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RESUMEN

Introduccion. Los recién nacidos son sometidos a frecuentes extracciones sanguineas con fines
diagnésticos, ademas de la toma seriada de hemocultivos. Estas practicas contribuyen al desarro-
llo de anemia y complicaciones posteriores. A pesar del uso uniforme de hemocultivos para el diag-
noéstico de sepsis, el volumen éptimo de sangre requerido para detectar bacteremia o funguemia en
neonatos aun no ha sido establecida.

Material y métodos. Mediante un ensayo in vitro, se seleccionaron patégenos neonatales comu-
nes, como E. coli, S. aureus, S. epidermidis, Klebsiella pneumoniae, E. faecalis y Candida albicans,
para posteriormente hacer la inoculacién en sangre estéril con diluciones de bacterias u hongos (10
ufc/ml. y 1 ufc/ml.). Para cada microorganismo, 4 botellas Pedi- Bact / Alert fueron inoculadas y se
incubaron por 7 dias en el sistema automatizado de deteccion.

Resultados. Se estudiaron un total de 24 muestras inoculadas, todas ellas positivas a desarrollo
microbiano. El tiempo promedio de positividad de las botellas inoculadas independientemente de la
cantidad de ufc/ml. fue de 16.5 + 7.3 horas,

De los microorganismos estudiados E. coli y K. pneumoniae fueron las que mas rapido dieron posi-
tividad con 11.5 y 10.3 horas respectivamente, en promedio, mientras que C. albicans fue el micro-
organismo que tardé mas tiempo en reportarse como positivo, 26.3 horas en promedio.
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ABSTRACT

Introduction: A lot volume of blood is extracted from the newborn for diagnostic purposes. Includ-
ing blood samples for cultures with subsequent complications like anemia. However, the daily use of
blood cultures to sepsis diagnosis, the volume values to detect bacteremia or funguemia in new-
borns are not available.

Material and methods: In a in-vitro assay, we selected six more common pathogens of neonatal
sepsis as E. coli, S. aureus, S. epidermidis, Klebsiella pneumoniae, E. faecalis and Candida albi-
cans, latterly we inoculated into sterile blood the microorganisms in two dilutions, the first with 10
UFC/ml. and the second one with 1 UFC/mI. To each microorganism we inoculated 4 bottles (Pedi-
Bact / Alert) and subsequently were incubated for seven days into an automated detection system.
Results: We inoculated 24 bottles, with positives results to microorganism’s growth into a mean time
of 16.5 + 7.3 hours,

E. coli and K. pneumoniae were the faster microorganisms to growth with 11.5 and 10.3 hours in
mean respectly. C. albicans was the microorganism slower to growth with 26.3 hours.
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INTRODUCCION

El diagndstico de sepsis en € recién nacido (RN), es
una tarea dificil, ya que representa un diagnostico
diferencia ante la presencia de cas cuaquier signo
de alteracion neonatal (apneas, bradicardia, proble-
mas respiratorios, intolerancia a la aimentacion o
inestabilidad térmica). De todos los RN ingresados a
unidades de cuidados intensivos, 3-5% presentan
sepsis, corroborada por cultivo @,

Estos RN son sometidos a frecuentes extraccio-
nes sanguineas con fines diagndsticos. En ocasio-
nes, el volumen total de sangre extraido es tal, que
el paciente desarrolla alteraciones hemodinamicas
y anemia. La toma seriada de hemocultivo contri-
buye al desarrollo de tales complicaciones, por lo
cual, a pesar de ser incorrecto, se prefiere tomar
solo una. Por |o tanto, es importante buscar alterna-
tivas mediante las cuales se pueda disminuir el
volumen de cada una de las muestras, de tal mane-
ra que se pueda obtener como minimo dos hemo-
cultivos en tiempos diferentes, sin afectar la
homeostasis del nifio. @

A pesar del uso uniforme de hemocultivos para
el diagnostico de sepsis, el volumen 6ptimo de
sangre requerido para detectar bacteremia o fun-
guemia en neonatos aln no ha sido establecida.
Se han realizado varias evaluaciones sisteméticas
de la cantidad de sangre necesaria para la detec-
cion de microorganismos en el paciente pediétri-
co y neonatal®?. Estas evaluaciones han desperta-
do interrogantes acerca de la efectividad de volu-
menes minimos de sangre en |la deteccion de bac-
teremia o funguemia en el neonato“?- Sin embar-
go en el RN gravemente enfermo y de muy bajo
peso a nacer, volumenes de 1 ml. 0 més son difi-
ciles de obtener.

