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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La sangre en el torrente sanguíneo del humano es totalmente estéril. Eventualmente puede verse invadido por microorganismos, debido a la utilización de sistemas invasivos como catéteres, procedimientos quirúrgicos, etc.; o bien por la incapacidad del sistema inmune para combatir a los agentes invasores.

La presencia de microorganismos circulando en el torrente sanguíneo de un paciente ha sido la importancia sustancial diagnóstica y pronostica. El cultivo de sangre positivo establece o confirma que hay un agente etiológico causando la infección en el paciente. Además, también provee la prueba de susceptibilidad antimicrobiana para el agente etiológico al cual, a su vez, permite la optimización del antibiótico terapia.
Desde el punto de vista clínico, un cultivo de sangre, en el que se aísla un microorganismo, indica una falla en las defensas del huésped para contener la infección en su ubicación primaria o una falla del médico para eliminar o erradicar el foco de infección en su ubicación. El microorganismo aislado en el cultivo provee una importante información diagnostica de la enfermedad.

Solamente unos pocos estudios han intentado establecer la óptima frecuencia de hemocultivos para maximizar el aislamiento de microorganismos en la sangre. Datos experimentales demuestran que la entrada de una bacteria hacia el torrente sanguíneo es seguida por un lapso de aproximadamente una hora antes de desarrollarse en fiebre y escalofríos.

Dado de que no existen estudios que presenten los porcentajes de hemocultivos positivos, negativos y contaminados en el Hospital Nacional Rosales, que puedan respaldar el adecuado procedimiento de éstos por parte del laboratorio y como estos resultados guardan una relación directa con la capacidad diagnóstica del laboratorio, es por eso que ante la falta de este conocimiento nos impulsa a buscar respuestas o soluciones a esta problemática y realizaremos una comparación de resultados de hemocultivos entre la metodología manual y automatizada utilizando el equipo BACTEC 9050 en el período de Octubre a Noviembre del 2009, además de establecer las características y beneficios de los diferentes métodos, por último identificar cuáles son las bacterias más frecuentemente aisladas, por ser hospital de la red pública que atiende el mayor volumen de la población salvadoreña.

Debido a que la piel humana normal está constantemente cubierta por la flora normal, es importante tomar la muestra con precauciones especiales.
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En base a lo anterior surgen las siguientes interrogantes de investigación:

1. ¿Cuál es el porcentaje de positividad de hemocultivos de pacientes del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre del 2009  utilizando el método manual y el método automatizado con equipo BACTEC 9050?

2. ¿Cuál es el porcentaje de negatividad de hemocultivos de pacientes del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre del 2009 utilizando el método manual y el método automatizado con equipo BACTEC 9050?
3. ¿Cuáles son las características y beneficios de los métodos manual y automatizado utilizando equipo BACTEC 9050?

4. ¿Cuáles son las bacterias más frecuentemente aisladas de pacientes con hemocultivos positivos en el Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre del 2009 utilizando el método manual y automatizado con equipo BACTEC 9050?
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OBJETIVOS

(  OBJETIVO GENERAL:

-- Realizar un análisis comparativo de resultados de hemocultivos entre la metodología  manual y automatizada utilizando equipo BACTEC 9050 en el Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre del 2009.

(  OBJETIVOS ESPECÍFICOS:

1. Determinar  el porcentaje de positividad de hemocultivos de pacientes del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre del 2009 utilizando el método manual y método automatizado con equipo BACTEC 9050.

2. Determinar el porcentaje de negatividad de hemocultivos de pacientes del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre del 2009 utilizando el método manual y automatizado con equipo BACTEC 9050.
3. Establecer las características y beneficios del método manual y el método automatizado utilizando equipo BACTEC 9050.

4. Identificar las bacterias más frecuentemente aisladas de pacientes con hemocultivos positivos en el Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre de 2009 utilizando el método manual y automatizado con equipo BACTEC 9050.
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HIPÓTESIS

1. Hi La frecuencia de positividad de hemocultivos de pacientes del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre de 2009 utilizando el método manual y el método automatizado con equipo BACTEC 9050 serán diferentes estadísticamente.
2. Ho No habrá diferencia estadística significativa de la frecuencia de positividad de hemocultivos de pacientes del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre de 2009 utilizando el método manual y el método automatizado con equipo BACTEC 9050.
3. Hi La frecuencia de negatividad de hemocultivos de pacientes del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre de 2009 utilizando el método manual y el método automatizado con equipo BACTEC 9050 serán diferentes estadísticamente.
4. Ho No habrá diferencia estadística significativa de la frecuencia de negatividad de hemocultivos de pacientes del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre de 2009 utilizando el método manual y el método automatizado con equipo BACTEC 9050.
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MARCO TEÓRICO

 Bacteriemia se define como la presencia de bacterias en la sangre que se pone de manifiesto por el aislamiento de éstas en los hemocultivos. La bacteriemia es una complicación grave de las infecciones bacterianas, con importante implicaciones pronosticas (20). La sangre se cultiva para buscar e identificar bacterias u otros microorganismos (levaduras, hongos filamentosos). En los individuos sanos la sangre es estéril, la detección de bacterias en la sangre proveniente de pacientes con procesos febriles por medio del hemocultivo constituye una de las prioridades del laboratorio clínico ya que ayuda a definir la etiología de muchas enfermedades (17).
Existen tres tipos de bacteriemia:

1. TRANSITORIA: usualmente benigna y delimitada, debida al manejo de procedimientos invasivos como la cirugía y los trabajos dentales, las cateterizaciones, los exámenes endoscópicos, etc.

2.  INTERMITENTE: ocurre cuando el pasaje de las bacterias es oscilante. La sangre por instantes tiene microorganismos ó se encuentran ausentes, esto puede ocurrir varias veces. Se presenta sobretodo en abscesos, neumonías y pielonefritis. 

3. CONTINUA: esta ocurre asociada a la endocarditis y otro tipo de infecciones intravasculares, también, en la fiebre tifoidea y la brucelosis. (6).

Septicemia es el término que se usa para describir una bacteriemia que se acompaña de signos clínicos de infección grave, tales como escalofríos, fiebre, malestar general, signos de intoxicación e hipotensión arterial; en su forma extrema produce un estado de choque. El choque puede estar causado por endotoxinas producidas por bacilos Gram negativos. 

La recuperación de las bacterias de la sangre depende de estos factores:

1. Siempre que sea posible, debe extraerse sangre antes de administrar antibióticos. Lo mejor es extraerla cuando se prevé que el paciente presentará escalofríos o una elevación febril. Se recomienda hacer dos o, mejor aún, tres hemocultivos con intervalos de una hora aproximadamente (o menos si el tratamiento no puede retrasarse). Rara vez está indicado practicar más de tres hemocultivos.  Como el número de bacterias por mililitro de sangre suele ser bajo, importa extraer una cantidad suficiente: en los adultos, 10 ml por punción venosa (venopunción); en los niños puede bastar con 2 a 5 ml; en los lactantes y recién nacidos, lo más que puede obtenerse es a menudo 1 ó 2 ml.  
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Se ha visto que cantidades mayores a las recomendadas no favorecen el aislamiento de los microorganismos por el contrario al existir mayor cantidad de sangre habrá mayor número de factores inhibitorios en el plasma como lo son el complemento, los anticuerpos y otros elementos del sistema inmune. A menor cantidad de sangre de la recomendada, también se reducirán las probabilidades de aislar microbios debido a la reducción del número de microorganismos en la muestra. (6).

2. La relación entre sangre y caldo de Tripticasa soya debe ser siempre 1:10, es decir sangre al diez por ciento en caldo, con el objetivo de evitar la coagulación de la sangre.

3. La presencia de inhibidores bacterianos en el suero, tales como anticuerpos, complemento o antibióticos.

4. los métodos de cultivo en el laboratorio de microbiología.

5. Las características de la bacteria de ser “fastidiosa”, es decir que requiere un medio de cultivo enriquecido y una temperatura de incubación diferente a la de los aeróbicos estrictos.

CRITERIOS  PARA LA TOMA DE HEMOCULTIVOS

Los cultivos de sangre son indicados siempre que el médico sospecha clínicamente que puede existir una bacteriemia significativa. La bacteriemia puede estar presente en varias formas:

· Como una septicemia clásica con invasión del torrente sanguíneo desde un foco de infección acompañado de malestar, incremento del pulso, incremento de la temperatura y escalofríos seguidos de fiebre y postración.

· Como “sepsis” en el recién nacido, niños y adultos comprometidos inmunológicamente.

· Como parte de otra infección crónica, como la enfermedad gonocóccica diseminada.

· Como parte de una diseminación en ciertas infecciones severas tales como meningitis, neumonía, abscesos profundos, o en infecciones biliares.

· Como resultado de una infección intravascular localizada, como una válvula cardiaca (endocarditis bacteriana) o en un vaso sanguíneo infectado y algunas veces trombosado. (10)
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INDICACIONES DE LOS HEMOCULTIVOS.

Es imposible detallar todas las situaciones en las que se deben extraer hemocultivos, pero de forma general, deben realizarse, antes de la administración de la terapia antimicrobiana sistémica, siempre que existe sospecha clínica de sepsis, meningitis, osteomielitis, pielonefritis, infección intraabdominal, artritis, infecciones graves de los tejidos blandos, neumonía, endocarditis y fiebre de origen desconocido(absceso oculto, fiebre tifoidea, brucelosis, etc.). Los signos que orientan esta sospecha incluyen:

· Fiebre alta mayor de 38.5º C o hipotermia.

· Estado de shock no explicado por causas hemodinámicas.

· Infecciones localizadas que pueden complicarse con bacteriemia como neumonía, pielonefritis, meningitis, infecciones intraabdominales, infecciones graves de la piel o tejido celular subcutáneo.

· La presencia de leucopenia, leucocitosis, trombopenia o granulocitopenia no relacionada con procesos hematológicos.

· Deterioro uni o multiorgánico de etiología no aclarada.

· La extracción hemocultivo esta indicada, así mismo, en niños pequeños o ancianos con disminución súbita de la vitalidad, ya que estas poblaciones pueden no presentarse los signos y síntomas típicos de la bacteriemia. (11)
HEMOCULTIVOS POR EL MÉTODO MANUAL

· TOMA DE LA MUESTRA

DESINFECCIÓN DEL FRASCO DE HEMOCULTIVO

Destapar el frasco con caldo de hemocultivo, para descubrir el tapón de hule perforable. Dejar la tapadera a un lado, y con un algodón empapado en solución de yodo al 3 por ciento en alcohol (tintura), limpiar bien el tapón perforable. Dejar secar mientras se atiende al paciente.

VENOPUNCIÓN

La muestra de sangre debe extraerse de una vena, utilizándose generalmente la del antebrazo, la extracción no debe hacerse a través de catéteres intravenosos o intraarteriales. Cada muestra de sangre se debe obtener de lugares de venopunción diferentes. Colocar la ligadura en el brazo del paciente, luego palpar la vena y localizar con precisión el sitio donde se va a puncionar. (ANEXO 1).
DESINFECCIÓN DE LA PIEL

La piel en el sitio de la punción debe desinfectarse meticulosamente con un buen bactericida: tintura de yodo, yodopovidona al 10%, alcohol al 70% o clorhexidina al 0.5% en alcohol al 70%. 
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Antes de extraer la sangre hay que dejar el desinfectante por lo menos 2 minutos en la superficie de la piel. (17). Luego limpiar el sitio de punción con un algodón con alcohol, con movimientos circulares en forma de espiral que se inicie en el sitio de punción. Después de esta preparación no se debe volver a tocar la vena.

EXTRACCIÓN DE LA MUESTRA DE SANGRE

Con una aguja y jeringa estériles, puncionar la vena y obtener asépticamente   5 ml o más de sangre. Nunca debe cambiarse aguja después de obtener la sangre, excepto cuando se falla en el intento de hacerlo, y se punciona en otro sitio. No debe ponerse algodón u otro material no estéril sobre la aguja en el momento de sacarla de la vena. Los frascos deben inocularse rápidamente para evitar que se coagule la sangre en la jeringa, atravesándolo con la aguja en posición vertical. Debe invertirse varias veces el frasco para mezclar la sangre con el medio de cultivo. 

CANTIDAD DE SANGRE

Inyectar exactamente  5 ml de sangre en el frasco que contiene 45 ml de caldo tripticasa soya, o 10 ml en un frasco con 90 ml de caldo tripticasa soya. En los hemocultivos pediátricos, inyectar 2.5 ml de sangre en 25 ml de caldo tripticasa soya.

NÚMERO  E INTERVALO DE  LAS EXTRACCIONES

El número de los hemocultivos considerados óptimos para la identificación de una bacteriemia es de 2 a 3 muestras en 24 horas con un intervalo entre ellas superior a 1 hora. Las ventajas de los hemocultivos seriados son las siguientes:

· Hay menor probabilidad que pase inadvertida una bacteriemia transitoria.

· El papel patógeno de los saprofitos aislados se confirman si en más de un hemocultivo del mismo paciente se aísla la misma bacteria. 

· MEDIO DE CULTIVO
Los medios pueden prepararse en el laboratorio, en recipientes de vidrio esterilizables y con doble tapón, el interno perforable, añadiendo anticoagulante y además enriqueciendo el medio con Extracto de Levadura para una mayor recuperación de microorganismos. Los caldos BHI (infusión de cerebro y corazón de buey) o Tripticasa-soya dan buenos resultados. Usualmente el hemocultivo para anaerobios no se efectúa, a menos que se cuenten con botellitas anaerobias comerciales; sin embargo, algunos anaerobios aerotolerantes eventualmente pueden crecer. (ANEXO 2).
Agitar suavemente las botellas ya inoculadas, e incubar a 36ºC. (16)
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TRANSPORTE DE HEMOCULTIVOS AL LABORATORIO
Cada frasco con la sangre inoculada debe ser debidamente identificado con los datos del paciente (Número de registro, nombre, apellido, servicio, número de cama), así como el diagnóstico del paciente, el tratamiento antimicrobiano que puede estar recibiendo. Los frascos, con su debida identificación, deben transportarse al laboratorio inmediatamente. Solo deben mantenerse a temperatura ambiente durante cortos períodos de tiempo para no afectar la posterior recuperación de microorganismos.

Los hemocultivos que presenten los siguientes parámetros deben ser rechazados y debe tomarse nueva muestra:
-- Viales etiquetados incorrectamente o sin identificación.
-- Tubos o botellas quebradas, dañadas o goteantes.
-- Muestras coaguladas.
-- Tubos que contengan otro anticoagulante que no sea polianetol sulfonato de sodio.

