beuving et al [203] compara dos
métodos de obtenciéon de resultados microbiolégicos a partir de hemocultivo positivo,
observando que el tratamiento antibiético empirico en las bacteriemias revisadas, era inadecuado
en el 26% de los casos y que la mayoria, correspondian a bacteriemias nosocomiales, producidas
por microorganismos multirresistentes, ya fuese una resistencia adquirida (BLEE, SARM) o
intrinseca (resistencia a betalactamicos en Enterococcus spp)

El retraso en el inicio del tratamiento antibidtico es un punto critico y determinante en el
pronodstico de los pacientes con sepsis, que en nuestra serie supone un porcentaje nada
despreciable de un 7- 10%. Este porcentaje se ha mantenido, sin observarse disminucion, a lo
largo de los afios. En otras series de estudios similares, como la de Bouza et al, observan un
porcentaje ligeramente superior de pacientes que no habfan recibido tratamiento antibiotico
cuando se informaban los resultados, concretamente un 13’7%. Podria ser debido, a que a pesar
que en los ultimos afios se han realizado avances significativos tanto en los sistemas de

hemocultivo como en los métodos rapidos de identificacién y antibiograma, el tiempo que tarda
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el hemocultivo en positivizarse es aun demasiado largo. Esto imposibilita iniciar un tratamiento
antibidtico en las primeras horas, en los casos en que la sospecha de sepsis no era muy elevada y
el paciente no habfa recibido terapia antimicrobiana. En este sentido, en nuestro hospital, Tudela
et al [204] revisaron durante un periodo de 10 afios, los pacientes que habian sido atendidos en
urgencias y fueron dados de alta y posteriormente se les avisaba por hemocultivo positivo. Estos
datos reflejan una clara tendencia al descenso del porcentaje de la incidencia anual de la
bacteriemia en pacientes no hospitalizados, pasando del 23°6% en el primer afio al 42% al final
del periodo del estudio. Probablemente este hecho se relaciona, entre otros factores, a la
deteccion de positividad cada vez mas temprana del hemocultivo, asi como, a la incorporacion de
un microbidlogo de guardia hasta las 22 horas. De esta manera es posible informar
personalmente de la tincién de Gram del hemocultivo positivo asi como de la identificacion y
antibiograma, en muchas ocasiones, cuando los pacientes aun estan en observacion en el servicio
de urgencias. Esta informacion supone el inicio del tratamiento antibidtico precoz y el cambio en
la orientacion del diagndstico inicial, en un porcentaje no despreciable de los pacientes con
bacteriemia no hospitalizados revisados en el estudio, concretamente 37°1%, segun los autores.
Por otro lado, y no menos importante, la informacién rapida y personalizada del resultado del
hemocultivo positivo, permitira la optimizacién del tratamiento antibiético. Como consecuencia,
se limitaran las reacciones adversas del mal uso de los antibiéticos, y en particular, la seleccion de
microorganismos multirresistentes, que como hemos comentado anteriormente, son una de las
causas mas frecuentes de inicio de tratamiento inadecuado. En este sentido, segiin nuestros datos,
en un 31% de las bacteriemias revisadas en el afio 2014, el médico responsable del paciente
cambia el tratamiento antibidtico empirico a un tratamiento de eleccion, con menor espectro de
accion, y por lo tanto con menores consecuencias en la seleccion de la flora multirresistente y con
un menor coste. Este porcentaje ha ido aumentando a lo largo de los afios probablemente debido
a que cada vez se amplia mads el tratamiento empirico para poder cubrir las bacterias
multirresistentes y en consecuencia, posteriormente es necesario restringir mas [84, 205].

Segun el trabajo realizado por Stoneking et al, [206] la terapia inicial se cambid a una con menor
espectro antibidtico en el 55% de los casos, por lo que la reduccion en el tiempo de los resultados
supuso una terapia dirigida de forma precoz, reduciendo la mortalidad y minimizando el uso de
antibiéticos de amplio espectro. También destaca la importancia de la colaboracion entre el
laboratorio de microbiologia y los clinicos.

En nuestro estudio, el porcentaje de tratamientos empiricos que no cubrian el agente etioldgico
implicado llegd a ser en el afio 2008 del 28%. Dicho procentaje ha ido en descenso durante los

ultimos afios y actualmente el porcentaje de casos que ha precisado un cambio a un tratamiento
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efectivo se encuentra en el 18’5%. Son datos muy similares a los obtenidos por Bouza e 4/, [119]
que en su trabajo observé que el 27°7% de los pacientes estaban tratados con un antibiético que
no era efectivo frente al microorganismo aislado. En el trabajo de Stoneking et al [200],el
porcentaje encontrado fue inferior, aunque nada despreciable, un 13 % de los pacientes con
bacteriemia llevaban un tratamiento que no cubria la infeccién. Tal como refleja la Surviving Sepsis
Campaign [158, 207], el retraso en el inicio de un tratamiento antibiético correcto se relaciona con
un aumento de la mortalidad. La reducciéon en el tiempo necesario para la obtenciéon de los
resultados de los métodos de identificacién y antibiograma, junto con la informacién
comunicada personalmente al médico responsable, conducira en enormes beneficios para el
paciente critico. Mathevon e a/, [117, 208], en un estudio realizado en pacientes de la unidad de
cuidados intensivos con bacteriemia y neumonia, demostré que el cambio a un tratamiento
antibiético adecuado, sélo tuvo impacto en la superviviencia si se iniciaba dentro de las primeras
24 horas tras la obtencién de los hemocultivos, y esto sélo es posible si existe una estrecha
relacion clinico-microbiélogo.