Por lo anterior nos propusimos determinar
mediante un estudio in vitro € volumen minimo de
sangre, asi como el nimero minimo de microorga-
nismos requeridos para la deteccion Optima de bac-
teriemia o funguemia utilizando un sistema auto-
matizado de cultivos.

MATERIAL Y METODOS.

Mediante un ensayo in vitro, en el cual selecciona
mos e inoculamos diferentes especies de microor-
ganismos a sangre obtenida del banco de sangre del
Instituto Nacional de Perinatologia, en la que se
corrobord esterilidad mediante cultivos previos

Seleccién y cuantificacion de microor ganismos.

Se seleccionaron patdgenos neonatales comunes,
como E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC
25923), S. epidermidis (aislamiento clinico),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 33495), E. faecalis
(ATCC 29212) y Candida albicans (ATCC
10231), para posteriormente suspenderlos en
caldo Mueller Hinton.

L os microorganismos se diluyeron ala 10°unida-
des formadoras de colonias (UFC) por mililitro
(ml.), se midio la turbidez con un nefelometro de
MacFarland y posteriormente se efectuaron dilucio-
nes adicionales hasta obtener una dilucion final de
10° ufc/ml. La cuantificacion de colonias en agar
soya tripticasa enriquecida con sangre de carnero al
5%, verifico ladilucion final.

I noculacion de los microor ganismos en la sangre.

Se utiliz6 sangre de un solo donador, adicionadacon
anticoagulante. Un mililitro de la suspensién de
cada agente etiol6gico se inoculd en 99 ml. de san-
gre para conseguir una cuenta baja de colonias de
bacterias u hongos (10 ufc/ml.). Deformasimilar se
inocul6 0.1 ml. de la suspension de cada microorga
nismo en 99.9 ml. de sangre para obtener una cuen-
tabajade colonias de bacterias u hongos (1 ufc/ml.).

I noculacion de las botellas de cultivo.

Para cada microorganismo, 4 botellas Pedi- Bact /
Alert fueron inoculadas.

e Laprimeracon 0.2 ml. de lasangre con cuen-
tade 10 ufc/ml.
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e La segunda con 0.5 ml. de sangre con la
cuenta de 10 ufc/ml.

» Laterceracon 0.2 ml. delasangre con cuen-
ta de microorganismos de 1 ufc/ml.

* Lacuartacon 0.5 ml. de la sangre con cuenta
de 1 ufc/ml.

En total 24 botellas de hemocultivos seincubaron
en e sistema automatizado con microorgani sSmos,
dos botellas mas sin microorgani Smos se inocularon
para confirmar € estado estéril de la sangre.

Incubacion de las muestr as.

Todas las botellas se incubaron por 7 diasen el sis-
tema automatizado de deteccion. Se considero el
tiempo de positividad y se cultivaron en agar soya
tripticasa enriquecida con sangre de carnero a 5%,
e incubandose a 37°C. Al mostrar la placa creci-
miento, se identificd a microorganismo mediante
el sistema automatizado de biogquimica microbio-
|6gica Micro-Scan.

RESULTADOS

Se estudiaron un total de 24 muestras inoculadas,
todas ellas positivas a desarrollo microbiano. El
tiempo promedio de positividad de |as botellas ino-
culadas, independientemente de la cantidad de
ufc/ml. fue de 16.5+ 7.3 horas, encontréandose las
cifras en cuanto atiempo de positividad en las bote-
[lasinoculadas con 10 ufc/ml. de 17.8 horasvs 15.3
horas de los inoculados con 1 ufc/ml.

De los microorganismos estudiados E. coli y
K. pneumoniae fueron las que mas rapido die-
ron positividad con 11.5 y 10.3 horas respecti-
vamente en promedio, mientras que C. albicans
fue el microorganismo que tardo mas tiempo en
reportarse como positivas con 26.3 horas en
promedio. El resto de los datos se presentan en
latabla 1.