· PROCESAMIENTO DE LOS HEMOCULTIVOS

TIEMPO DE INCUBACIÓN
1. Los frascos de hemocultivos se deben incubar a una temperatura de 35-37ºC por 7 días y examinar regularmente dos veces al día (por lo menos durante los primeros tres días) en busca de signos de proliferación microbiana. Un cultivo estéril suele presentar una capa de sangre roja sedimentada recubierta por un caldo transparente de color amarillo pálido. (17)

2. Con mucho cuidado para que el caldo no se agite, examinar los frascos contra la luz, para buscar alguno de los siguientes signos visibles que indican crecimiento bacteriano, los cuales orientan hacia el tipo de bacteria que está creciendo:
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OBSERVACIONES EN HEMOCULTIVOS QUE ORIENTAN EL DIAGNÓSTICO BACTERIOLÓGICO

	Signo visible
	Posible bacteria

	Turbidez
	Bacilos gram-negativos aeróbios

Staphylococcus spp.

Bacteróides spp.

	Hemólisis
	Streptococcus spp.

Staphylococcus spp.

Listeria spp.

Clostridium spp.

Bacillus spp.

	Formación de gas
	Bacilos gram-negativos aeróbios

Anaeróbios

	Colonias visibles como “motas de algodón”
	Staphylococcus spp.

Streptococcus spp.

	Formación de película
	Pseudomonas spp.

Bacillus spp.

Levaduras

	Formación de coágulo gelatinoso
	Staphylococcus aureus

	Coloración verdosa (raro)
	Pseudomonas aeruginosa


3. En caso de observar cualquiera de estas características, agitar suavemente, limpiar el tapón perforable con algodón y alcohol, puncionar con jeringa y aguja estériles (puede ser de tuberculina) y aspirar una pequeña cantidad del caldo. Inocular una gota, luego estriar con asa sobre una caja de agar sangre de carnero y una caja de agar chocolate; incubar ambas cajas en jarro con candelas. Es aconsejable sembrar tres gotas de hemocultivos, pero sólo estriar una. Si no se observa crecimiento en las gotas no rayadas y lo hay en las estrías, posiblemente se trata de contaminación. Simultáneamente, dejar secar dos gotas del caldo sobre un porta-objetos; colorear con gram.

4. Observar cuidadosamente el frotis de Gram con lente de inmersión, pues la observación de las bacterias es la base de su caracterización. Además, algunas bacterias como Haemophylus influenzae no produce signos visibles en el caldo. Si se observa bacilos o cocobacilos gram-negativo, inocular adicionalmente una caja de agar MacConkey; incubar aeróbicamente. Esto es especialmente importante para el aislamiento e identificación de Salmonella typhi.
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5. Si se observan cocos gram-positivos esféricos y con tendencia a agruparse en racimos, inocular una caja de agar manitol-sal, para facilitar el aislamiento e identificación de Staphylococcus aureus. 

Si se observan diplococos o cadenas cortas de cocos gram-positivos ovalados, aplicar los discos de optoquin y bacitracina sobre la segunda estría del agar sangre de carnero, para acelerar la identificación presuntiva de Streptococcus pneumoniae y Streptococcus pyogenes.

6. Rutinariamente, revisar los hemocultivos aparentemente negativos. Proceder así: hacer asépticamente un frotis de gram del caldo a las 48 horas, y también al sexto día de incubación. La incubación prolongada puede producir una leve turbidez de fibrina. (16)

INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS

Con siete días de incubación a 36ºC se recupera el 95% de las bacterias clínicamente significativas. Identificar los crecimientos bacterianos según el caso, con las técnicas descritas. Algunas bacterias frecuentes en hemocultivos positivos, son las siguientes:

	Microorganismos Gram negativos


	Microorganismos Gram positivos



	Escherichia coli

Klebsiella spp.

Enterobacter spp.

Proteus spp.

Salmonella typhi

Salmonella spp distintas de S. typhi
Pseudomonas aeruginosa

Neisseria meningitidis

Haemophylus influenzae

Bacteróides fragilis (anaeróbio)

Brucella spp

Pseudomonas pseudomallei (en ciertas zonas)
	Staphylococcus aureus

S. epidermidis

Estreptococos alfa-hemolíticos

(viridans)

Streptococcus pneumoniae

Enterococcus faecalis (grupo D)

Estreptococcus pyogenes (grupo A)

Streptococcus agalactiae (grupo B)

Listeria monocytogenes

Clostridium perfringens

Peptostreptococcus spp (anaeróbios)

Candida albicans y otros hongos semejantes a levaduras (p. ej., Cryptococcus neoformans)


Spp.: Especies.
(17)
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ETIOLOGÍA Y SINTOMATOLOGÍA DE SEPTICEMIA

	SIGNOS Y SÍNTOMAS
	BACTERIA POTENCIALMENTE ASOCIADA

	Fiebre en picos

Escalofríos

Murmullo cardíaco (endocarditis)

Petequias en piel y mucosas

Hemorragia puntiforme en uñas

Malestar


	Streptococcus pyogenes (grupo A) en todas las edades.

Streptococcus alfa hemolítico (endocarditis)

Streptococcus grupos A, B y D neonatos.

Staphylococcus aureus

Streptococcus pneumoniae

Salmonella typhi (fiebre tifoidea)

Escherichia coli

Bacteroides fragilis y otros anaeróbios.

Pseudomonas aeruginosa


INFORME

1. Los hemocultivos deben reportarse como negativos si no se observan bacterias en el segundo control por coloración de Gram, a los siete días de incubación, nunca antes. Reporte así:
Negativo a los siete días de incubación a 36ºC.

2. Si el hemocultivo presenta crecimiento a cualquier tiempo de incubación, reportar cuando antes la bacteria aislada, identificada si es posible hasta especie, aunque la identificación sea presuntiva. Reportar así:

Se aisló: _______________________, susceptibilidad pendiente.

3. En el caso del aislamiento e identificación de Streptococcus pneumoniae o Streptococcus pyogenes de hemocultivo, reportar así:
Se aisló Streptococcus___________, se recomienda tratamiento con penicilina. Si se trata de Streptococcus pneumoniae si hacer la prueba de susceptibilidad a la penicilina.

4. Después de interpretar los resultados de la prueba de susceptibilidad antimicrobiana, enviar otro reporte, así:
Se aisló: _____________________________________________

Susceptibilidad a: ____________________________________

Intermedio a: ________________________________________

Resistente a: _____________________________________ (16)
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HEMOCULTIVOS POR EL MÉTODO AUTOMATIZADO

ANALIZADOR AUTOMÁTICO PARA HEMOCULTIVOS BACTEC 9050

Se han comercializado aparatos automáticos para las pruebas de sensibilidad, que proporcionan los resultados en períodos de tiempo más cortos que los métodos manuales, debido a que se usan sistemas sensibles de detección óptica. (7). Estos sistemas se basan en la detección del dióxido de carbono que se produce en el crecimiento bacteriano por diferentes métodos, radiométricos, fluorimétricos, espectrometría de infrarrojos, cambios del pH, etc. 

BACTEC fue el sistema automático inicialmente introducido que ha sido utilizado en muchos Laboratorios de Microbiología de centros hospitalarios. Su primer procedimiento de lectura fue el radiométrico, que utilizaba un sustrato marcado con carbono radioactivo (C14) que al ser metabolizado por las bacterias liberaba dióxido de carbono marcado el medio. Su principal inconveniente era la eliminación de residuos radiactivos y ha quedado relegado para el cultivo de ciertos microorganismos como micobacterias. (4)
El equipo automatizado BACTEC 9050 de la serie fluorescente es un sistema no invasivo para cultivo de sangre que monitorea, agita e incuba los frascos continuamente. No invasivo significa en este contexto que no es necesario perforar las botellas para hacer subcultivos. Cuando hay microorganismos presentes, estos metabolizan los nutrientes del medio de cultivo y liberan dióxido de carbono. Un sensor en el frasco responde a los cambios en el contenido del gas producido y detectores fotométricos del instrumento miden el nivel de fluorescencia el cual corresponde a la cantidad de dióxido de carbono liberado por los organismos. La medición es interpretada por el sistema de acuerdo con parámetros pre-programados de positividad. (3). (ANEXO 3)
La lectura de los hemocultivos con el sistema BACTEC está totalmente automatizada. Los datos del paciente, la fecha y el número de frascos se introducen en el ordenador, que asigna a cada uno una posición en bandejas especiales. Los frascos que inicialmente tienen claros signos de crecimiento se separan y el resto se colocan el la posición marcada. Las bandejas con los frascos se depositan en el módulo de lectura, que permanecerá cerrado durante todo el proceso, y ésta es realizada por un cabeza móvil provisto de dos agujas que perforan los tapones de goma. 
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Cada frasco es analizado por separado y es pinchado por dos agujas: una extrae el gas para examinar el nivel de dióxido de carbono y la otra inyecta una mezcla de gases para mantener una atmósfera, aerobia o anaerobia, determinada. El ambiente dentro del módulo de lectura se mantiene estéril con una lámpara de rayos ultravioleta y las agujas se esterilizarán después de cada extracción mediante el calor de una resistencia incandescente. 

Los primeros tres días se recomiendan dos lecturas diarias de los frascos aerobios para acortar el tiempo de positivización. El ordenador almacena los resultados de la lectura diaria de los hemocultivos durante todos los días que permanecen en incubación. Cuando existe un índice de crecimiento superior a los niveles establecidos, el sistema informa ese frasco como positivo. Estos se recogen de la bandeja y se procesan mediante tinción de Gram y subcultivo. (ANEXO 4)
Existen un 2% de falsos positivos, en los que se encuentra un índice de crecimiento elevado y no se consigue aislar ningún microorganismo. Se ha atribuido a la actividad de las células hemáticas y se ha descrito en el caso de pacientes con leucemias agudas. Ante la persistencia de lecturas elevadas se debe descartar la presencia de microorganismos de difícil crecimiento. Para ello se realizarán tinciones especiales y subcultivos a medios que permitan el aislamiento de dichos microorganismos. La sensibilidad del sistema BACTEC es elevada y está claramente establecido que no es necesario realizar subcultivos o tinciones especiales durante las primeras 24 horas ni antes de desechar los frascos, tras 5-7 días de incubación. 

Ello supone ahorro de personal y disminución del riesgo de contaminación debida a la manipulación de los frascos. Además, permite consultar los resultados diariamente mientras dura la incubación. Este sistema se ha mejorado en una última versión en la que las bandejas son introducidas mecánicamente de forma automática en el módulo de lectura. Sus mayores inconvenientes son su elevado costo, las averías mecánicas y la limitación de la gestión de datos que no admite información externa sobre la identificación de los microorganismos y su sensibilidad a los antimicrobianos y lo convierte en completamente nulo para el análisis estadístico de los resultados. 
RECOMENDACIONES

1.- La extracción de los hemocultivos seguirá unas medidas de asepsia muy rigurosas. Se informará periódicamente al personal encargado de la extracción de la importancia de los hemocultivos, de los problemas que conlleva la contaminación de esta muestra y de las normas a seguir para una adecuada recogida. Durante la extracción y el procesamiento de los hemocultivos se tomarán las medidas de protección adecuadas para evitar la adquisición de infecciones como hepatitis e infección por Virus de Inmunodeficiencia Humana.

2.- Se extraerán dos o tres hemocultivos por venopunciones diferentes, cada una con un volumen de sangre de 10 ml que se repartirá a partes iguales en un medio aerobio y en un medio anaerobio.

3.- El frasco aerobio se ventilará y en el anaerobio se evitará la entrada de aire.
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4.- Los frascos se incubarán lo antes posible en estufa de 35-37ºC. 
Nunca se mantendrán en nevera.

5.- Entre las 18 y las 24 primeras horas de incubación se realizará una lectura macroscópica de los frascos. A los que no tengan signos de crecimiento se les efectuará una tinción con Naranja de Acridina o un subcultivo ciego. (4). El uso de la tinción con Naranja de Acridina ha sido recomendado en el examen sistemático de cultivos de sangre en medio liquido, debido a que la técnica es suficientemente efectiva como para eliminar la necesidad de sub-cultivos ciegos de 24 horas. (10). (ANEXO 5).
 Este procesamiento inicial no es necesario si se utilizan aparatos automáticos de lectura basados en la detección de dióxido de carbono. (4). Cabe mencionar que esta tinción con Naranja de Acridina no se realiza en ninguno de los laboratorios clínicos en donde se realiza el estudio, sino ocasionalmente en laboratorios de patología.
MOMENTO DE LA OBTENCIÓN DE LA MUESTRA
Se ha documentado que el mejor momento para obtener la muestra de sangre es entre 2 horas a 30 minutos antes del aumento febril. Sin embargo dado que este momento no se puede predecir, se recomienda en forma arbitraria obtener dos hemocultivos en 24 horas separados por 30 a 90 minutos o bien obtener los dos hemocultivos al mismo tiempo, de diferentes sitios de punción, si se trata de un paciente que va a requerir inicio inmediato de antimicrobianos 

MÉTODO DE OBTENCIÓN DE LA MUESTRA
La muestra debe obtenerse por punción periférica (venosa o arterial), siempre por una nueva punción y debe ser la primera muestra que debe obtenerse si existe indicación de otros exámenes. La muestra obtenida por catéter venoso central en una muestra inadecuada, ya que estudios de microscopía electrónica han revelado que el 100% de los catéteres se colonizan con microorganismos de la piel a las 48 horas de instalados. Por esto, la recuperación de microorganismos en el hemocultivo obtenido a través del catéter puede corresponder al arrastre de las bacterias que están colonizando la superficie interna más que a la presencia de bacterias en el torrente sanguíneo, con un aumento de los falsos positivos.
PREPARACIÓN DE LA PIEL
Este aspecto es esencial si se quiere evitar la contaminación de los hemocultivos, ya que en la actualidad con los sistemas automatizados de hemocultivos que evitan la manipulación de los mismos, prácticamente no existe la posibilidad de que los hemocultivos se contaminen en el laboratorio. 
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Después de la palpación de la vena, la piel debe ser lavada con povidona yodada, lavador quirúrgico, con gluconato de clorhexidina al 2-4% o con agua y jabón. 

La desinfección de la piel se realiza con povidona yodada, tintura de yodo o con clorhexidina alcohólica, según lo que se haya utilizado como lavador, aplicado en forma excéntrica desde el sitio de punción elegido. Se debe esperar que el antiséptico se seque para que ejerza su acción residual. Si se utiliza tintura de yodo, se debe retirar completamente con agua para evitar quemaduras. Siempre la punción debe ser efectuada con guantes, que deben ser estériles cuando se requiere nuevamente la palpación de la vena.