Por otro lado, el retraso en la emisién de los resultados es un gran inconveniente para poder
realizar el cambio a tratamiento de eleccion y ajustar precozmente la terapia antibidtica. Cuando
la informacién microbiolégica se obtiene de forma mas tardia y el paciente ya lleva un minimo de
dos dfas de tratamiento con buena respuesta clinica, existe, por parte del clinico, mayor reticencia
en modificar el tratamiento antibidtico. A pesar de ello, en nuestro hospital, sélo en el 2% de las
bacteriemias revisadas, el clinico no siguié las recomendaciones del microbiélogo en cuanto al
cambio al tratamiento adecuado. Segun Bouza e a/ [161, 119], los resultados microbiolégicos
definitivos tienen un valor limitado si sélo se informan por escrito, ya que un 8-20% de los
pacientes siguen con un tratamiento inadecuado a pesar de tener la informaciéon de la
identificacién y del antibiograma. Sin embargo, existe una mejora significativa en el caso de que
los hemocultivos se informen de manera personalizada al clinico responsable en todas las fases,
desde la obtencion de la tincién de gram hasta los resultados definitivos.

Los rapidos avances tecnolégicos en el diagndstico, son importantes para el inicio del tratamiento
antibiético correcto y adecuado, pero igual o mas importante es la manera cémo se informan los
hemocultivos. La informacién personalizada y la comunicacion entre el clinico y el microbidlogo,
permite una mejor interpretacion de los resultados de los hemocultivos, siendo esto basico para la
obtenciéon de beneficios tanto clinicos como econdémicos. Por lo que cada vez mas, se
recomienda la combinacién de las nuevas tecnologias de diagnéstico rapido con el
establecimiento de programas de optimizaciéon del uso de antimicrobianos (PROA) con el

objetivo de mejorar sus ventajas [162, 92, 209].
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En nuestro estudio, el hecho de realizar una informacién personalizada, tuvo un impacto en mas
del 50% de los episodios de bacteriemia, en cuanto a la toma de decisiones terapéuticas por parte
del clinico, ya fuese por inicio de un tratamiento antibiético o por cambio a un tratamiento
adecuado. En la bibliografia revisada, no existen muchos trabajos que analicen las diferentes
formas de notificacién de los hemocultivos, y el impacto de las recomendaciones realizadas por
médicos especialistas en cuanto a la optimizacién del tratamiento antibiético. Algunos, como el
de Mainardi ¢f a/, [109, 210], observan que si informan los hemocultivos positivos el mismo dia,
dando las recomendaciones pertinentes, el tratamiento es adecuado en el 92% de los casos de
bacteriemia en las que se han realizado recomendaciones frente a el 79% si no se han realizado.
A la misma conclusion llega Lesprit e a/, [91, 211], centraindose en la informacién del
hemocultivo positivo para mejorar el uso de antibidticos durante un afio. Los resultados
obtenidos en este ultimo trabajo, fueron que el impacto global de la informacién de los
hemocultivos por un especialista fue del 36%, obteniendo mejores resultados en los servicios
médico-quirargicos que en UCL

Es por tanto esencial mejorar y/o buscar métodos que permitan disminuir los tiempos de
emision de los resultados. Una de las posibilidades en esta linea es la inoculaciéon directa de los
sistemas automatizados, que a diferencia de los métodos moleculares, permiten obtener la
sensibilidad antibiética completa del microorganismo aislado. El hecho de disponer de estos
datos de sensibilidad antibi6tica completos, es importante para el seguimiento de los porcentajes
de sensibilidad a nivel local, asi como, de los microorganismos multirresistentes, para poder
realizar una mejor gestion de la infecciéon. El conocimiento de estos datos, ademas nos permitira
desarrollar guias de tratamiento antibidtico basadas en el perfil de sensibilidad local de los

diversos microorganismos aislados.
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Obijetivo 1

Estudiar comparativamente la eficacia de los sistemas automdticos, Vitek-2 Compact y
MicroScan, para identificacion y estudio de la sensibilidad antibiética de bacilos
gramnegativos directamente de hemocultivo positivo (sistema BacT/ALERT FA y FN)

mediante el disefio de un protocolo de inoculacion.

* El protocolo de dos centrifugaciones utilizado en el estudio permite de forma sencilla y
rapida, en unicamente 20°, eliminar el carbon activado de los hemocultivos positivos FAN
BacT/ALERT, siendo un método fiable para la identificacién y antibiograma directos, tanto

por el sistema Vitek-2 compact como con MicroScan.

*  Ambos sistemas presentan, en comparaciéon con el método convencional, una correlaciéon
superior al 90% en la identificacion a nivel de especie y una concordancia superior al 95% en

el estudio de la sensibilidad antibidtica, directamente de hemocultivo positivo.

* Laidentificacién y antibiograma directos de hemocutivo positivo, mediante el sistema Vitek-2
compact, proporciona resultados precisos con una media de 6 horas, permitiendo la

informacion de resultados definitivos en 24 horas desde la extraccion del hemocultivo.
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Objetivo 2

Evaluar Ia eficacia del sistema Vitek-2 Compact(bioMérieux, France) para identificacion

y estudio de Ia sensibilidad antibidtica de cocos grampositivos directamente de
hemocultivo positivo (sistema BacT/ALERT FA y FN), mediante el disefio de un

protocolo modificado de inoculacion.

* El carbén activado presente en los frascos de hemocultivo del sistema BacT/ALERT
interfiere en el proceso de identificacién y antibiograma directo de hemocultivo positivo. La
aplicacién de un nuevo protocolo que incorpora un paso previo de sonicacién y posterior
centrifugacion de una aliquota del hemocultivo, ha demostrado ser fiable para la
identificacion directa, con una cortrelacion con el método de referencia del 88°5% en

estafilococos y Enterococcus faecalis, pero solo del 44% en Enterococcus faecinm.