Tomando en conjunto todos los microorganis-
mos, el rango de diferencia entre ambos volUime-

nes, utilizando la dilucion 10 ufc/ml., oscil6 entre
18 minutos y 2 horas. El rango de diferencia entre
ambos volumenes utilizando la dilucién de 1
ufc/ml., oscil6 entre O minutos y 3 horas.

DISCUSION.

La bacteriemia en lactantes y nifios de mayor edad
puede ser detectada a pesar de las muestras escasas
de sangre que usualmente son cultivadas” En €
caso de los RN esto es de especial importancia, ya
que su volumen corporal no permite extraer con
facilidad la muestra sanguinea para ser cultivada,
en busca de microorgani smos.

El aislamiento de bacterias u hongos a partir dela
sangre de RN gravemente enfermos, es de suma
importancia tanto desde el punto de vista diagnosti-
co como prondstico. RN con sospecha de sepsis,
frecuentemente son tratados con antimicrobianos
hasta que sus cultivos persisten negativos por espa-
cio de 72 horas. He aqui la importancia de los sis-
temas automatizados de cultivo, con los cuales se
puede detectar bacteremia o funguemia utilizando
volumenes minimos de sangre, en un periodo corto
de tiempo.

En los adultos, el volumen de sangre para culti-
vo es el factor mas importante que determina el
aislamiento “?. Numerosos reportes indican que
entre mayor sea el volumen de sangre, mayor la
posibilidad de aislamiento ©9, Mermel y Maki @©
concluyeron que el aislamiento de bacterias en
sangre aumenta en un 3% por cada ml. extra de
sangre cultivada. Extrapolar datos de los reportes
en adultos a los RN, resulta problematico. La
extraccion de grandes cantidades de sangre a los
neonatos, no solamente es técnicamente dificil,
sino que puede conllevar a la necesidad de trans-
fusiones sanguineas, |0 que representa incremento
en |os riesgos @,

El volumen recomendado para un hemocultivo
en pediatria oscila entre 0.5 a 1 ml. En la précti-
caclinicadiaria, la cantidad de sangre inoculada
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Tabla 1. Caracteristicas de las diluciones y tiempos de positividad

Microorganismo Dilucion estimada Colonias en Volumen (ml.) Tiempo de
(Ufc/ml.) Soya tripticasa positividad (hrs)
E. coli 10 15 0.5 9.3
10 15 0.2 9.8
1 6 0.5 12.0
1 6 0.2 134
E. faecalis 10 14 0.5 12.2
10 14 0.2 13.2
1 3 0.5 14.0
1 3 0.2 14.0
K. pneumoniae 10 12 0.5 9.5
10 12 0.2 9.8
1 4 0.5 10.7
1 4 0.2 11.2
S. epidermidis 10 i3 0.5 23.5
10 13 0.2 21.5
1 1 0.5 24.7
1 1 0.2 28.0
S. aureus 10 17 0.5 11.8
10 17 0.2 12.5
1 7 0.5 13.2
1 7 0.2 14.8
C. albicans 10 5 0.5 24.3
10 5 0.2 26.0
1 1 0.5 28.0
1 1 0.2 30.3

es frecuentemente menor a 0.5 ml. Un estudio
prospectivo con 298 juegos de hemocultivos,
tomados en neonatos criticamente enfermos,
encontré que el 55% de dichas botellas contenia
menos de 0.5 ml. de sangre ™. A lavez que se han
hecho multiples estudios utilizando 0.02 ml. de san-
gre, obteniendo resultados satisfactorios © 11410 A
pesar de estos estudios, no se ha establecido fir-
memente la utilidad de volumenes minimos de
sangre en los hemocultivos de pacientes recién
nacidos.

Existe el concepto que los nifios pequeios,
siempre presentan bacteremias con cuentas de

colonias elevadas “ . Sin embargo, se han desa-
rrollado diversos estudios 21" en |os cuales se
ha determinado que existen bacteremias con
cuentas bajas de colonias en nifios pequefios y
neonatos. Dichas bacteremias no pasan desaperci-
bidas al utilizar los sistemas automatizados de
hemocultivos.

En el presente estudio se determind que el siste-
ma automatizado (en este caso Bact/alert) detectod
a 6 microorganismos comunmente encontrados en
los neonatos, con volumenes de sangre de 0.2 ml.
y concentraciones minimas de microorganisSmos
(1-20 ufc/ml.).
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