VOLUMEN DE LA MUESTRA
Se considera actualmente una de las variables más críticas en el aumento de la positividad de los hemocultivos. Dado que la mayoría de las bacteriemias son de baja magnitud (< 1 a 10 Unidad Formadoras de Colonias por mililitro) a mayor volumen de muestra obtenido, mayor es la sensibilidad del hemocultivo. Por esto es que las recomendaciones son obtener el máximo de volumen que la botella sea capaz de tolerar manteniendo la relación 1:5 a 1:10 entre la muestra y el volumen de medio de cultivo, esta dilución permite neutralizar las propiedades bactericidas de la sangre y de los agentes antibacterianos que puedan estar presentes en la muestra. Para la gran mayoría de los sistemas automatizados este volumen es de 10 ml para adultos y es variable para los niños según la edad: 1 a 2 ml para recién nacidos, 2 a 3 ml para lactantes de 1 mes a 2 años, 3 a 5 ml para niños mayores de 2 años y 10 ml para adolescentes. 

INOCULACIÓN DE LAS BOTELLAS
En el caso de los sistemas automatizados, se debe descontaminar el tapón de goma antes de puncionar la botella con alcohol y esperar que se seque, ya que el fabricante no garantiza la esterilidad de éste. Existen controversias respecto al cambio de aguja antes de inocular la muestra en la botella, sin embargo un meta-análisis reciente demuestra que el cambio de aguja disminuye el porcentaje de contaminación. En el caso de los sistemas manuales que no son sellados, se debe destapar el frasco para inocular la muestra. Este procedimiento tiene riesgo de contaminación por lo que se debe tener máxima precaución en no tocar las paredes exteriores de la botella con la aguja. 

 NÚMERO DE LOS HEMOCULTIVOS
La recomendación general es obtener dos hemocultivos en un período de 24 horas. La obtención de 2 hemocultivos en 24 horas, no sólo aumenta la probabilidad de recuperar las bacterias a partir de la sangre sino que también permite diferenciar una bacteriemia verdadera de una contaminación. (18)
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PROCESAMIENTO DE HEMOCULTIVOS CON EL EQUIPO AUTOMATIZADO

Luego de la inoculación de las botellas BACTEC PLUS Aerobic y de su transporte al laboratorio por el personal de enfermería, se continúa con el respectivo seguimiento:

INTRODUCCIÓN DE DATOS Y CARGA DE INSTRUMENTOS BACTEC 9050
a.Entering Data into the ComputINTRODUCCIÓN DE DATOS EN EL ORDENADOR: 

• From the Main menu, press [F3] CultuDesde el menú principal, pulse [F3] y• cComplete the following fomplete los campos siguientes: 

· Patient's ID Identificación del Paciente 

· Patient's Name Nombre del paciente 

· Accession Number Número de adhesión 

· Collection Date Fecha de recogida 

· Collection Time Colección Tiempo 

· Hospital Service Servicio de Hospitales 
•Advance the cursor to the sequence number field.Avanzar el cursor al campo de número de secuencia. With Con the computer's barcode scanner, scan the vial barcodeescáner de código de barras del ordenador, escanear el código de barras del vial label.etiquetado. The sequence number, media type, station number, El número de secuencia, el tipo de medio, número de estación,and the status field are then filled in automatically. y el campo de estado se llenan de forma automática. •Check the protocol field.Compruebe el campo de protocolo. (Default protocol is 5 days for (Protocolo por defecto es de 5 días para blood cultures and 42 days for MYCO/F LYTIC).cultivos de sangre). Press [F10] to save the entryPulse [F10] para guardar la entrada. •Enter a different Accession number for each cultureIntroduzca un número diferente de adhesión para cada vial. 

b.CARGA DEL INSTRUMENTO: 

• ••1.2 BACTEC 9050 : Press the Home Rotor soft key for easier loading.Pulse la tecla  de Inicio del rotor para facilitar la carga. This Esto will position the rotor at the "HOME" position with the temperaturepondrá el rotor en la posición de "casa" con la temperatura delstandards in the 12:00 position. las normas en la posición de las 12:00. a. 
INTRODUCCIÓN DE NUEVOS VIALES: 

•Take the new vials to the instrument and open the dooTome los viales de nuevo en el instrumento y abrir la puertaof the instrument. del instrumento. •Press the VIAL ENTRY soft keyPulse la tecla VIAL DE ENTRADA. •Scan the vial barcode by placing the vial in the alignmentEscanear el código de barras del vial, mediante la colocación de la botella en la alineación deblock in front of the scanner with the barcode facing the bloque en el frente del escáner con el código de barras que se enfrenta elscanner. escáner. If necessary, rotate the vial slightly so the Si es necesario, gire el vial poco para que elscanner will read the label. escáner  lea la etiqueta. The system beeps once to El sistema emite un pitido una vez paraindicate a successful scan. indicar el éxito de exploración. 

NOTE : If the vial barcode is covered or damaged, press theSi el código de barras del vial está cubierto o dañada, pulse laNO BARCODE soft key. Tecla NO BARCODE. Select the vial media by Seleccionar los medios de comunicación del vialusing the [ ↑ ] or [ ↓ ] keys. utilizando las teclas [↑] o [↓].Press the OK soft key to Pulse la tecla OK paraconfirm the media type. confirmar el tipo de medios de comunicación. •Insert the vial into the position indicated on the LCInserte el vial en la posición indicada en la pantalla LCD.• If the default protocol is acceptable, press the OK sofSi el protocolo por defecto es aceptable, pulse la tecla OK.
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NOTE : To modify the protocol length for a particular vial, selectNOTA: Para modificar la longitud de protocolo para un vial en particular, seleccionethe CHANGE PROTOCOL soft key. el cambio de clave PROTOCOLO. Use the [ ↑ ] or [ ↓ ] Utilice las teclas [↑] o [↓]keys to select the desired protocol length. para seleccionar la longitud de protocolo deseado. 

•
Verify that all of the information displayed is correct andCompruebe que toda la información que se muestra es correcta ythat the vial has been inserted into the indicated station. que el vial se ha insertado en la estación indicada.Press the OK soft key to confirm. Pulse la tecla OK para confirmar. •Repeat the above step for each new vialRepita el paso anterior para cada nuevo vial. Press the EXIT Presionar la tecla de salidasoft key when all of the new vials have been entered. cuando todos los viales nuevos se han introducido. •CiClose the door of the instrumenterre la puerta del instrumento. 

NOTE: Avoid placing vials into the instrument without scanningEvite colocar los viales en el instrumento sin escanearthe barcode. el código de barras. If vials are placed into the instrument Si los viales se colocan en el instrumentowithout scanning, they will become ANONYMOUS sin escanear, se convertirán en viales ANONIMOSVIALS.. An anonymous vial must be identified as soon Un vial Anónimo debe ser identificado lo más prontoas possible so that the instrument can display the vial's como sea posible para que el instrumento puede mostrar la situación actual del vialcurrent status (ie, Ongoing, Positive, etc.). (es decir, en curso, positivos, etc.). IdentifyingIdentificaciónan anonymous vial involves the removal and re- un vial anónima consiste en la extracción y la re-inserción de los viales, que puede resultar en un aumento defalse positive rates. tasas de falsos positivos. Refer to the User's Manual 

d.Replacing Vial Barcode LaSUSTITUCIÓN DE ETIQUETAS DE CÓDIGOS DE BARRAS DEL VIAL:

NOTE: Extra vial sequence barcode labels are included in the instrumentExtra secuencia de código de barras de las etiquetas del vial se incluyen en el instrumento destart-up kit. start-up kit. These labels can be used to replace damaged or Estas etiquetas pueden ser usadas para reemplazar unreadable labels on culture vials. etiquetas dañadas o ilegibles en viales de hemocultivos. The barcode labels contain Las etiquetas de código de barras contienen ssequence numbers which uniquely identify each vial.ecuencia de números que identifican cada vial. •Ensure that the area where the defective label is located Asegúrese de que la zona donde se encuentra la etiqueta defectuosa esté clean and drlimpia y seca. If the old label is wrinkled or creased, peel Si la etiqueta esta vieja,  arrugada o dañada, colocar una nueva etiqueta.

• Peel off the new barcode label. •  Verify that the new label is Compruebe que la nueva etiqueta este printed clearly and that no smears, smudges, or otherimpresa de forma clara y que no este manchada y  que  las líneas del código de barras estén completas y en buen estado.

• Align the new label with the old label, and press the new • Alinear la nueva etiqueta con la etiqueta original del vial, y presione la nueva label into place, being careful not to create any bubbles oetiqueta en el lugar, teniendo cuidado de no crear las burbujas o ridges in the barcode area. crestas en la zona de código de barras. •The vial can now be entered into the instrument throuEl vial re-etiquetado  se puede introducir en el instrumento.
NOTIFICACIÓN DE HEMOCULTIVOS POSITIVOS

a. The system notifies the user of the presence of presumptEl sistema notifica al usuario de la presencia de positive vials in several waysviales positivos de varias maneras: 

•An audible alarm sounds if the instrument is configured to -- Una alarma audible suena si el instrumento está configurado para a volume of >0un volumen de> 0. •
The NEW POSITIVE INDICATOR on the front of the -- El nuevo indicador positivo en la parte frontal del instruments flashes REDinstrumento parpadea en rojo. 

-- On the Main Status display, the station with the positive via--En la pantalla principal del Estado, de la estación con el vial positiva is displayed as a filled circle with a plus sign (+) in it, andse muestra como un círculo relleno con un signo más (+) en ella, y the positive total in the Summary region reflects the numbeel total de positivos en la región Resumen refleja el númeroof positives in the instrument. de positivos en el instrumento.
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b.To Remove the Positive ViaPARA QUITAR EL VIALES POSITIVOS: 
•
Press the SILENCE ALARM key to acknowledge th1- Pulse la tecla para silenciar la alarma alarm.(Available only if instrument has been configure(Disponible sólo si dicho instrumento ha sido configurado to a volume of >0.a un volumen de> 0.) •
Open the door of the instrument and press the REMOV2- Abra la puerta del instrumento y pulse la tecla  RETIRE POSITIVES soft keyPOSITIVOS.

•LCD display indicates the positive vial by position and th3- La Pantalla LCD indica el vial positivo por la posición y el barcode number of the vialnúmero de código de barras del vial. •
Remove the vial from the indicated station and scan th4- Retire el vial de la estación mencionada y examinar la barcode label on the viaetiqueta de código de barras en el vial. •
Repeat the appropriate steps until all of the positives are 5- Repita los pasos adecuados hasta que todos los positivos son removedeliminado. Three audible beeps indicate all positive vials Tres pitidos audibles indican que todos los viales positivos have been removedse han eliminado. •
Press the EXIT soft key. 6- Pulse la tecla EXIT.• Close the door of the instrumentCierre la puerta del instrumento. 

7/25/01 NOTE : If the positive vial was originally entered manually (bSi el vial positivo fue originalmente introducido manualmente (por el selecting media type), the LCD displays the statiseleccionar el tipo de medio), la pantalla muestra la estación de location onlsolo lugar. Remove the vial from the specified Retire el vial de station and press the FORCE STATION AVAILABLla estación especificada y pulse la tecla  Estación de la Fuerza DISPONIBLES. 

NOTE : A subculture and a Gram stain should be performed Un subcultivo y una tinción de Gram se deben realizar from each presumptive positive vialde cada vial positivo de presunción. 

NOTIFICACIÓN DE HEMOCULTIVOS NEGATIVOS

The system notifies the user of the presence of presumptEl sistema notifica al usuario de la presencia de positive vials in several wayviales negativos de varias maneras: 

b. -- LBACTEC 905os hemocultivos c.Out-of-protocol negatives will be displayed in flashing green dignegativos mostrarán los dígitos destellando en color verde on the BACTEC 9240/9120 computer's instrument status displaysobre la pantalla de visualización del equipo BACTEC 9050.

Also, the negative count in the summary window of the computer -- Además, el número negativo en la ventana de resumen de la computadora will flash greeParpadeará en verde. 

Out-of-protocol negatives in the BACTEC 9050 -- Además are displayed as a solid circle with a minus sign (-) in the Maimostrara un círculo sólido con un signo menos (-) en la pantalla  principal. Status Display.The summary region reflects the numberLa región de resumen refleja el número de negatives in the instrumentnegativos en el instrumento. 

Also, the REMOVE NEGATIVES soft RETIRE LOS HEMOCULTIVOS NEGATIVOS DE LA SIGUIENTE MANERA:

• Open the instrument doors. • Abra las puertas del instrumento. 

• Scan the menu option, REMOVE NEGATIVES using the • Busque en la opción de menú, negativos quitar en el instrument barcode scannerescáner de código de barras instrumento. Listen for a beep from the Escuche un sonido de la scanner indicating the item was scanned successfullyescáner indicando el tema se exploró con éxito. 

• Find the station(s) with FLASHING GREEN LEDs and remove • Encuentre la estación (s) con LED verde parpadeante y eliminar the vialel vial. 

• Scan the vial barcode label using the instrument barcode • Busque en la etiqueta de código de barras del vial utilizando y  escanee. scanListen for the beep indicating a successful scan anEscuchar el pitido que indica el éxito de exploración y the GREEN LEDs will extinguishlos LEDs verde se extinguirá. • 
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NOTE : If the vial was originally entered by selecting the media type,Si el vial fue originalmente introducido por seleccionar el tipo de medios de comunicación, the LCD displays the station location onlyde la pantalla LCD, este muestra la ubicación de la estación solamente. Remove the vial Retire el vial de from the specified station and press the FORCE STATIOde la estación especificada y presione la tecla Estación de la Fuerza. 

AVAILABLE soft key. 

• Repeat the appropriate steps until all negatives are removed. • Repita los pasos adecuados hasta que todos los negativos son eliminados.    Three audible beeps sound when the removal process iTres pitidos sonido audible cuando el proceso de eliminación completedcompletado. 

• Press the EXIT soft key. • Pulse la tecla EXIT.

• Close the door of the instrument. • Cerrar la puerta del instrumento (19).
 PROCESAMIENTO HEMOCULTIVO AUTOMATIZADO

· El material aspirado, debe ser sub-cultivado en distintos medios (Agar MacConKey, Agar  Sangre) que se incubarán a 35-37ºC en atmósferas aerobia, y períodos de tiempo (24 horas). 
· Se hace las lecturas de las placas al siguiente día de la resiembra, clasificándolas en bacterias Gram positivas (Agar Sangre), y Gram negativas (Agar Sangre, MacConkey).