* Los resultados de sensibilidad antibidtica, obtenidos mediante el protocolo evaluado,
utilizando el sistema Vitek-2 compact directamente de hemocultivo positivo, presentan una
concordancia global a nivel de categoria superior al 95% y un porcentaje de errores muy
graves inferior al 1’5%, por lo que resultan totalmente comparables a los obtenidos por el

método convencional.

* Con este protocolo, los resultados de identificacién y antibiograma a partir de hemocultivo
positivo, se obtienen de manera rapida y precisa en una media de sélo 46 h y 9 h
respectivamente. Esto implica poder informar los resultados definitivos de 24 a 48 h antes que

con los métodos convencionales.
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Obijetivo 3

Estudiar Ia eficacia de Vitek-2 Compact para la identificacion y determinacion de Ia
sensibilidad directamente de frascos de hemocultivo positivo pedidtricos, asi como el

Impacto clinico de la informacion ripida en esta poblacion

* El sistema Vitek-2 compact permite, a partit del hemocultivo pediatrico positivo, la
identificacién correcta a nivel de género y especie de los microorganismos gramnegativos y
grampositivos aislados con mas frecuencia en la practica clinica diaria, con una correlacién del

86% con respecto al método convencional y en un tiempo medio de 5 horas.

* La determinaciéon de la sensibilidad antibidtica directamente del hemocultivo positivo
pediatrico, utilizando el protocolo evaluado, tiene una concordancia, respecto al método de
referencia superior al 99%. No se obtuvo ningin error muy grave y permite informar los

resultados con una media de 7 horas.

* La informacion rapida y personalizada del hemocultivo positivo pediatrico, tuvo un impacto
sobre las decisiones terapéuticas del clinico en el 65°6% de los casos. Teniendo en cuenta el
aumento progresivo de la resistencia microbiana a los antibidticos , el sistema Vitek-2
compact permite iniciar de manera precoz el tratamiento adecuado y modificar las conductas

terapéuticas, si fuese necesario.
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Obijetivo 4

Cuantificar el impacto sobre el tratamiento antibidtico, de Ila informacion ripida y

personalizada de Ia Iidentificacion y antibiograma obtenidos directamente de

hemocultivo positivo

124

Durante el periodo de estudio se ha observado un descenso del 50% al 34% de los casos en
que el tratamiento empirico podia considerarse el de eleccion. Paralelamente se ha producido
un incremento en el porcentaje del 10% al 20% de episodios en que la informacién rapida y
personalizada ha permitido cambiar un tratamiento que no cubria al microorganismo

implicado, por uno efectivo.

En el periodo revisado, en un 10% de los casos la informacién microbiolégica ha
comportado el inicio del tratamiento antibidtico, mientras que en sélo el 2% los clinicos no

siguieron las recomendaciones del microbidlogo.

La transmisién inmediata y personalizada al médico responsable del paciente, de la
informacién obtenida del hemocultivo positivo, tanto de la tincién de Gram como de los
resultados de identificacion y antibiograma, permite orientar de forma rapida y adecuada el

tratamiento antibiético, evitando las consecuencias de una terapia incorrecta y/o tardfa.
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ORIGIMAL ARTICLE

Performance of VITEK-2 Compact and overnight MicroScan panels for
direct identification and susceptibility testing of Gram-negative bacilli
from positive FAN BacT/ALERT blood culture bottles

M. . Quesada, M. Ginénez, 5 Maolinos, G. Ferndndez, M. D. Sdnchez, AL Rivelo, A. Ramirez, G. Bangué and V. Ausina
Depertment of Microdistepy, Haspial Universitan Geemans Trins | Pujel, Universilan Aussnonse de Borceionag, O'Canper sfn, Bodsiznag, Sgsin

Abstract

Wi dmscribe the refability of the WITEK-1 Cempact and swerniglt MicraSean paneh for drect dentification and susoept®diey testing
fram the Bat TIALERT Bood cubiers system wihen using FAM (FA and FM) Batthes, & simple procedure. in two centrifugation steps, sl
dasigned o Fomove the charossl parocles present in FA and B bocdes. A ol of |1 posiive Baocd: culwirss showsing Grant-nagativa
rods word inveitignted. Eafesetaoienaoeas ware dolitad @ 104 casas, and Fiascements aeuphtasa oo ninge Tha MicroSonn system cor-
roctly idencifiod 106 [938%) of tha 113 botaas Tha seven identifickcelon ereors nduded P osupiasa (dhrae), Enmerabacter chntoga
[onel Esceriitdd cof {one), Kletsio¥o ssyteca (one) and Kiehoolo prewsmnowan (ona). Tha VITEK-D sptam correcely idantified 109
(#e.5%) aof the 113 samples obrained directly fram tha blood culture bombes Tha four widintified sobites ware Emesmabacer doooge
(rwea), Excfronctea ook (o), and P aereginess (onel. Microdoan palded 4709 (0.5%) very major errars and 2872825 (099 minor areoes,
VITEE:-I wedded 2550 (034%) very major orrors. |/ | 718 {005%) major orrar. and 3272373 | . 3%) minar errors. Bath syscems prowded
excellent iencification (correfacicn of *90%) and suscepability {correlaton of >38%) resuls. The awerage omes required wobmain dden-
ification and susceptibilny resus wsing the direct cese applied o the VITEK-2 Compact spsrem weee 457 4 137 hoand 652 & &4 b,

respectvely. The VITEX-2 campact system provided resifs on the same day that the blood culture was foand 1o be posiive.
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Introduction

Bacreracma conmnisss o be ong of the lulrdtng causes of
merbidey and moralicg woerldwide, Thers are several factors
thar imfluzrce the clinkzal evobution of Blocdstream infections.
Among these, the identity and the antimeorobial suscepability
of the microorganisms svolved have a great mpact on the
clinical maragement of the pauent [1-4] Thues, it has been
demonstated thar madequate emparical teamment of sepsis
i -related 1o a higher rish of dinical compications. Thes=
studées alo demonstrated that decreasing the time needed
to obtan the identifcation and suzpapibifty resubls led to
sigritficant reductions in pathent martality and owverall haspital
COSLS

Ih order to deersase the tme nesded to obmin the
resules, auttmated identfication and susceptibiiny vesting sys-
v are fated with the challenge of adapting their validaged
protocol uling cvemnighe bacterial bolates taken from sold
meslia 1o protocols sllewing direst inoculstsn frem positiva
bleod cultaras. This could offer the passibiliey of having iden-
eificatson and subcepribilicy test results avallabba on thi seme
diy thar & postes Baod oulors wad daecrad

Alchaugh several sudies have reporsed tha relisbiliny of
aurcmared systems for idencificacion and suscepribilicy cesting
direcdy from the BACTEC 9240 [BD, Sparks. MD, USA) or
BacT/ALERT (Biomériews, Dwrham, NC, LSA) bood culturo
systems [5-9], the protocols mclude bong incubazian dmes and
multiple centrifugason steps that make their use difficult for
routine purpases [ 10]. Ctherwise, there are no pubkshed dam
on the perfarmance of autcrmated identfication ard suso=ptis
bility resting syscems adapred to direct inoculabion from chie
BacT/ALERT blood culbure system using FA and FN culture
botthes. Thess media coniin absorbent charcoal partscies that
can potentially interfers with the direct testing procedisres.

N The Baibom
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Thé objective of this study was oo avaluare the relabilicy
sl stcuraey of two autormated Idonification and ssoapubil-
Ioy esming swsmens, the VITEK-1 Compace (Blomérssos,
Marcy FErcile, France} and the MicroScan [Dade ﬁ-q:hrrlg.
Inc. Wes Sacramento, 'CA, USA), for direct identificazion
and suscepribdey vesting of Gramenegative rods directly from
pn:ul'l:rwu BacTVALERT FA and FM blood culture boodes,

Materials and Methods

A total of 113 prespecteis positive blood culture sarmples
showing Grarm-negative enteric arganbsms with basillus-like
morphalagy, detived from putiems suspetted of having bac-
wrnemis wars included in tha study. The grewth ef bacteria
i BA gnd FR blood cdhturs borrles wis eontinaously man-
wored usig the BacTIALERT system. Positive bortles gving
mixed sulnses alter  cwernight plas incubatian  ware
axclidad fram the swdy,

Orca & blood cultwra wes fourd o bo positve, o sl
ot was wsed 1o inacdare the VITEK-2 Compact cards and
the Microfcan pancls using the direct test procedurs.
Arother aliquot was subcultured on @ combiramon of agar
plares. A mmple and rapid derect tesong procedsre was vali-
cared for both systems.

MicroScan system (diFcct restbng procedore)

To inooulate the MiooScan Combo |5 overmeght convens
tioral panels, a S-mlL akbqwor was centrifsged at M0 g
for 10 min The supematant was used to make 2 bacterial
susperalon adjusted to MeFarkind standard 2, and 100 ol of
this suspension was added to 25 mL of distilled water
contsineng Tween-B0. Panels were fmally incoulsted usng the
Ranax inaculatian systam, and incubaed ar 37°C for| 834 h
befora being resd By the Awcscan aystem (Dade Bahreng,
e

YITEK-T Compact system (direct testing procedure)

ID-GMN and AST-M 000 cards were wmed, respectivedy, for
idencificanon and suscepribilicy testing derectly from posine
BacT/ALERT FA ard F blood culoores. To incoulate the
VWITEK-2 cards directly from a Pm;i'duz biood pulosre botde,
2 SemL akquct was cencrifuged ac 60 g for |0 man. The
supermant was removed and tranderred to z new wmbe,
and then cenmifuged 2t %M g for 10 man. The supsrmamnt
was discarded, and the s=diment was ussd to make a bacte-
ral suspension adjusted to 3 McFarland sandard of | At this
povint, the WITER-I Compact cards wese inoculzted follawing
the manufacturers instructions, Bacterizl bolates obtained
from subculture on agar plates and overmight incubation

FRS Tha & ptdwari

warg wied o perform the conventional MicroScan and V-
TEK-2 moculation protocol.

Drara analyiis

The results obmined using the smrdard moculaton proce-
dwre for each system weore used as reference mechods. Dis-
crepant idendficanan or suscopribdny results were resolved
by wsing the AP 20E (Biomerieux) and the Etest (AB Bio-
disk]}. respactiely.