Para las bacterias gram positivas:

-- Realizar la prueba de la Catalasa 
-- Realizar la prueba de la Coagulasa a las Catalasas positivas 

-- Indicar los resultados en la tarjeta para gram positivos, identificación (GPI), sensibilidad (GPS)
Para las bacterias gram negativas:

-- Realizar la prueba de la Oxidasa (positiva, negativa). (ANEXO 6).
-- Indicar el resultado en la tarjeta para gram negativos, identificación (GNI), sensibilidad (GNS) 

--Introducir al VITEK, y se revisa en la computadora el resultado de la identificación y la sensibilidad a las 18-24 horas; y se saca el reporte con la identificación y sensibilidad a los antimicrobianos 

Nota: Si hubiese crecimiento de dos tipos de colonias en Agar Sangre deberá reaislarse a otro Agar Sangre. El mismo procedimiento deberá realizarse en el caso de Agar MacConkey; ya que para trabajar con VITEK  tiene que ser una colonia pura y no mezcla. (13)
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SISTEMA AUTOMÁTICO DE IDENTIFICACIÓN VITEK

El sistema automático VITEK responde perfectamente a las necesidades de la bacteriología actual, tanto en el ámbito de la microbiología clínica, como en el de los controles industriales: la automatización aporta mayor seguridad, suprimiendo las manipulaciones repetitivas, y la rapidez de respuesta permite obtener resultados fiables más rápidamente que con las técnicas manuales.

VITEK automatiza todas las etapas necesarias para la realización de las pruebas de identificación y antibiograma con las tarjetas VITEK. Está constituido por un inoculador/sellador, un incubador/lector, un ordenador y una impresora. El inoculador/sellador permite la inoculación de las tarjetas en pocos minutos. El incubador/lector asegura simultáneamente la incubación y la lectura de las tarjetas para una capacidad que varía de 32 a 480 tarjetas según el modelo. El ordenador equipado con los programas de VITEK efectúa un control permanente de las operaciones en curso, memoriza los valores, trata e interpreta los resultados. (ANEXO 7).

TARJETAS VITEK

La tarjeta VITEK destinada a la identificación o el antibiograma con los sistemas automáticos VITEK, está lista al empleo. Se presenta en envase unitario, lo cual garantiza una perfecta conservación de los tests hasta el momento de su empleo. Del tamaño de una tarjeta de crédito, no ocupa espacio, ni para su conservación, ni para su eliminación. Una vez inoculada, se encuentra herméticamente cerrada, y por tanto es manipulable sin riesgo de contaminación. Cada tarjeta de identificación posee 30 pocillos que contienen los substratos bioquímicos en forma deshidratada. No es necesario añadir ningún reactivo, lo cual evita cualquier riesgo de olvido o error. La identificación VITEK cubre más de 300 especies encontradas en el campo de la microbiología clínica e industrial.  (22). (ANEXO 9)
PREPARACIÓN DE TARJETAS GPI/GPS Y GNI/GNS.
Si el crecimiento es insuficiente para establecer la inoculación, realizar un   sub-cultivo y aislar en la placa de Agar Sangre, esta se incuba durante unas horas y establece un  crecimiento bacteriano.

El  subcultivo incubado se aísla dos veces antes de la inoculación de cualquier tarjeta VITEK.

Gram Negativo (GNI/GNS)

Organismo --> 1.8 mL  salina (1 McFarland) --50μL--> 1.8 mL salina.
GNI (zona azul) GNS.

Gram Positive (GPI/GPS)

Organismo ---> 1.8mL salina (0.5 McFarland) -200μL-> 1.8 mL salina.
GPI (zona roja) GPS.

Inocule las tarjetas dentro de 15 minutos.
Inoculación de Tarjeta 

1. Permita a la tarjeta alcanzar la temperatura ambiente.

2. Quitar la envoltura del paquete protector, visualmente inspeccione agujeros o grietas en el material de hoja de metal.

3. La tarjeta de etiqueta con 6 Últimos dígitos de Laboratorio * + aísla *. Aísle * debería ser idéntico en la correspondencia ID y tarjetas de sensibilidad.

4. Marcar las pruebas externas, marca (aspectos positivos) sobre tarjetas apropiadas: Oxidasa, Catalasa, Coagulasa. Correspondiéndose  que las tarjetas de identificación y las tarjetas de sensibilidad deberían tener marcadas                                                                                                                                                                                                                                                    las mismas pruebas externas.
5. Tubo de transferencia de encarte en puerto de admisión.

6. Colocar el tubo de ensayo en el soporte que se llena para la inoculación.

7. Colocar a la tarjeta el tubo de transferencia  sobre el soporte que se llena con la parte larga del tubo de transferencia en el tubo de ensayo.

8. Colocar el soporte de las tarjetas en el equipo de montado de prueba del módulo
9. Presionar el botón FILL. Una vez terminado el proceso aparecerá la luz  'READY'.

10. Cuando la luz regrese a READY, sacar el soporte de las tarjetas del módulo.

11. Cortar el tubo transferencia para sellar la tarjeta inoculada.
12. Revisar las tarjetas para verificar si existen burbujas.

13. Para las tarjetas de identificación, quitar  las burbujas por suaves golpes. 
14. Para tarjetas de sensibilidad, NO GOLPEAR. Pequeñas burbujas no causarán problemas. Si las burbujas muy grandes están presentes, desechar la tarjeta y repetirla.

15. Insertar las tarjetas en bandeja de incubación.

16. Colocar las tarjetas llenas en lector/incubadora dentro de 15 minutos.

15. Comprobar el tiempo y la posición (ubicación) de la siguiente bandeja para ser leída por:

a) Click sobre "VITEK" en el menú principal. 

b) Click sobre "el READER" 

c) Click sobre "el STATUS".

 Abrir lector/incubadora.

Para salir de la ventana "STATUS":

a) Click sobre "FILE" 

b) Clic sobre “QUIT" 


INTRODUCIR LA INFORMACIÓN DEL PACIENTE

LA INFORMACIÓN del paciente es generalmente descargada automáticamente de la Lista del VITEK, cuando un número de aislamiento es introducido en la Lista de la pantalla de aislamiento. La entrada manual de la información del paciente puede ser necesaria sólo cuando los cultivos no son trabajados en la Lista.
En Menú* Principal:

1) Click sobre DAILY
2) Click sobre " Entrada de Información Paciente "

3) Escriba ID Paciente: "XXX-XXX-XXX" MSH 9 número de dígito con el guión.
El Nombre Paciente " LASTNAME FIRSTNAME " Entra el apellido primero, luego el primer nombre.
Todo con mayúsculas.

Escriba el expediente.

Escriba la procedencia.

Fecha de entrada.

Tipo de Cultivo.

Después de que el último paciente es ingresado:
1) Presionar la tecla de espacio
2) Pulse "FILE" 

3) Click en QUIT

CULTIVO FINAL
Esto es realizado el semanal durante el primer día laborable de la semana.

En Menú Principal:

1. Click en "DAILY"

2. Click en "FINALIZE CULTURE"

3. Seleccione finalizar cultivos

4. Click en "FINALIZE"

5. Click en "EXECUTE"

6. Click "FILE"

7. Click "QUIT"

CULTIVOS MIXTOS PERO CON RESULTADOS QUE HAN SIDO TRANSFERIDOS

Borrar los resultados de las tarjetas transferidas cuando la placa muestra un cultivo mixto:
1. En el Menú Principal, pulse "DAILY" 

2. Click " ENTRADA INFORMACIÓN PACIENTE" 

3. Click "LAB #" box

4. Entre en el Laboratorio * 

5. Pulse "CARD" 

6. Pulse la tarjeta para ser suprimida de la lista 

7. Pulse "SELECT" 
8. Click "DELETE"

9. Click "FILE"

10. Click "QUIT"

11. Click "FILE"

12. Click "QUIT"

AÑADIR ORGANISMO PARA ORGANISMOS NO IDENTIFICADOS POR LOS RESULTADOS DE SENSIBILIDAD.

Las tarjetas deben haber sido leídas por el Lector VITEK. Desde el Menú Principal:

1. Click sobre "VITEK" 

2. Click sobre "SYSTEM" 

3. Click  sobre " ADD ORGANISM” 

4.  Click sobre tarjeta (s) deseada a KEYID o click sobre " Select all " para seleccionar todas las tarjetas mostradas sobre pantalla.

5. Click sobre "VIEW"

6. Click sobre "ORGANISM"

7. Pulsar "FILE" 

8. Clic "QUIT" 

9. Click "YES"

CARGA DE TRANSFERENCIA DE DATOS

 Transferir los resultados finalizados salvados (guardados) a la lista después de que la tarjeta ha sido quitada del lector.
1. En menú principal VITEK
2. Click" CARGA DATOS TRANSFERIDOS" 

3. Click "HACE UN INFORME" 

4. Click " el PACIENTE HACE UN INFORME" 

5. Click "ESPECIALES".

6. Click " LISTA " de 

7. Entre en el Laboratorio * 

8. Click "la VISTA (OPINIÓN)" – 

Confirma que el informe seleccionado es correcto 

9. Click "ARCHIVO" 

10. Click "SE MARCHA" 

11. Click " DATOS CARGA" 

12. Click "¡ok!" "

13. El ARCHIVO" "SE MARCHA"


CARGUE LA TRANSFERENCIA DE DATOS

TRANSFERIDA resultados salvados (guardados) ultimados a la lista después de que la tarjeta ha sido quitada del lector.

1. En Menú VITEK principal 

2. Click "UPLOAD TRANSFERRED DATA"
3. Click "REPORTS"

4. Click "PATIENT REPORT"

5. Click "SPECIAL"

6. Click "LIST OF"

7. Introducir el  Nº de laboratorio

8. Click "VIEW" 
9. Click "FILE"

10. Click "QUIT"

11. Click "DATA UPLOAD"

12. Click "OK" "FILE" "QUIT" (21)
HEMOCULTIVOS CON REMOCIÓN DE AGENTES ANTIMICROBIANOS (RESINAS)

El objetivo de estos productos que se agregan al medio de cultivo, es la remoción de los antibióticos, para aumentar la recuperación de bacterias en pacientes que están recibiendo terapia antimicrobiana. Aunque en general, las botellas que contienen estos productos han mostrado un aumento en la tasa de recuperación bacteriana, el mecanismo no parece relacionarse a la captación o inhibición del antibiótico ya que además pueden influir otras variables como el aumento de volumen de la muestra o la utilización de un medio de cultivo más enriquecido. El sistema BACTEC Plus pone a su disposición las ventajas de las resinas para contribuir al aislamiento de microorganismos en presencia de antibióticos, poniendo a su alcance un grado de recuperación mayor y un tiempo de detección más rápido en comparación con otros sistemas en el mercado.

¿QUE SON Y QUE HACEN LAS RESINAS?

Las resinas son pequeños gránulos que forman un enlace con los antibióticos, disminuyendo así la concentración de los mismos en el medio. En cada botella de medio BACTEC están presentes dos tipos de resinas. Una es una resina fuertemente acida de intercambio catiónico que forma un enlace iónico con los antibióticos cargados positivamente, tales como los amino glucósidos. El segundo tipo es una resina polímera, absorbente que forma enlaces con las partes hidrófobas de cualquier clase de antibiótico. Una vez que se ha creado un enlace molecular entre resina y antibiótico, el efecto de dichos antibiótico queda neutralizado. El proceso la neutralización reduce la actividad de antibiótico a un nivel que permite el crecimiento de microorganismos sensibles. En realidad, lo que se pretende con una neutralización es incrementar el número de hemocultivos positivos. (ANEXO 10)

Los medios BACTEC con resinas son capaces de neutralizar hasta un total de casi 60 antibióticos diferentes. También se han observado mejores tasas de recuperación de microorganismos clínicamente significativos a partir de hemocultivos empleando medios con resinas en pacientes que no han recibido terapia antimicrobiana. Se considera que los medios BACTEC con resinas contribuyen a la formación de un medio adecuado para la reproducción y detección de microorganismos. La agitación mecánica de los medios BACTEC con resinas conduce a unas lisis de glóbulos sanguíneos y rompe físicamente los leucocitos. El agolpamiento y rotura de grupos de células produce un aumento de la superficie donde las bacterias puedan adherirse, suministrando así un mejor medio para la reproducción. (5)
MEDIO DE CULTIVO
El caldo preparado comercialmente que debe usarse, es el caldo thiol, especialmente diseñado para efectuar hemocultivos de pacientes que pudieran haber recibido penicilina, estreptomicina o sulfonamidas. El caldo debe contener de 0.025% a 0.05% de polianetol sulfonato de sodio (SPS). Esta sustancia actúa como anticoagulante, y además inhibe la actividad bactericida del suero y la fagocitosis de los leucocitos, inactiva el complemento y neutraliza lisozimas  y antibióticos aminoglucósidos. También debe tener vacío parcial y atmósfera enriquecida con anhídrido carbónico. Los factores comerciales deben mantenerse en la oscuridad y a temperatura ambiente.

IA. MEDIAMEDIO DE CULTIVO 1. BACTEC PLUS AerBACTEC PLUS Aerobic.

 aa. Each vial contains: Cada vial contiene: 

• • 25 mL Enriched Soybean-Casein Digest broth (TSB25 ml  de caldo de soya-Caseína Digestiva enriquecida (TSB) 

• • 0.05% Sodium Polyanetholesulfonate (SPS0,05% Polianetol sulfonato de sodio (SPS) 

• • Resinas adsorbentes Cationic and Non-ionic Adsorbing ResinCatiónicas y no iónicas 

• • Carbon dioxide (CDióxido de carbono (CO22)) 

• • Oxygen Oxígeno (O22)) 

• • Sensor for the detection of fluorescencSensor para la detección de la fluorescencia 

b. b. Store at 2° to 25° C Conservar entre 2°C a 25°C. (ANEXO 8).

DESINFECCIÓN DE LOS VIALES.

aa. Remove the flip-off caps from BACTEC culture vials  Retire la tapadera del vial BACTEC. 

b.b. Wipe top of each vial with a separate 70% isopropyl alcohol pad and allowLimpie el tapón de cada vial con un algodón al 70% de alcohol isopropílico y dejar to dryque se seque. 

c. Do not use iodine to disinfect tops of vials. c. No utilizar yodo para desinfectar las tapas de los frascos. 

g. The inoculated BACTEC vials should be transported as quicklLos viales inoculados BACTEC deben transportarse tan pronto como sea  possible to the laboratposible al laboratorio. 


MODELO DE ETIQUETADO DE VIALES

1. 1. Each vial should be labeled with the appropriate patient information: Cada vial debe ser etiquetado con la información adecuada del paciente: 

• Patient's name • Nombre del paciente 

• Hospital number (Patient ID) • Registro del paciente 

• Patient's location (room and bed #) • Localización del paciente (habitación y # de cama). (19)
GENERALIDADES DE LAS BACTERIAS MÁS COMUNMENTE AISLADAS EN HEMOCULTIVOS

Las bacterias son las células vivas más pequeñas (miden de 0.1 a 10 µm). Tienen una membrana citoplásmica rodeada por una pared celular y un polímero único entretejido llamado peptidoglicano que confiere rigidez a la pared. La estructura de una célula procariota simple no incluye mitocondrias, lisosomas, retículo endoplásmico y otros organelos. De hecho, la mayoría de las bacterias mide casi lo mismo que las mitocondrias. Su citoplasma sólo contiene ribosomas y un solo cromosoma de ADN de doble cadena. Las bacterias carecen de núcleo, pero poseen todos los elementos químicos necesarios para los ácidos nucleicos y la síntesis proteica. Se dividen mediante fisión binaria y se desarrollan en cultivos artificiales, a menudo en menos de un día.