Discrepanoes in catsgory interpreation by both methods
were determined for =ach antibicos Category disagresments
were clasified as follows very major errar [false suzceptibil-
ity ] when the result was susceptibility with the difect inotu-
lation method bt resistance with the reference procedire;
major error (falie resistance) when the result was resistance
with the direct incculotson protocal but susoeptibility with
the reference method and mikor errar whan 3 susespribilicy
remile of ' wes chrained with the direct prodedure and a
susceprbdlig result of 5 ar 'R with the reference protacol,
ar a suscaptibilicy resule of 'I" was obmined with the refes-
ence methad anrd a suscepribilicy resulc of 'S or 'R with the
direct procedure

Aesults

A tomil of 113 positive blood ouloere samples showing
Gram=negamee rods wers rwvesdgated. A member of the
Enterobacteriocene was isolated in 104 cases: 54 Escherichia
cok, 13 Klslsisld sp, four Salbmonelo sp. 13 Enpsubocter =p,,
twts Morpanells morpanil, and sk Serribie morcescens. Prevdd-
monds derdpmord wal solated B ping cases,

The MicraScan systen correctly ientified |06 (93.8%) of
thie 113 jsolites, Tha seven (dentificaton srress inclisded
P, oerugisosg (thres), Emtershacier clogoos (ome), E ol jone),
Flabsele cnytoca [one), and Elboheln posumeass jone), The
WITEK-2 systam correctly Mertified 109 of tha 113 samples
obtared directly from the bleod culture bordes (96.5%),
The four uridencified isolaces were Enmmboctsr  oemoore
{owo}. E col {one) and P ornsgmosa (ona). The assessed svs-
oo showesd 908 agreement In bzcwerml  idenoficamon,
From the 2373 combinations giving 3 suscepobility catepory
with the VITEK.2 Compact and the 3825 cbrained with the
MicroScan system, the overall ctegory agresment was founsd
m be *35% for the two systems.

MicraSmn yielded 47773 {0.5%) wery major errors and 28
RIS (DF%) minor errors (Table 1h The WITEK.2 syztem
yisbded 2550 (0.36%} very major errors, 0718 (05%K)
majar errar and IX2ITI {1.3%) mEor errors (Table 1) The
main apreamant percertipe given by both methods s in

Jeirtal Coxpilaian SN Bropeir Sodeiy of Clracl Monibsclogy ol Infaciiows Daames. C8lL 1§, 137140
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TABLE |. Category agreement between WITEK-1 and MicroScan systems ws, the standard method

WITEN-1 Campeet Microfican
M of Mool Mo of af Mool M. of Mool Plsof
M af wirmne In minne,  majer, rgajne. Mool wEraing b minger  majnr  very Fmjor

e praLarye Erib by g ruminmnnd wrr i L] ey anElnubo agrarnanl s L ] LU
‘catagory nrrinad (] (%) s (| testeit %) = (] =1

b (] TS ) T 1467 a5 4]
i raediin 135 W EET a1 3
fanomn A5 a3 T FEEACLEY
Tuial mm mapay  road e Fpe mEm @ AT

'fhmh:ﬂlmmml:hmﬁilnh-d’m |

| - i &p P uarched mnbed srd thee for ey

H’qﬂ'
B0 B ke sood e of HESH bdianing bacteri) redrance iy deieniegd h'qthmrHI. Fae wrar aeind, il dernrriio bdcane ooml b iyore Mo

weivbicaticen

"Frexromandt stregioid, Meorpavei mapdul,
rekusits asyiara, Kediel pasmrmonie, [oost 8 morgonk

the susceptibility category, 79.2 % for VITER-2 and 95.5% for
MicreSean, Agresmant | the FessLaNCe CALGEOTY Wag greatar
with MiereScan (%9.5%) than with WITEX-T (S8.7%). Faally,
It e inseemiediate eatogery, the MicreSean system showed
TAR agresmant, whereas tha VITER-2 syscer showed B5.57%
{Tabde 1), The distributdon of earrors by anshionic wsing bach
spsems i shown in Tabde 3

Of twe 104 eroercbectersl isobives, soven produced
exterded-spectram fi-lacmmases {ESBLs). They were ident-
fied as E col {chreg) and K pneumaonion (fowr). The Mro-
Scan system wamed of the possbilicy of EXBL predwcian in
the sewven isolates. The VITEK-2 system detected ESBL pro-
duction i free sraims dn teo of the four K pnesumeonios=
HFRNS a0 antbagram resismant paccern was detsceed bur
weas not compatible with an ESBL peofds and reported as
Incoberent phenotyps by the VITER-T sofoware

The average times requared to abtain an identification and
susceptibiey readt by using the direct test applied to the

VITEX-2  Compact  system  wers 457+ |30 b and

TABLE 1. Mumibar af mlar errars by antibeatie and systar
after resolition of discrepancie

VITEH:T Corrgeact

o o TR

i

H
4

&
g
Tk

G651 £ 164 b, respectively. Mo satisscally. significant differ-
@nca weas fpupd 0o the averags tme oo result beveen the
direcy arad the standard procedure in the VITEK-2 Compact
systein, This system proveded o final ideraifieation  and
suscapubilicy rasult in <6 b for B0% of the samplas vased,
The tme needed to obmin a final idencificodan and susoapms
bility resudr with che MicreSan system was 18-24 h for both
inpoulation prawacols:

Disciussion

Using the direct methed, both systems comrectly identified
=30% of the Enterobocenocsae isolites ncluded in the study
and 87% of P eenginosd isolates, Other tomparative evalua-
tigrn of the swsceptibility testing spaterns have suggested that
wery majot errers should oceur in <1.5% of all tests, and the
averall agresment  beosesn teit and reference  method
should be superior v 35% [ 1], In owr swudy, we fownd onby
0.36% of vary majsr ervors, and the parcenmge of complare
agreemaent In tee suscepublity snd resHISNCE CROECTIRS wid
6% n both sywams. As shawn by Waites ecal [11], mines
efror: sccumndased In tha  Injerrmesiate eazegory. “Bruir
of al ]_5] obained similar resules when wsung VITEK-T direct
inpculation from positve BACTEC blood culture bordes In
this case, they used resinconmining bottles and WITEK-Z
fluorescens sdencificacion cards. Owur proocel, consisong of
two centrifygation steps, is sacy o perform and allows chars
coal oo be remaved so that dentification and  suscepribilicy
resules usmg the ID=GM colormetnc YITER-Z idenoficaton
cards and AST-RIHF susc=pribdfity cards yelded stsfactory
remlts

Several stisdies have demonstrated the atfverse effecy of
defays in eMective initistion of antimiorabial thesapy on patient
survival |3, 12— 14} In our hospital, ESBL-producing Enterabarte-

0003 The Raiteard
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rhagege ared multirassicane P genighons) have Became endamic,
ceuzing aearly 20% of infactiona. Thanefore, thi parcantage of
inadequate empirical therapy is high, The YITEK-2 Compact
spziem of rapld anomicroblad testing  prowides, direcdy
froom FAMN BacTIALERT positive blood cultures, reliabie sus-
:lpl:ﬂ:lllry resules i B.52 4 1,64 b, :.hwln: reducsosn  of
terrearcund time o spprosimatcely 14 b These data permit
the initiapon of conmact ischoon measures and the changing
of rzdequare emparical treaonent soconar than i convens
tioral methods are wsed. Other studies have shown thar
rapid identificadion. and siscepobility testing resefos in eardier
switches i antibictic tharapy. narrowing the spettrem and
reducing total antibscds: corswmption |1, 15].

In thizs study, we demonstrate the dssfuliess of the
protocel for divect identifcation and susceptibility testing of
Erternboctenicess  from BacTIALERT P& and FN Bottles
conmineng dharcos perthcles. The (dentificatkan and suscepri-
baliy resting of mon-fermenters Tollowing derace Inocilagion
sppasred 1o be less redabla, B owa tested  @nly nine
frging, g these results must B interpreved with axoremes
caution. Chur stady s alsa bmaed by the faco that we did
not west Grame-positvee cocol. which are wnplicated i @
large amaount of posimive blood oulnems Gram-positee
microarganisms, pn.rtJl:LH:ﬂ]r smphylococol, adhere .ﬂ:rﬂngl'rl
m charcoal particles: this face may therefare have conoribs
wted o our lack of success m developing a protocol far
drect tesong from FAN bottles. Further smdiss are needed
o validare 2 methodology with the cpaoty o refably
identify and provide correcc  suscepribility resules  from
bsod  cultures  yielding  Gramepositive  microorganisma,
Pokprnicrobial blood oulteres with Gramenegative organisms
ware not incleded in the study, but the present technague
has demonstrated, m our daily routine (data not shown),
that it can ba used o provide direct susceptibilicy best
rasults in Hiese ckses,

Ax the geal of the microblology Bboriory B b provide
rapid, relishbe and dinically ralewant resultz, direct inoculagion
af WITEK-2 cards Trom positve besd culres can halp <ini-
cians o move rapicly desermine. adequane oeamment. How-
ever, the use of this procecure imphes a shilled roview of
potential Inaccuraces stemming from podpmicrotilal culoeres.
Thus, & clinkcal micrabdologist should ke avallable during the
evening schedule Odherwize, the avernight Micre&oan pansl
could ke a good option
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 Abstract Background - Res

Several studies have demonstrated the adverse effect of delays in effective initiation of This easy protocol using VITEK-2 compact directly from positive FAN BacT/ALERT battles permit to start isolation I:"’E'fez’cf“r:;f;i}’"i"m““"” agreement between direct VITEK-2 system and the
antimicrobial therapy in dinical evolution of sepsis. Decreasing the time need to obtain the i ~ 24 h, sooner than usil ional methods.
gram-positive particularly identification (ID) and ibility (AS) results led to significant reductions in patient mortality The coagulase tub test performed directly from positive bottles showing staphylococci, was positive only in _ _ _

" i Interpretative  No.of No.ofstrainsin  No.of Noof  No.of minor
adhere strongly to charcoal particles which limiter direct blood culture S oA R ists' 19/35 (54.2%) in4 hours s anibiors ayreement veymor o eors
testing, We describe the reliability of the Vitek-2 Compact (bioMérieux) Automated identification and susceptibility testing systems used directly from positive blood tested (L) f,,',:‘)"f (%) (%)
for direct identification (ID) and susceptibility (AS) testing from the culture bottles offer the possibility to obtain results the same day a blood culture was detected as ;r:lzlnclzﬁsim i mlm‘gl:k 2for gram-pos directly Slauhvln(-nnd
BacT/ALERT system positive. We previously validated a protocol for ID and AS testing of Gram-negative rods directly NERDET o SaIate Susceptible 1042 1042(100%)

(bloMerieux) when using FAN bottles. from positive BacT/ALERT FA and FN blood culture bottles (bioMérieux, Durham, NC, USA)* Spedies Teded  Comecly  Undented Misdentied Intermediate 29 26(89.65%)

¢ Absorbent charcoal partides contained in FAN bottles can potentially interfere with direct testin Nt Resisint 2 28MB7II%)
Methods: ID-GP, AST-P588, AST-P589 and Vitek-2 Compact cards were Pal . ) ) P Vl 9 el Table 2: Average time to Identificati Total 1340 1329(99.17%) 60(2.23%) 0 5(0.37%)
used for ID and AS testing; coagulase tub test was performed directly procedures. positi particularly adhere strongly to charcoal S 5 2(80%) 4 7 Susceptibility results using direct VITEK-2 Compact
from positive blood cultures showing staphylococdi, in 19 cases. A § mL particles; this fact may have contributed to the lack of success in developing a method for Gram- S.epidermidis 5 24(96%) 0 L T— Enterococcci