CLASIFICACIÓN DE LAS BACTERIAS

Las bacterias se clasifican en géneros y especies según el diagrama binómico de Linneo similar al empleado para organismos superiores. Por ejemplo en el caso de Staphylococcus aureus, Staphylococcus es el nombre del género y aureus la designación de la especie. Los géneros con características comunes se agrupan además en familias.  La taxonomía bacteriana se desarrollo de manera pragmática al determinar características múltiples y destacar las que parecían más relevantes. Por ejemplo a la forma, formación de esporas, reacción de Gram, desarrollo aerobio o anaerobio y temperatura para el crecimiento se les concedió peso especial al definir los géneros. Las propiedades como capacidad para fermentar determinados carbohidratos, producción de enzimas y toxinas específicas y composición antigénica de los componentes superficiales se emplearon a menudo para definir la especie.
MICROORGANISMOS MÁS FRECUENTES AISLADOS
-- Staphylococcus aureus.

Los miembros del género Staphylococcus son cocos grampositivos que tienden a agruparse en estructuras como racimos de uvas, también se encuentran aislados, en parejas y en cadenas cortas. Como todos los cocos importantes desde el punto de vista médico, carecen de flagelos, no tienen movilidad y no forman esporas.

En comparación con los estreptococos, los estafilococos producen catalasa, y la capacidad de formar coagulasa lo distingue de otras especies menos virulentas. (15). Algunos son miembros de la flora normal de la piel y de las mucosas, otros producen supuración, formación de abscesos. (9). Se relaciona con la producción de infecciones tales como: síndrome de la piel escaldada estaficócica (SPEE), infecciones cutáneas (impétigo, forúnculo, ántrax), síndrome del shock tóxico, endocarditis, neumonía, intoxicación alimentaría, artritis séptica. Es común encontrarlo en piel, orofaringe, tracto gastrointestinal y urogenital. Las lisozimas de lágrimas, saliva y leucocitos, monocitos y macrófagos humanos forman parte de una barrera natural contra Staphylococcus aureus. (14).
Epidemiología.

Cerca de 30% de las personas porta el microorganismo en un momento dado en las fosas nasales, pero este porcentaje puede ser mucho mayor entre el personal del hospital y los pacientes hospitalizados. Los brotes en la comunidad suelen ser el resultado de mala higiene y transmisión por fómites entre individuos. 

Transmisión.

La diseminación en los hospitales se produce por las manos del personal médico, otra fuente de infección puede ser debido a un portador nasal o un trabajador con una lesión infectada. La fuente más peligrosa es un médico a cargo que desempeña su trabajo profesional a pesar de tener una lesión estafilocócica como un forúnculo. Además el envenenamiento con alimentos por toxinas estafilococicas que se producen en alimentos suculentos antes de que estos se ingieran. 

-- Acinetobacter baumannii.

El genero Acinetobacter esta constituido por cocobacilos gramnegativos que en los frotis teñidos con coloración de Gram. en ocasiones están redondeados lo suficiente como para confundirse con Neisseria. Se distingue por su capacidad para fermentar carbohidratos y reducir nitratos. Se encuentran más a menudo como colonizadores de la piel y vías respiratorias.  La infección que produce con mayor frecuencia es la neumonía, seguida  por infecciones de vías urinarias y tejidos blandos. (15). Puede aislarse de sangre, esputo, piel, liquido pleural y orina, generalmente en infecciones asociadas con dispositivo. (9).

Transmisión.

Suelen ser contaminantes de casi todas las cosas húmedas, entre ellas jabones y algunas soluciones desinfectantes. Se ha detectado que una fuente de contagio de infecciones respiratorias nosocomiales es el equipo de inhalo terapia contaminado, así como los catéteres intravenosos infectados en el caso de bacteriemia. 

-- Enterobacter cloacae.

Las especies de Enterobacter por lo general fermentan la lactosa con rapidez y producen colonias semejantes a la de la Klebsiella, aunque no tan mucoide. Un aspecto diferencial es su movilidad mediante flagelos peritricosos, que se encuentran por lo general en las especies de enterobacter pero que faltan de manera uniforme en las de Klebsiella. (15).
Transmisión.

Estos microorganismos producen fundamentalmente infecciones relacionadas con la atención sanitaria o con el hospital. Su prevalencia es alta en alimentos, en fuentes  ambientales y una extensa gama de animales. Aunque la colonización es un preludio importante de la infección, también se produce la introducción directa a través de vías intravenosas por ejemplo líquidos de infusión intravenosa contaminados, monitores de presión. 

--Escherichia coli.

En el ser humano sano, Escherichia coli es el bacilo gramnegativo que predomina en la flora del colon, este coloniza solo transitoriamente la bucofaringe y la piel de las personas sanas. (8). La mayor parte de las cepas de Escherichia coli  fermentan la lactosa con rapidez y producen indol. Estas y otras reacciones bioquímicas son suficientes para distinguirlas de las demás especies tienen cerca de 150 antígenos O diferentes y gran numero de antígenos K y H que se designan mediante números.  (15).

La Escherichia coli también es una de los microorganismos comunes involucrados en sepsis por Gramnegativos y shock inducidos por endotoxinas. Las infecciones urinarias y las heridas, la neumonía en pacientes inmunodeprimidos, hospitalizados y la meningitidis en neonatos son otras infecciones comunes causadas por Escherichia coli. Las bacterias solo se convierten en patógenas cuando alcanzan los tejidos fuera de sus sitios normales en el intestino o en otros menos comunes. Los sitios más frecuentes de infección clínicamente importante son: aparato urinario, vías biliares, y otros sitios en la cavidad abdominal, pero cualquier sitio anatómico por ejemplo sangre, próstata, pulmón, hueso, meninges puede afectarse. (9)

Transmisión.

La bacteriemia por Escherichia coli  deriva de una infección primaria en cualquier región extraintestinal. También existe por el uso de catéter intravascular percútaneo o por efecto de la mayor permeabilidad de la mucosa intestinal que se observa en los neonatos y en los casos de neutropenia y mucositis por quimioterapia, tramautismo y quemaduras. Además E. coli es uno de los microorganismos que se aísla con mayor frecuencia en los hemocultivos. (8)

-- Klebsiella pneumoniae.

Los aspectos bacteriológicos más distintivos del género Klebsiella son faltos de movilidad y presencia de una capsula de polisacárido que imparte a las colonias un carácter mucoide resplandeciente y constituye la base de un sistema de serotipificacion de estas bacterias. Klebsiella pneumoniae, la especie más frecuente, es capaz de producir neumonía lobar clásica, que es una característica de otras bacterias encapsuladas. (15) 
Se encuentra en el aparato respiratorio, en las heces de casi el 5% de las personas. También puede causar una variedad de infecciones extrapulmonares, entre ellas enteritis y meningitis (lactantes), infecciones urinarias (niña y adulta) y septicemia. (9)

Transmisión

Se cree que la forma predominante de adquisición es el contacto entre personas. Clásicamente Klebsiella se relaciona con neumonía adquirida en la comunidad, fundamentalmente en alcohólicos. Algunos brotes de infección nosocomial en unidades de cuidado intensivo y de neonatos se han debido a cepas resistentes a antibióticos. (8)

-- Staphylococcus epidermidis.

Son otras especies de estafilococos negativos a la coagulasa son comensales normales de piel, porción anterior de las fosas nasales y conducto auditivo externo en el ser humano. Antes eran causas excepcionales de infecciones importantes, pero con el incremento del uso de sondas, catéteres y dispositivos protésicos implantados sean convertidos en agentes frecuentes de infecciones adquiridas en el hospital. El resultado de la contaminación bacteriana depende de la capacidad del microorganismo para adherirse a la superficie del cuerpo extraño y multiplicarse en ese sitio. 

Las infecciones que producen son en general de grado bajo, pero si no se controlan pueden ocasionar lesión tisular grave o incluso resultados mortales. (15) Están particularmente adaptados para producir endocarditis, infección de catéteres, infección de articulaciones protésicas o implantación de válvulas cardiacas. (14)


DISEÑO METODOLÓGICO

(  TIPO DE ESTUDIO:

La presente investigación que realizamos fue de tipo retrospectivo, documental, analítico y transversal.

(  POBLACIÓN Y MUESTRA:

La población y muestra en estudio esta definida por 100 pacientes que fueron atendidos en los servicios 2º Medicina Mujeres, 2º Medicina Hombres, 3º Medicina Hombres y Neurología a los cuáles se les había indicado hemocultivos entre los meses de Octubre a Noviembre de 2009, procedente del hospital antes mencionado.

(  PROCEDIMIENTO Y OBTENCION DE RESULTADOS:

Para poder llevar a cabo esta investigación se revisaron los  reportes de hemocultivos procesados durante el período de Octubre a Noviembre de 2009  del Hospital Nacional Rosales, y posteriormente se comparó la frecuencia de los hemocultivos positivos y negativos utilizando el estadístico de prueba Chi Cuadrado X2 con el propósito de establecer si hay o no diferencia estadística significativa entre el método manual y automatizado BACTEC 9050.

Calculado a través de la siguiente fórmula:
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= Signo de sumatoria.
[image: image3.wmf]

[image: image4.wmf]Fo

= Frecuencia observada (Número de casos encontrados).
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= Frecuencia esperada (Número esperado, por probabilidades, según los casos observados).
La frecuencia esperada se obtiene de la siguiente manera:


[image: image6.wmf]=

A


[image: image7.wmf]N

n

n

3

1

´





[image: image8.wmf]N

n

n

B

4

1

´

=


[image: image9.wmf]




[image: image10.wmf]N

n

n

C

3

2

´

=





[image: image11.wmf]N

n

n

D

4

2

´

=




El cuadro teórico es:

	A
	B
	n1

	C
	D
	n2

	n3
	n4
	N



Los resultados positivos muestran la identificación de la bacteria aislada y su respectiva sensibilidad; y los resultados negativos y los contaminados son reportados tras la interpretación realizada por el personal del área de bacteriología, todos estos resultados están archivados en la base de datos del equipo automatizado para identificación y sensibilidad de bacterias VITEK.

Estos resultados están ordenados por el número de registro, el nombre del paciente, la fecha en que  fueron recibidos y el reporte emitido. Además se hizo una revisión paciente por paciente tomándose como un solo reporte los frascos de hemocultivos de un mismo paciente a los cuáles se les tomó doble frasco para el método manual y un solo frasco para el método automatizado teniendo un total de tres frascos por cada paciente; con un período de incubación de siete días a 36ºC. Todo esto con el objetivo de contabilizar el número de pacientes y no el  número de muestras procesadas.
(  PLAN DE TABULACIÓN Y ANÁLISIS DE DATOS

Una vez obtenidos los resultados de los hemocultivos durante el período de Octubre a Noviembre de 2009, se tabularon los hemocultivos positivos y negativos expresados en porcentajes.

- De los resultados positivos se obtuvieron los microorganismos aislados con mayor frecuencia y a partir  de ello se clasificaron las bacterias, estas son presentadas con su respectiva frecuencia de aislamiento.

- Además se presentan las características y beneficios utilizando el método manual y automatizado BACTEC 9050.

- Al tabular los resultados se utilizaron paquetes de software como Excel, Word y Epi Info.

- Posteriormente, en la presentación de los resultados se utilizaron gráficos de barras y cuadros.


RESULTADOS

Cuadro Nº 1. Porcentaje de Positividad de hemocultivos de pacientes del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre de 2009 utilizando el método manual y el método automatizado con equipo BACTEC 9050.

	MÉTODO
	FRECUENCIA ABSOLUTA
	PORCENTAJE

	MÉTODO MANUAL
	8
	20.51%

	MÉTODO AUTOMATIZADO
	31
	79.49%

	TOTAL
	39
	100.00%
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Cuadro Nº 2. Porcentaje de Negatividad de hemocultivos de pacientes del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre de 2009 utilizando el método manual y el método automatizado con equipo BACTEC 9050.

	MÉTODO
	FRECUENCIA ABSOLUTA
	PORCENTAJE

	MÉTODO MANUAL
	92
	57.14%

	MÉTODO AUTOMATIZADO
	69
	42.86%

	TOTAL
	161
	100.00%
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Cuadro Nº 3. Comparación de resultados de hemocultivos con metodología manual y automatizada utilizando equipo BACTEC 9050 en el Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre de 2009.

	RESULTADOS
	FRECUENCIA ABSOLUTA
	PORCENTAJE

	
	MÉTODO MANUAL
	MÉTODO AUTOMATIZADO
	MÉTODO MANUAL
	MÉTODO AUTOMATIZADO

	POSITIVOS
	8
	31
	8%
	31%

	NEGATIVOS
	92
	69
	92%
	69%

	TOTAL
	100
	100
	100%
	100%




Cuadro Nº 4. Valor calculado del estadístico de prueba Chi Cuadrado para comparar la frecuencia de hemocultivos positivos de pacientes del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre de 2009 utilizando el método manual y el método automatizado con qeuipo BACTEC 9050.


NOTA: EL programa utilizado es EpiInfo versión en inglés, para mayor comprensión del cuadro ver explicación en ANEXO 11

Cuadro Nº 5. Valor calculado del estadístico de prueba Chi Cuadrado para comparar la frecuencia de hemocultivos negativos de pacientes del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre de 2009 utilizando el método manual y el método automatizado con equipo BACTEC 9050.

NOTA: EL programa utilizado es EpiInfo versión en inglés, para mayor comprensión del cuadro ver explicación en ANEXO 12

Cuadro Nº 6. Características y beneficios del método manual de hemocultivos.

HEMOCULTIVO MÉTODO MANUAL

	CARACTERÍSTICAS
	BENEFICIOS

	( Se realizan 2 ó 3 hemocultivos en intervalos de tiempo.

( Se utiliza una cantidad de sangre específica.

( El caldo más recomendado para hemocultivos es Tripticasa-soya.

( Temperatura de incubación a 36ºC por siete días.

( Tiempo de positividad manual mayor de 48 horas.

( Se utilizan frascos de vidrio con tapón de hule perforable recubierto de papel aluminio.

( Recuperación de microorganismos limitado.

( Requiere inspección visual para detectar evidencia de crecimiento microbiano.

( Monitoreo de hemocultivo es realizado diariamente por el laboratorio clínico.


	· Más barato.

· Sencillo de preparar por el personal de laboratorio clínico.

· Reducción de costo de compra del medio para hemocultivos.

· Se obtiene un grado de eficacia del 99% con un número de 3 hemocultivos.



Cuadro Nº 7. Características y beneficios del método automatizado utilizando equipo BACTEC 9050 de hemocultivos.

HEMOCULTIVO MÉTODO AUTOMATIZADO SISTEMA BACTEC

	CARACTERÍSTICAS
	BENEFICIOS

	( Automáticos, monitoreo continuo del crecimiento microbiano.

( Lectura automática cada 10 minutos, sin manipulación de los cultivos a través de la tecnología fluorescente no invasiva.

( Calibración automática del equipo sin intervención del usuario.

( Mínimo manejo e intervención del usuario.

( Aviso inmediato de los positivos a través del indicador luminoso, de la pantalla de cristal liquido (LCD) y alarma sonora.

( Operación sencilla, con iconos que guían a través del menú y operaciones de rutina.

( Incubación y agitación continúa de todos los cultivos.

( Medios de cultivo BACTEC aprobados.

( El modelo de la serie 9050 tiene capacidad para 50 muestras de hemocultivos.

( Grado de Recuperación mayor para el aislamiento de microorganismos.

( Utilización de resinas para recuperación de microorganismos

( Brindan resultados exactos dentro de un amplio margen de dilución y resinas neutralizadoras de antibióticos.


	· Valoración automatizada continúa de cultivos.

· Hasta cinco instrumentos controlados por una sola PC.

· Manejo e interacción mínima por parte del usuario.

· Aviso inmediato de positivos mediante una luz indicadora en el instrumento, visualización en el monitor y alarma audible.

· Interfase de fácil manejo para el usuario, con comandos de código de barras en el instrumento para las operaciones de rutina.

· Incubación y agitación para todos los cultivos.

· Medios de cultivo BACTEC comprobados.

· Interfase opcional con el sistema de información del hospital o laboratorio.

· Mayor tasa de recuperación bacteriana.

· Permite la toma de muestra a un con pacientes con antibiótico terapia.

· Disminución en tiempo de reporte de positividad.

· Disminución en horas de trabajo.

· Bioseguridad: disminución de riesgos de accidentes del personal con cortopunzantes, al ser sistemas no invasivos

· Disminución de costos del laboratorio: se elimina uso de medios para subcultivos y tinciones en casos negativos y se reduce solo a 1 en los casos positivos.



Cuadro Nº 8. Bacterias aisladas de pacientes con hemocultivos positivos del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre de 2009 utilizando el método manual.
	BACTERIAS
	FRECUENCIA ABSOLUTA
	PORCENTAJE

	Staphylococcus aureus
	4
	50%

	Acinetobacter calcoaceticus-baumannii
	2
	25%

	Staphylococcus epidermidis
	2
	25%

	TOTAL
	8
	100%
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Cuadro Nº 9. Bacterias aisladas de pacientes con hemocultivos positivos del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre de 2009 utilizando el método automatizado con equipo BACTEC 9050.
	BACTERIAS
	FRECUENCIA ABSOLUTA
	PORCENTAJE

	Staphylococcus aureus
	12
	38.71%

	Acinetobacter calcoaceticus-baumannii
	8
	25.81%

	Enterobacter cloacae
	3
	9.68%

	Escherichia coli
	2
	6.45%

	Klebsiella pneumoniae
	2
	6.45%

	Staphylococcus epidermidis
	2
	6.45%

	Staphylococcus haemolyticus
	1
	3.22%

	Pseudomonas aeruginosa
	1
	3.22%

	TOTAL
	31
	100.00%
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ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS
Para la obtención de los datos de la presente investigación se revisaron los tabuladores del área de bacteriología del Hospital Nacional Rosales, en el cual se utiliza el sistema VITEK para la identificación automatizada de bacterias; de donde se tomaron en cuenta los resultados de aquellos pacientes a los cuales se les había procesado hemocultivos, específicamente pacientes de los servicios hospitalarios del 2º Medicina Mujeres, 2º Medicina Hombres, 3º Medicina Hombres y Neurología.

La población y muestra esta definida por 100 pacientes a los cuales se les indicó hemocultivos entre los meses de Octubre a Noviembre del 2009. El estudio se realizó con la finalidad de brindar información para establecer si existe diferencia estadística significativa de la frecuencia de hemocultivos positivos entre el método manual y el método automatizado utilizando equipo BACTEC 9050. Los datos se clasificaron en hemocultivos positivos y negativos; y a partir de los hemocultivos positivos se obtuvieron los microorganismos más frecuentemente aislados.

En el cuadro Nº 1. Se presenta la frecuencia y el porcentaje de positividad de hemocultivos utilizando el método manual y el método automatizado con equipo BACTEC 9050, obteniendo un total de 39 (100.00%) hemocultivos positivos, de éstos 31 (79.49%) resultaron por el método automatizado y 8 (20.51%) por el método manual obteniendo un mayor porcentaje de positividad al utilizar el método automatizado BACTEC 9050.

En el cuadro Nº 2. Se presenta la frecuencia y el porcentaje de negatividad de hemocultivos utilizando el método manual y el método automatizado con equipo BACTEC 9050, obteniendo un total de 161 (100.00%) hemocultivos negativos, de éstos 69 (42.86%) resultaron por el método automatizado y 92 (57.14%) por el método manual obteniendo un mayor porcentaje de negatividad al utilizar el método manual.

En el cuadro Nº 3. Se presenta la comparación de resultados expresado en frecuencia y porcentaje de hemocultivos positivos y negativos con metodología manual y automatizada utilizando equipo BACTEC 9050 en el Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre de 2009. En este se refleja la diferencia que existe entre los dos métodos, observando una mayor ventaja en los casos positivos utilizando el método automatizado (31%) sobre el método manual (8%). En los casos negativos el método manual tiene un mayor porcentaje (92%) sobre el método automatizado (69%), interpretando la negatividad así: los resultados obtenidos no son los esperados ya que no se cuenta con las condiciones necesarias (Composición del medio de cultivo, monitoreo continuo) para obtener una mayor tasa de recuperación bacteriana.


En el cuadro Nº 4. Se presentan los datos obtenidos a través del estadístico de prueba Chi Cuadrado (X2) que consiste fundamentalmente en un conjunto de reglas de decisión que posibilitan en base a probabilidades teóricas si aceptamos o rechazamos las hipótesis nulas de acuerdo a cada uno de los métodos en estudio, con el propósito de establecer si hay o no diferencia estadística significativa. 

Debido a que las hipótesis son herramientas de comprobación, están en correlación y armonía con el proyecto de investigación y responden en términos claros y precisos al problema planteado, nos servirán de guía en el proceso del análisis de datos con el fin de comprobar como estudiantes (investigadores) lo postulado en ellas.

El valor obtenido de Chi Cuadrado para determinar la frecuencia de hemocultivos positivos de pacientes del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre de 2009 entre el método manual y el método automatizado utilizando equipo BACTEC 9050 es de 16.85 interpretando esto de la siguiente manera:

1. Existe diferencia estadística significativa de la frecuencia de hemocultivos positivos entre el método manual y el método automatizado utilizando equipo BACTEC 9050, ya que con el resultado del estadístico de prueba Chi Cuadrado X2 rechazamos nuestra hipótesis nula en la cuál manifestamos que no habrá diferencia estadística significativa entre estos.

Puesto que el valor de Chi Cuadrado X2 teórico dependerá del nivel de confianza que define el investigador y de los grados de libertad. Para un nivel de confianza de 0.95 (95%) y un grado de libertad el valor crítico de Chi Cuadrado X2 es igual a 3.84. Cuando Chi Cuadrado X2 calculada es igual o menor que Chi Cuadrado X2 teórica se acepta la hipótesis nula y en consecuencia se rechaza la hipótesis de investigación.

2. Aceptamos nuestra hipótesis de investigación ya que la frecuencia de hemocultivos positivos entre el método manual y el método automatizado  utilizando equipo BACTEC 9050 son diferentes, debido a que el valor obtenido para Chi Cuadrado X2 es mayor que 3.84 que es el valor crítico.

Así mismo existen otros factores causales que podrían ser indicadores de significancia entre los que podemos mencionar:

· El medio de cultivo empleado en esta institución es el caldo de tripticasa soya, se sabe que la composición del medio de cultivo es de vital importancia en la recuperación de bacterias que pueden estar causando bacteriemia, en su Composición esta la clave para el porcentaje de aislamiento el cual fue de 20.51%.


· Hacer revisión visual de los frascos para detectar signos de crecimiento bacteriano, si se detecta crecimiento realizar una resiembra del caldo de hemocultivo en placas de Agar sangre y Agar MacConkey no importando el tiempo de incubación, para posteriormente realizar la identificación y sensibilidad bacteriana.

En el cuadro Nº 5. Se presentan los datos obtenidos que servirán para establecer si existe diferencia estadística significativa de la frecuencia de hemocultivos negativos de pacientes del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre de 2009 entre el método manual y el método automatizado utilizando equipo BACTEC 9050, utilizando nuevamente el estadístico de prueba Chi Cuadrado (X2).

El valor obtenido de Chi Cuadrado (X2) para determinar la frecuencia de hemocultivos negativos entre el método manual y el método automatizado utilizando equipo BACTEC 9050 es de 16.85 interpretando esto de la siguiente manera:

1. Existe diferencia estadística significativa de la frecuencia de hemocultivos negativos entre el método manual y el método automatizado utilizando equipo BACTEC 9050, ya que con el resultado del estadístico de prueba Chi Cuadrado X2 rechazamos nuestra hipótesis nula en la cuál manifestamos que no habrá diferencia estadística significativa entre estos.

Puesto que el valor de Chi Cuadrado X2 teórico dependerá del nivel de confianza que define el investigador y de los grados de libertad. Para un nivel de confianza de 0.95 (95%) y un grado de libertad el valor crítico de Chi Cuadrado X2 es igual a 3.84. Cuando Chi Cuadrado X2 calculada es igual o menor que Chi Cuadrado X2 teórica se acepta la hipótesis nula y en consecuencia se rechaza la hipótesis de investigación.

2. Aceptamos nuestra hipótesis de investigación ya que la frecuencia de hemocultivos negativos entre el método manual y el método automatizado  utilizando equipo BACTEC 9050 son diferentes, debido a que el valor de Chi Cuadrado X2 obtenido es mayor que 3.84.

Así mismo existen otros factores causales que podrían ser indicadores de significancia  entre los que podemos mencionar:

· Tipo de toma de muestra: venosa, arterial o por cateterismo.

· Mala asepsia (tocar el sitio de punción después de realizada la asepsia).

· Ambiente no estéril para inocular la muestra en el medio de cultivo.

· Medio de cultivo frío al inocular la muestra.

· Paciente que ha iniciado el antibiótico terapia.


· Número y frecuencia de cultivos (intervalo).

· Dilución en el medio de cultivo (1:10 óptimo)

· Composición de los medios de cultivo /tipo de medio)

· Resiembra o cultivo a ciegas 

· Tiempo de incubación 

· Interpretación de resultados

Al observar los resultados de los pacientes con hemocultivos negativos y alcanzar un elevado porcentaje, podemos decir que algunos procedimientos como la metodología empleada para la toma de muestra, pueden presentar variaciones técnicas por parte del personal a cargo de tomar el hemocultivo y que influye directamente en el número de cultivos contaminados , como por ejemplo: tocar el sitio de punción aún después de haber sido realizada la asepsia, inocular la muestra en el frasco sin condiciones de esterilidad, o utilizar un medio de cultivo frío. 

De acuerdo a los criterios empleados en el Hospital Nacional Rosales para determinar que un hemocultivo está contaminado es, que cuando al laboratorio llegan varios frascos del paciente al mismo tiempo, se hace la revisión de los dos frasco en este caso, para observar si éstos presentan signos de crecimiento bacteriano, ya que si solamente uno de los dos frascos presenta cualquier signo de crecimiento, sería un indicador de que se trata de una bacteria contaminante, dado que si una bacteria está presente en la sangre al tomar las dos muestras del paciente, las dos muestras deberían presentar signos de crecimiento bacteriano. 

Pero cuando se envían hemocultivos seriados en diferentes días, se procesan individualmente y no hay correlación de los resultados de cada frasco, por lo que no se reportan como una misma muestra. Dicho lo anterior cabe mencionar que para nuestra investigación no se reportaron hemocultivos contaminados, haciendo énfasis en que la condiciones de asepsia, toma de la muestra e inoculación de la muestra del paciente se hicieron correctamente por el personal de enfermería por lo tanto no se reflejan estadísticamente en nuestra investigación.

Para reportar los hemocultivos como negativos se debe tener en cuenta los siguientes criterios: no observar ningún signo de crecimiento o multiplicación de bacterias en el medio de cultivo (turbidez, hemólisis, formación de gas, formación de película, formación de coagulo, presencia de colonias como motas de algodón, etc.) Si no existe ninguno de los signos de crecimiento y no presenta crecimiento en la resiembra se reporta como hemocultivo negativo.


Es importante mencionar que los hemocultivos en el área de bacteriología del Hospital Nacional Rosales, se incuban cinco días, con lectura macroscópica diaria en busca de signos de crecimiento, y el quinto día se resiembran los hemocultivos negativos en Agar sangre y los positivos (hemolizados,   turbios, etc.), en Agar sangre, Agar MacConkey.

En los cuadros Nº 6 y 7. Se presentan las características y beneficios del método manual y el método automatizado utilizando equipo BACTEC 9050 de hemocultivos respectivamente.

Los hemocultivos pueden ser procesados en el laboratorio ya sea por métodos manuales o automatizados. En aras de la discusión, el término técnicas de hemocultivo manual se referirá a los métodos que no utilizan instrumentación para monitorear el crecimiento de microorganismos. Los sistemas de monitoreo continuo de hemocultivos utilizan instrumentación para detectar crecimiento bacteriano en el caldo del medio por medio del monitoreo de subproductos del metabolismo bacteriano.

Cuanto más rápido y exacto se puedan detectar microorganismos en hemocultivos, tanto más rápidamente podrán ser tratados con eficacia los pacientes y, así acelerar su recuperación. Por tanto es importante hacer una comparación entre el método manual y el método automatizado utilizando equipo BACTEC 9050, y así valorar el rendimiento de los métodos en términos de costo-beneficio, el impacto que causa la automatización de hemocultivos y conocer que método tiene mayor tasa de recuperación bacteriana.