- 10 8 2 0 ificatic =

aliquot was sonicated 10/, then centrifuged at 750g, 2", The testingfrom FAN bottles. ez vepie D g e ; f"mv“:_'e 122 :g";zt::'ﬂ)
(1-2mL) was sonicated 5' and then centrifuged at 2000 g, 5'. The Micrococcus luteus 1 1 0 0 e ntermediate (86.6%)

Staphylococci 9212 Resistant 13 241(99.17%)
g = . Enterococd (25)
e g e Ob]eCtlve £ faecalis 1B 1(a5%) 0 1 Enterococcci 9543 Total 0 34(9863%)  1041%)  2(109%) 3(0.68%)
procedure from fe thod. 7 0 4

- 8 Efaecim S(3%) The denomintor fr e ery major errors 5 et rumbe of MICs indicatig baceral resisarce Geterned by the standad
Results: A total of 114 positive blood culture samples showing gram- To evaluate the rellability and accuracy of a protocol designed for direct ID and AS testing of Total 114 95(83,3%) 6 13 ot S T P ki o i B
ol oo 161 e onsiiot, & e o i ok ke et el e ol s e M s e
D g pa , Marcy ] 3 Souns
genera was isolated in 88 cases, (S. aureus 53, . epidermidis 25, other directly from positive BacT/ALERT FA and FN blood culture bottles. o

i o e it 00 m
faecium 7. Vitek-2 compact correctly identified 93/114 (81.5%) of i
samples. The direct coagulase tub test identified 11/19 (58%) of S. Materlals & MethOds

i :

aureus in 4 h. From the 1780 combinations giving a susceptibility

category, overall agreement was 99%. Vitek-2 yielded 7 very major J ' ' 1. Vitek-2 Compact system provides rapid and reliable results directly from positive FA and FN
errors (0.5%), 2 major errors (0.5%) and 8 minor errors (0.5%). s 1D-GP, AST-P588 and AST-PSES Vitek-2 compact cards were used for ID and AS - BacT/ALERT blood culture bottles containing charcoal particles.

Average times to obtain direct ID and AS results were 5.6+1 h and ey \ 2. A simple method to remove charcoal allows ID and AS results the same day the blood culture is
9.9+1.2 h respectively for Staphylococci and 3.68+1.3 h and 9.56+3 h iti i

1037°C g i 24h.

g g testing. A coagulase tub test with rabbit plasma (bioMérieux) was performed
N \ directly from positive blood cultures.
for Enterococci. 3 é

We used the results obtained with the standard inoculation procedure as the

[ -
o :
reference method. Discrepant ID or AS results were resolved performing the API y -
20E (bioMérieux) and the E-test (AB Biodisk) respectively. Category susceptibility sarec ;:&t “ e Refe renCeS

Condusions: Vitek-2 Compact system provides rapid and reliable results
directly from positive FA and FN BacT/ALERT blood culture bottles
containing charcoal particles.

A simple method to remove charcoal allows ID and AS results the same disagreements were classified as follows: very major error (false susceptibility) l Makea
day the blood culture is detected positive reducing turn-around time to ~ when the result was susceptibility with the direct inoculation method but resistance - ] - eyt 1, Seifert H. The clinical importance of microbiological findings in the diagnosis and management of
2h, with the reference procedure; major error (false resistance) when the result was ; i “2"““;‘“}['5‘ bloodstream infections. Clin Infect Dis 2009; 48: $236-45.
3 . i " A B e with saine
resistance with the direct inoculation protocol but susceptibility with the reference = o float zmu solucion 2. Hyle EP, Lipworth AD, Zaoutis TE et al. Impact of inadequate initial antimicrobial theraphy on mortality in
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Accuracy of Vitek-2 Compact for Rapid Identification and Susceptibility Testing Directly from
Positive Paediatric FAN BacT/ALERT Blood Culture Bottles