Por medio de la realización de esta investigación podemos afirmar lo siguiente:

· El método que tiene mayor tasa de recuperación bacteriana es el Método automatizado utilizando el equipo BACTEC 9050, debido a que este permite la toma de muestra aun en pacientes sometidos a la antibiótico terapia ya que el medio utilizado para el hemocultivo es el BACTEC Plus que se caracteriza por tener en su composición resinas que son capaces de neutralizar hasta un total de casi 60 antibióticos diferentes a un nivel que permite el crecimiento de microorganismos sensibles. En realidad lo que se pretende con la neutralización es incrementar el número de cultivos positivos.
También el medio contiene como anticoagulante de 0.025 a 0.05 % de polianetol sulfonato de sodio (SPS) que, además de su efecto anticoagulante, inhibe la actividad bactericida del suero y la fagocitosis de los leucocitos, inactiva el complemento, neutraliza lisozimas y antibióticos aminoglucósidos, obteniendo un crecimiento de mayor diversidad de microorganismos.


· Valorando el rendimiento de los métodos en términos de costo-beneficio, el método automatizado tiene mayor ventaja sobre el método manual, debido a que a tiene un mayor impacto a nivel económico. Sus mayores inconvenientes son su elevado costo, las averías mecánicas y la limitación de la gestión de datos que no admite información externa sobre la identificación de los microorganismos y su sensibilidad a los antimicrobianos y lo convierte en completamente nulo para el análisis estadístico de los resultados,
Además es importante mencionar que el método manual a corto plazo es más barato, pero a largo plazo su costo es más elevado debido a que hay mayor gasto de material para la realización de todos estos procedimientos (la resiembra se realiza a todos los hemocultivos al finalizar su tiempo de incubación que es de 5 días), considerando que el porcentaje de negatividad es elevado (57.14%) en consecuencia hay más gasto de material y menos resultados positivos.

En el caso del método automatizado a corto plazo tiene un costo elevado (compra de equipo, medio de cultivo, mantenimiento), pero a largo plazo tiene mayor beneficio y menor costo ya que se obtienen resultados más rápido (desde las primeras cuatro horas), disminuye el costo de materiales de laboratorio ya que se elimina el uso de medios para subcultivos en casos negativos y se reduce solo a uno en los casos positivos. 
· Con respecto al impacto de la automatización de hemocultivos versus la metodología manual puede ser evaluado desde 4 puntos de vista: clínico, microbiológico, epidemiológico y económico. 
IMPACTO CLÍNICO: La implementación de sistemas automatizados de hemocultivos con monitoreo sensibles y continuos y con agitación constante han llevado a un aumento de la velocidad de detección, con una disminución del tiempo de respuesta y a un aumento de la sensibilidad de los hemocultivos. Esto permite mejorar la capacidad diagnóstica en bacteriemias y un uso más racional de la terapia antimicrobiana.

IMPACTO MICROBIOLÓGICO: Ha sido principalmente una disminución de la carga de trabajo con posibilidades de procesar grandes volúmenes de muestras, una disminución de la contaminación cruzada por técnicas de detección no invasivas y un aumento del espectro de microorganismos que se detectan por estos sistemas. 

IMPACTO EPIDEMIOLÓGICO: El soporte computacional que poseen estos sistemas permite obtener listados de positividad por pacientes, por muestra, por microorganismo, conocer el rendimiento (% de positividad) y la contaminación de los hemocultivos. Estos datos se pueden evaluar por servicio, por tipos de muestra, diarios, semanales, mensuales y/o anuales, lo que constituyen gran aporte en el control de las bacteriemias intrahospitalarias. 
IMPACTO ECONÓMICO: A nivel del laboratorio: aumento del costo por botella (2 a 4 veces el costo de la convencional), disminución de las horas/hombre, disminución de los costos del material de resiembra, disminución del riesgo de cortopunzantes en el operador. Esto conduce a una disminución del costo global de los hemocultivos negativos siempre y cuando no se considere el costo del equipo. A nivel del hospital: podría conducir a una disminución de los días de uso de antibióticos de amplio espectro (más caros y con mayor toxicidad) y podría significar también una disminución de los días/cama; sin embargo casi no existen publicaciones que avalen estos impactos. 

En el cuadro Nº 8. Se presentan las bacterias aisladas con mayor frecuencia de pacientes con hemocultivos positivos utilizando el método manual. Las bacterias aisladas con mayor frecuencia fueron: Staphylococcus aureus (50%), Acinetobacter baumannii (25%), Staphylococcus epidermidis (25%).

En el cuadro Nº 9. Se presentan las bacterias aisladas con mayor frecuencia de pacientes con hemocultivos positivos utilizando el método automatizado BACTEC 9050. Las bacterias aisladas con mayor frecuencia fueron: Staphylococcus aureus (38.71%), Acinetobacter calcoaceticus-baumannii (25.81%), Enterobacter cloacae (9.68%), Escherichia coli (6.45%), Klebsiella pneumoniae (6.45%), Staphylococcus epidermidis (6.45%), Staphylococcus haemolyticus (3.22%), Pseudomonas aeruginosa (3.22%).

Al observar los resultados de los cuadros 8 y 9 identificamos que la bacteria Staphylococcus aureus es la que presenta mayor porcentaje de aislamiento por los dos métodos antes mencionados, debido a que esta bacteria esta presente en la flora normal de la piel y también en múltiples sitios anatómicos (orofaringe, tracto gastrointestinal y urogenital). Además la diseminación en los hospitales se produce por las manos del personal médico, por fomites o por un trabajador de la red hospitalaria con una lesión infectada contribuyendo más a la probabilidad que se presente una septicemia.


CONCLUSIONES

Con base a las preguntas planteadas y a los objetivos propuestos podemos concluir que:
· El porcentaje de positividad de hemocultivos reportados en el área de bacteriología del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre de 2009 utilizando el método manual y el método automatizado con equipo BACTEC 9050 fue:  20.51% por el método manual y 79.49% por el método automatizado con equipo BACTEC 9050.

· El porcentaje de negatividad de hemocultivos reportados en el área de bacteriología del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre de 2009 utilizando el método manual y el método automatizado con equipo BACTEC 9050 fue:  57.14% por el método manual y 42.86% por el método automatizado con equipo BACTEC 9050.

· Existe una diferencia estadística significativa muy marcada de la frecuencia de hemocultivos positivos y negativos de pacientes del Hospital Nacional Rosales en el período de Octubre a Noviembre del 2009 entre el método manual y el método automatizado utilizando equipo BACTEC 9050, debido a que se utilizó el estadístico de prueba Chi Cuadrado para su comprobación obteniendo un resultado de 16.85. es por eso que las hipótesis de investigación enunciadas a la solución de esta problemática expresan una respuesta favorable a los objetivos planteados o propuestos.

· Entre las ventajas del método automatizado utilizando equipo BACTEC 9050 versus los métodos manuales o tradicionales, podemos destacar las siguientes:

· Monitoreo constante: Suponiendo que el ser humano no comete equivocaciones (rótulos, intercambio de frascos, etc.) es difícil alcanzar la máxima eficiencia que logra el sistema automatizado que monitorea en forma continua las botellas y además con agitación permanente que favorece el desarrollo bacteriano, acelerando los tiempos de positividad.

· Reporte de positivos y negativos sin tener que revisar una por una todas las botellas.

· Aumento significativo en la positividad de las pruebas.


· A través de un resultado certero, permite al médico brindar un mejor tratamiento para sus pacientes.

· Disminuye el tiempo de hospitalización del paciente, lo que se traduce en una disminución en los costos administrativos tales como: días cama/tratamientos inefectivos, gastos en medios de cultivo que no producen los resultados óptimos, horas/hombre recurso humano del área de bacteriología y enfermería.

· Las bacterias más frecuentemente aisladas de los hemocultivos positivos con el método manual fueron: Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus epidermidis.

· Las bacterias más frecuentemente aisladas de los hemocultivos positivos con el método automatizado utilizando equipo BACTEC 9050 fueron: Staphylococcus aureus, Acinetobacter calcoaceticus-baumannii, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Pseudomonas aeruginosa.


RECOMENDACIONES

Sobre la base de los resultados obtenidos en la presente investigación se recomienda:
· Concientizar al personal de enfermería y/o paramédico de cada servicio hospitalario encargado de la toma de la muestra para hemocultivo sobre la importancia de la adecuada realización de este procedimiento.

· Al Ministerio de Salud Pública y Asistencia Social que analicen la importancia de la adquisición de equipos automatizados para hemocultivos en beneficio de: disminución de horas de trabajo, bioseguridad para el personal de laboratorio, disminución de horas/cama, disminución de costos de laboratorio con el propósito de obtener resultados rápidos para el diagnostico, pronostico y tratamiento del  los pacientes ya que estos tienen mayores beneficios que los métodos manuales o tradicionales.
· Capacitar al personal de laboratorio para el manejo de equipo automatizado en el área de bacteriología.
· A la Universidad de El Salvador específicamente que implemente talleres para el conocimiento de equipo automatizados en el área de bacteriología.
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ANEXO 1.

 TOMA DE LA MUESTRA


El procedimiento de extracción de sangre para la realización de hemocultivos se debe realizar cumpliendo las máximas precauciones de asepsia.

1. Lavarse las manos.

2. Colocar ligadura y campo estéril.

3. Palpar la vena a puncionar.

4. Realizar antisepsia con alcohol 70% en una zona de piel de unos 10 cm. de diámetro alrededor del sitio de punción. Se comenzará por el centro y se irán haciendo círculos concéntricos hacia el exterior.

5. Repetir el procedimiento utilizando Yodo povidona al 10%.

6. Dejar actuar 1-2 minutos, esto es: hasta que se seque el antiséptico sobre la piel.

7. Mientras actúa el iodóforo, desinfectar el tapón de goma del frasco de hemocultivo con alcohol 70%.

8. Colocarse los guantes estériles.

9. Extraer la sangre sin tocar en ningún momento el campo desinfectado. Si fuera necesario palpar nuevamente la vena, se cambiarán los guantes estériles y se realizará nueva antisepsia de piel.

10. Inyectar directamente la sangre en el frasco. No es necesario cambiar de aguja.

11. Mover los frascos para que la sangre y el medio de cultivo se mezclen.

12. Para frascos de sistemas automatizados, retirar las tirillas de las botellas y pegarlas en la hoja de pedido correspondiente al paciente. En ningún caso se rotulará o pegará ningún tipo de etiqueta adhesiva sobre los códigos de barras de las botellas.


ANEXO 2.

 CALDO TRIPTICASA SOYA

Para 1000 ml.

Caldo Tripticasa Soya…………………….30 gramos

Agua destilada……………………………..1000 ml.

Extracto de levadura………………………30 gramos

Sacarosa………………………………………100 gramos

AGAR MAC CONKEY
El Agar MacConkey es un medio selectivo y diferencial recomendado para el cultivo y aislamiento de microorganismos Gram negativos a partir de muestras clínicas, de alimentos, agua, productos lácteos y productos farmacéuticos. En este medio se aíslan y diferencian bacilos entéricos Gram negativos fermentadores y no fermentadores de la lactosa.

El Agar MacConkey en su fórmula original fue utilizado para diferenciar cepas de Salmonella typhi de otros miembros del grupo coliforme. La fórmula fue modificada para mejorar el crecimiento de cepas de Salmonella y Shigella y con ello también se mejoraron las reacciones diferenciales entre los microorganismos patógenos entéricos y el grupo coliforme.

El Agar MacConkey contiene cristal violeta y sales biliares como inhibidores de organismos Gram positivos. Las colonias aisladas de bacterias que fermentan la lactosa son rosadas y pueden estar rodeadas de una zona de precipitado de sales biliares el cual es debido a una caída en el pH por la fermentación de la Lactosa. Las colonias que no fermentan la lactosa (como las de Salmonella typhi, Salmonella. paratyphi y Salmonella. disentery) permanecen incoloras.

Digerido Pancreático de Gelatina…………………… 17.0 

Sales Biliares …………………………………………… 1.5

Digerido Péptico de Tejido Animal………………….. 1.5

Cloruro de Sodio ……………………………………….. 5.0

Digerido Pancreático de Caseína……………………. 1.5 

Cristal Violeta……………………………………………. 0.001

Lactosa……………………………………………………. 10.0 

Agar Bacteriológico…………………………………….. 13.5

Rojo Neutro……………………………………………….. 0.03 

pH 7.1 ± 0.2


INFUSIÓN CEREBRO CORAZÓN
El medio de Infusión Cerebro Corazón es utilizado para el cultivo de microorganismos fastidiosos como estreptococos, pneumococcos y meningococos. Este medio también es conocido como BHI por sus siglas en inglés.
El medio de Infusión Cerebro Corazón es una modificación de las formulaciones desarrolladas por Rosenow y Hayden en las que se adicionó infusión de cerebro de ternera y difosfato de sodio.
El medio de Infusión Cerebro Corazón está especificado en varios procedimientos estándares para la industria alimenticia y el análisis de aguas. 
En este medio la infusión de carne de corazón y de cerebro de ternera así como la peptona proveen la fuente de carbono, nitrógeno sulfuro y vitaminas. La dextrosa actúa como fuente de energía. El cloruro de sodio mantiene el balance osmótico del medio. El fosfato disódico actúa como buffer.
Infusión de Cerebro de Ternera 200.0 
Cloruro de Sodio 5.0

Infusión de Corazón de Res 250.0 
Fosfato Disódico 2.5

Peptona de Gelatina 10.0 
Dextrosa 2.0

pH 7.4 ± 0.2

CALDO DE TIOGLICOLATO

El medio de cultivo, tiene por sus componentes la calidad nutricional del caldo tripteína soya. Este permite el desarrollo de una amplia variedad de microorganismos, incluidos los nutricionalmente exigentes. 
Además, se observa que las bacterias estrictamente aerobias, crecen en la parte superior, mientras que las anaerobias facultativas o anaerobias estrictas crecen en las profundidades del medio. Las sustancias reductoras como tioglicolato de sodio y cisteína proporcionan una anaerobiosis suficiente y debido a los grupos -SH- de estos compuestos, se neutralizan los efectos bacteriostáticos de los derivados mercuriales, arsenicales y de otros metales pesados.
La presencia de una baja cantidad de agar, retarda la dispersión de dióxido de carbono y oxígeno. 

Fórmula (en gramos por litro)

Tripteína 17.0

Peptona de soya 3.0 

Glucosa 6.0 

Cloruro de sodio 2.5 

Tioglicolato de sodio 0.5 

Agar 0.7 

L-cistina 0.25 

Sulfito de sodio 0.1 

pH final: 7.0 ± 0.2


ANEXO 3.

ANALIZADOR AUTOMÁTICO PARA HEMOCULTIVOS BACTEC 9050



BACTEC fue el sistema automático inicialmente introducido que ha sido utilizado en muchos Laboratorios de Microbiología de centros hospitalarios. Su primer procedimiento de lectura fue el radiométrico, que utilizaba un sustrato marcado con carbono radioactivo (C14) que al ser metabolizado por las bacterias liberaba dióxido de carbono marcado el medio. Su principal inconveniente era la eliminación de residuos radiactivos y ha quedado relegado para el cultivo de ciertos microorganismos como micobacterias.
El método automatizado BACTEC 9050 de la serie fluorescente es un sistema no invasivo para cultivo de sangre que monitorea, agita e incuba los frascos continuamente. No invasivo significa en este contexto que no es necesario perforar las botellas para hacer subcultivos. Cuando hay microorganismos presentes, estos metabolizan los nutrientes del medio de cultivo y liberan dióxido de carbono. Un sensor en el frasco responde a los cambios en el contenido del gas producido y detectores fotométricos del instrumento miden el nivel de fluorescencia el cual corresponde a la cantidad de dióxido de carbono liberado por los organismos. La medición es interpretada por el sistema de acuerdo con parámetros pre-programados de positividad.


ANEXO 4.


COLORACIÓN DE GRAM

· Hacer un extendido de la muestra en una lámina portaobjetos limpia al mechero.

· Cubrir la lámina con Cristal Violeta (colorante) por 1 minuto. Lavar con agua de chorro.

· Cubrir la lámina con Lugol para Gram (mordiente) por 1 minuto. Lavar con agua de chorro.

· Decolorar con 2 ó 3 gotas de Alcohol Acetona sobre la preparación por 15 segundos y lavar inmediatamente con agua de chorro.

· Cubrir la lámina con Safranina (colorante) por 30 segundos. Lavar con agua. 

· Dejar secar y observar al 100x con inmersión.

Bacterias Gram positivo: morado-azul obscuro.

Bacterias Gram negativo: rojo.



ANEXO 5.


PREPARACIÓN DE LA TINCIÓN DE NARANJA DE ACRIDINA

Ingredientes:

Polvo de Naranja de Acridina 20 mg

Buffer acetato de sodio 290 ml. 

Ácido clorhídrico 1 M.

Preparación:

Agregar 20 mg de polvo de Naranja de Acridina a 290 ml de buffer acetato de sodio (solución de reserva de 100 ml de 2 molar (M) CH2COONa.3H2O y 90 ml de HCl para mantener la tinción diferencial de la bacteria contra los restos celulares. Almacenar la solución de tinción en una botella marrón a temperatura ambiente.

Procedimiento:

La tinción se realiza cubriendo extendidos del material a ser examinado con el colorante de Naranja de acridina durante 2 minutos, y lavando luego con agua corriente. Los portaobjetos teñidos y secados son examinados con un microscopio equipado con una fuente de luz ultravioleta. Las bacterias se tiñen de naranja brillante fácilmente diferenciadas de las células humanas y restos de tejidos que se tiñen de verde pálido a amarillo.

ANEXO 6.

PRUEBAS DE TAMIZAJE

· PRUEBA DE LA OXIDASA:

1. Colocar una gota del reactivo bicloruro de N, N, N, N-tetrametil      p-difenilendiamino al 1 % en un pedazo de papel filtro.

2. Colocar una porción de colonia sobre el papel humedecido utilizando un palillo de madera.

INTERPRETACIÓN:

POSITIVO: desarrollo de un color azul profundo o morado según sea el método que se esté empleando, en término de 10 segundos.

NEGATIVO: no hay desarrollo de color.




· PRUEBA DE LA CATALASA:

1. Colocar en un portaobjeto una gota de peróxido de hidrógeno al 3%.
2. Con un palillo de madera transferir una pequeña cantidad de cultivo puro o colonia sospechosa sobre la gota de reactivo.
3. Observar el aparecimiento de burbujas.
INTERPRETACIÓN:

POSITIVO: se observa burbujeo.

NEGATIVO: no se observa burbujas.


· PRUEBA DE LA COAGULASA EN TUBO:

PROCEDIMIENTO:

1. En un tubo de 13 x 100 esteril mezclar 0.5 ml  de plasma humano o de conejo y una asada grande de la bacteria aprobar. Rotar suavemente el tubo sin sacudir.
2. Incubar a 35 grados C de 4-6 horas, observe cada 30 minutos.

PRECAUCIÓN: cuando este checando no sacude el tubo, inclínelo suavemente para ver el coagulo, si este no es visible al final de las 6 horas, déjelo en la incubadora por 24 hrs.
INTERPRETACIÓN:


Prueba positiva
· Coagulo completo

· Coagulo parcial, el coagulo no abarca completamente la columna del fluido.

Prueba negativa:

· No hay formación de coagulo, la suspensión permanece homogénea.


ANEXO 7.

SISTEMA AUTOMÁTICO DE IDENTIFICACIÓN VITEK

El sistema automático VITEK responde perfectamente a las necesidades de la bacteriología actual, tanto en el ámbito de la microbiología clínica, como en el de los controles industriales: la automatización aporta mayor seguridad, suprimiendo las manipulaciones repetitivas, y la rapidez de respuesta permite obtener resultados fiables más rápidamente que con las técnicas manuales.

VITEK automatiza todas las etapas necesarias para la realización de las pruebas de identificación y antibiograma con las tarjetas VITEK. Está constituido por un inoculador/sellador, un incubador/lector, un ordenador y una impresora. El inoculador/sellador permite la inoculación de las tarjetas en pocos minutos. El incubador/lector asegura simultáneamente la incubación y la lectura de las tarjetas para una capacidad que varía de 32 a 480 tarjetas según el modelo. El ordenador equipado con los programas de VITEK efectúa un control permanente de las operaciones en curso, memoriza los valores, trata e interpreta los resultados.

ANEXO 8.

MEDIO DE CULTIVO 1. BACTEC PLUS AerBACTEC PLUS Aerobic


aa. Each vial contains: Cada vial contiene: 

• • 25 mL Enriched Soybean-Casein Digest broth (TSB25 ml  de caldo de soya-Caseína Digestiva enriquecida (TSB) 

• • 0.05% Sodium Polyanetholesulfonate (SPS0,05% Polianetol sulfonato de sodio (SPS) 

• • Resinas adsorbentes Cationic and Non-ionic Adsorbing ResinCatiónicas y no iónicas 

• • Carbon dioxide (CDióxido de carbono (CO22)) 

• • Oxygen Oxígeno (O22)) 

• • Sensor for the detection of fluorescencSensor para la detección de la fluorescencia 

b. b. Store at 2° to 25° C Conservar entre 2°C a 25°C.


ANEXO 9.

TARJETAS VITEK PARA IDENTIFICACIÓN DE BACTERIAS



La tarjeta VITEK destinada a la identificación o el antibiograma con los sistemas automáticos VITEK, está lista al empleo. Se presenta en envase unitario, lo cual garantiza una perfecta conservación de los tests hasta el momento de su empleo. Del tamaño de una tarjeta de crédito, no ocupa espacio, ni para su conservación, ni para su eliminación. Una vez inoculada, se encuentra herméticamente cerrada, y por tanto es manipulable sin riesgo de contaminación. Cada tarjeta de identificación posee 30 pocillos que contienen los substratos bioquímicos en forma deshidratada. No es necesario añadir ningún reactivo, lo cual evita cualquier riesgo de olvido o error. La identificación VITEK cubre más de 300 especies encontradas en el campo de la microbiología clínica e industrial. 

ANEXO 10.

ANTIBIÓTICOS INHIBIDOS POR RESINAS BACTEC 



ANEXO 11.

VALOR CALCULADO DEL ESTADÍSTICO DE PRUEBA CHI CUADRADO PARA COMPARAR LA FRECUENCIA DE HEMOCULTIVOS POSITIVOS.
El Estadístico de prueba Chi Cuadrado se calculó de la siguiente manera:

Fórmula: 
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= Signo de sumatoria.
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= Frecuencia observada (Número de casos encontrados).
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= Frecuencia esperada (Número esperado, por probabilidades, según los casos observados).
La frecuencia esperada se obtiene de la siguiente manera:
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El cuadro teórico es:

	A
	B
	n1

	C
	D
	n2

	n3
	n4
	N

	31
	69
	100

	8
	92
	100

	39
	161
	200


	 
	Fo
	Fe
	Fo-Fe
	(Fo-Fe)2
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	A
	31
	19.5
	11.5
	132.25
	6.78

	B
	69
	80.5
	-11.5
	132.25
	1.64

	C
	8
	19.5
	-11.5
	132.25
	6.78

	D
	92
	80.5
	11.5
	132.25
	1.64
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= 16.84



ANEXO 12.

ANEXO 12.

VALOR CALCULADO DEL ESTADÍSTICO DE PRUEBA CHI CUADRADO PARA COMPARAR LA FRECUENCIA DE HEMOCULTIVOS NEGATIVOS.

El Estadístico de prueba Chi Cuadrado se calculó de la siguiente manera:

Fórmula: 
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Donde:
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= Signo de sumatoria.
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= Frecuencia observada (Número de casos encontrados).
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= Frecuencia esperada (Número esperado, por probabilidades, según los casos observados).
La frecuencia esperada se obtiene de la siguiente manera:
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El cuadro teórico es:
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	A
	69
	80.5
	-11.5
	132.25
	1.64

	B
	31
	19.5
	11.5
	132.25
	6.78

	C
	92
	80.5
	11.5
	132.25
	1.64

	D
	8
	19.5
	-11.5
	132.25
	6.78
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GLOSARIO
ABSCESOS: Colección localizada de pus en una cavidad formada por la desintegración de los tejidos.

AISLAR: Separar de otros.

AMINOGLUCÓSIDOS: Cualquiera de un grupo de antibióticos antibacterianos  derivados de varias especies de Streptomyces o producidos sintéticamente; interfieren en la función de los ribosomas bacterianos.

ANTIBIOGRAMA: Es la prueba microbiológica que se realiza para determinar la sensibilidad de una colonia bacteriana a un antibiótico o grupo de antibióticos. 

ANTICUERPOS: Molécula de inmunoglobulina que reacciona con un antígeno especifico que indujo  su síntesis y con moléculas similares; se clasifican según el modo de acción.

ASÉPSIA: Libre de infección.

BACITRACINA: Polipéptido  antibacteriano producido por el grupo de liqueniforme  de Bacillus subtilis, que actúa interfiriendo la síntesis de la pared celular bacteriana.

BACTERIA: En general, cualquiera de los microorganismos procariotas unicelulares que se multiplican comúnmente por división celular, carecen de núcleo u orgánulos unidos a la membrana y poseen una pared celular.
BENÍGNA: No maligna; no recurrente, favorable para el restablecimiento.

CATALASA: Enzima hemoproteica que cataliza la descomposición del peróxido de hidrógeno a agua y oxígeno, protegiendo las células.

CATÉTER: Instrumento quirúrgico tubular y flexible, que se inserta en una cavidad corporal para extraer o introducir líquidos.

COAGULASA: Sustancia antigénica de origen bacteriano, producida por estafilococos, que puede estar etiológicamente relacionada con la formación de trombos.

CULTIVO: Propagación de microorganismos o células tisulares vivas en médios propícios para su desarrollo.


ENDOCARDITIS: Alteraciones inflamatorias, exudativas y proliferativas, Del endocardio caracterizadas habitualmente por la presencia de vegetaciones en la superficie del endocardio o en el propio endocardio que suelen atacar a una válvula cardiaca.

ENDOSCÓPIO: Instrumento empleado para examinar el interior de una víscera hueca. 

ENDOTOXINAS: Toxina termoestable presente en la célula bacteriana intacta aunque no en los filtrados libres de células de los cultivos de bacterias intactas.

ESCALOFRÍOS: Sensación de frío, con sacudidas convulsivas del cuerpo.

ESTÉRIL: Aséptico; que no produce microorganismos vivos.

ESTRIADO: Que tiene estrías o surcos.

ETIOLÓGICO: Trata de las causas de la enfermedad.

FAGOCITOSIS: Englobamiento de microorganismos u otras células o partículas extrañas por parte de los fagocitos.

FOMITES: Objeto o material inanimado sobre el que pueden transportarse agentes causales de enfermedad.

FURÚNCULO: Nódulo doloroso formado en la piel por La inflamación circunscrita de la dermis y del tejido subcutáneo, formando una lesión central. 
GRANULOCITOPENIA: Reducción  en el número de leucocitos granulares en la sangre.

HONGOS: Cualquier organismo que pertenece al fungi.

IMPÉTIGO: Infección cutánea, estreptocócicas o estafilocócicas, caracterizadas por vesículas o bullas que se vuelven pustulosas, se rompen y se forman amarillentas.

INCUBAR: Someter o sufrir incubación.

INFECCIOSO: se aplica a sustancias que contienen microorganismos viables, o sus toxinas, de los que se sabe o existen razones fundadas para creer que causan enfermedades en el ser humano o en otros organismos vivos.
INÓCULO: Sustancia que se emplea en la inoculación.


LEVADURAS: Termino general que abarca a los hongos unicelulares, por lo general de forma redonda, que se producen por gemación.

LISOZIMAS: Enzima presente en la saliva, lágrimas, clara de huevo y muchos fluidos animales, que funciona como un antibacteriano al catalizar la hidrólisis de los enlaces glucocídicos específicos de los peptidoglucanos y la quitina, rompiendo las paredes de algunas células bacterianas.

MICROBIOTA: Los microorganismos que normalmente habitan en un órgano o parte del cuerpo; flora.
NEUMONÍA: Inflamación de los pulmones con exudación y consolidación.

NEUTROPENIA: Disminución de los leucocitos neutrófilos en sangre.

OSTEOMIELITIS: Inflamación de un hueso, localizada o generalizada, debida a una infección, habitualmente por microorganismos piógenos.

OXIDASA: Enzima de la clase de la clase de las oxirreductasas que tienen oxigeno molecular como aceptor de hidrógeno.

PATÓGENO: Cualquier agente o microorganismo productor de enfermedad.

PEPTIDOGLICANO: Glucano unido a péptidos de enlace cruzado corto; están presentes en las paredes de la célula bacteriana.
PETEQUIAS: Mancha roja diminuta, debido al escape de una pequeña cantidad de sangre.

PIELONEFRITIS: Inflamación del riñón y su pelvis debido a infección bacteriana.

RADIOMÉTRICO: Que detecta y mide la energía radiante.

RESINA: Cualquiera de un número de sustancias orgánicas, sólidas y amorfas que son el exudado de diversos árboles o arbustos o producidas sintéticamente.

SAPRÓFITOS: Cualquier organismo que vive sobre materia orgánica  muerta o en descomposición.

SISTEMA INMUNE: Sistemas de componentes moleculares y celulares que tienen la función primaria de distinguir  lo propio de lo no propio, y de defensa contra microorganismos o sustancias extrañas.
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