unBe

Table 4: patients characteristics and antibiotic switches after rapid

Table 1: Vitek 2 for identification dil i ibili i I e e
Badkground: The aims of the study were to design a Despite advances in diagnostic techniques and treatments, sepsis remains a major positive blood cultures it Table 3: Susceptibility category agreement between direct VITEK-2 system and the reference method reporting of identification and susceptibilityresults.
simple procedure to remove charcoal particles from FN cause of paediatric morbidity and mortality, specially among neonates, the critically ill Number of isolates Nu.':]f No.ofstrains  Noofvery  No.of No.of Case | Rskfacor | Souce | Wiroorgansm | Empiical | Defintive
. o ¢ T - Spedies e antibiotics in agreement  major erTors  major erors  minor errors treatment | treatment
Pacdliatric BacT/ALERT battles (bioMerieux) that permit and the immunocompromised, A delay in effective nitiation of antimicrobial therapy Hested | \Comvecty Mnkdcanfie) Miosent il tested (%) %)* (33 % T e | oaeer | S | Vancomyen | Geepne
rapid identification (ID) and susceptibility (AS) results. may lead to a poorer outcome With the increasing incidence of sepsis due to Celotaxime
— - . . E Staphylococci (7) 2 Premature Primary K. pneumoniae | Piperacillin/tazob | Cefuroxime
phy U]
To analyse their impact on dlinical management of multiresistant microorganisms (ESBL, P. aeruginosa and MRSA) an inadequate SR 5 i o i Susceptible 86 8 acam
paediatricsepsis. empirical antibiotic therapy is more likely to occur. Automated identification (ID) and Cﬂaﬁlﬂﬁmam 2 2 0 0 —— . i R e | G | e | V| cfiie
S T r staphylococci = " =
Methods: Vitek-2 Compact cards (bioMerieux) were used susceptibility (AS) tesﬂng systemslllke VITEK-2 Compact (bioMérieux, Marlcy LEtoile, o R Resistant 3 3 4 Urinary. E.colf c:;mm Gentamicin
for ID and AS testing; for Gram-negative rods (GN) a France) offer the possibility to provide results the same day a blood culture is detected (;:; y \ , , \ ol T 120(100%) ) i § = S | B ‘m FE
I i g as positive®*, Absorbent charcoal particles contained in FN Paediatric BacT/ALERT oncasm. ; [eboinie
SmL aliquot was centrifuged at 60 g, 10 The pos pa Kiebsiellaspp. 3 3 0 0 Enterobacteriaceae | Immunossupre | Catheter | . epidermidis Cefepime | Vancomycin
supematant (SP) at 900 g, 10", The sediment was (bioMérieux, Durham, NC, USA) blood culture bottles can potentially interfere with the Ecoli 3 3 0 0 Susceptible 197 197 sion Gentamicin | Cefepime
adjusted to Mc Farland (MF) 1; for Gram-positive cocci direct testing procedures. Two simple and rapid protocols for identification and Enterobacter spp. 2 i 0 » S o R I | ey | kel e
(GP), 5-mL was sonicated 10', then centrifuged at 750g susceptibility testing of Gram-positive cocci and Gram-negative rods directly from Ti;ﬂfmw 110 - “;m g : Resistant 5 & s osompR | S s Cepholathin
2', The SP (1-2 mL) was sonicated 5' and centrifuged 5 positiveFN d e Total 16 M5(90.6%) 0 0 1(0.004%) o | premawe | Gtheter | Edoace 5 e
ot 2000g; THE semak s adjisted to M L7152 — “Raoutell omithinlytca : 0 | renawe | e | sowes gt
Standard inoculation procedure from bacterial isolates objectlves ;‘;:"m"" E 365 (99.7%) g o 1(0.0027%) I Urinary Ecoll ampicilin | Ampicilin
rol riaceae Gentamicin
were used as reference method. . " s _— - - -
) dxble 2 eroge time Iy Ideotiicaton and seepttifly ¥The denomintor for the very meforerrs s the totlrumber of MICs ndicating bcterl resistance detemined by B iy | ot ;o
Results: A total of 20 paediatric blood culture samples 1.To iabil of two s designed for ID and AS " fac st the standard method. For the major eror rete is the total number of MICs indicaing bacteral susceptbity 5| premature | Avdominal | K preumonize | Cefotaxine__| Cefurosime
. N P dentification | Susceptibility determined by the standerd method,and that for minor emors, the denominator ndicates total antbiotc MIC
showing GN or GP bacteria were investigated. An testin o i ; ; 1
g of Gram-positive cocci and Gram-negative rods using VITEK-2 Compact system (hours) (hours) combinations,
Enterobacteriaceae was isolated in 13 cases, S. aureus 5, y positive FN bottl ‘ Direct blood 29546 ki
coagulase-negative staphylococci 2. Vitek-2 compact Ll

correctly identified 16 of the 20 samples, It showed 80%
agreement in bacterial ID. From the 366 combinations
giving a susceptibility category, overall agreement was
99.7%. Vitek-2 yielded only one minor error. Average

2.To analyse theirimpact n clinical management of paediatric sepsis.

Materials & Met

Conclusions

1. This easy protocol using VITEK-2 compact directly from positive FAN BacT/ALERT bottles permit

times to obtain ID and AS results directly from blood s - to start isolation measures and effective treatment ~ 24 h. sooner than using conventional
culture bottles were 5.1+15 h and 7.7+19 h ‘:‘ —: § iy ‘ ID-GP, ID-GN, AST-P588, AST-P589, AST-P589 and AST-112 VITEK-2 compact cards - bl —»E methods.

respectively. In 13/20 patients (65%), this method g i = were used for ID and AS testing. We used the results obtained with the standard E e R 2 ful 1‘3/zn patients (65%), this method provided results that determined early changes in
provide results that determined early changes in - sm inoculation procedure as the reference method. Discrepant ID or AS results were warec

antibiotic treatment. In 10 patients, antibiotic treatment
was streamlined. Inadequate empirical therapy was
changed in 2 and contact isolation measures were
initiatedin one patient.

Condusions: Vitek-2 Compact system applied directly
from positive FN Paediatric BacT/ALERT blood culture
bottles allows identification and susceptibility results the
same day the blood culture yield a positive result, This
technique permits application of appropriate therapy
sooner than conventional methods.
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2 compact

resolved performing the API 20E or NE for Gram-negatives, the ID 32 STAPH or the
rapid ID32 STREP (bioMerieux) for Gram-positives and the E-test (AB Biodisk)

Category i were dassified as follows: very
major error (false susceptibility) when the result was susceptibility with the direct
inoculation method but resistance with the reference procedure; major error (false
resistance) when the result was resistance with the direct inoculation protocol but
susceptibility with the reference method; and minor error when a susceptibility result
of "I" was obtained with the direct procedure and a “S” or "R" with the reference
protocol, or a susceptibility result of "I" was obtained with the reference method and a
susceptibility result of "S” or "R” with the direct procedure. Both protocols for direct
1D and AS testing are detailed in figure 1.

VITEK2 Compact
Evening resding of ety
(sameday)

—« Subculture

37.1415h
AS307£19h

Grafic 1: turn-around time using VITEK-2 compact directly from positive
blood cultures vs the conventional method.
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