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Resumen

Objetivo: Disefar un minihemocultivo usando de 200 a 300wl de sangre y comparar con el
hemocultivo de referencia BACTEC peds plus/F™ BD.

Métodos: Se prepararon dos lotes de minihemocultivos HIM-1 y HIM-3 con diferente composi-
cion. Se les hizo el control de calidad que se lleva a cabo en el BACTEC, que es el hemocultivo
automatizado de referencia. Se estudiaron 98 muestras de pacientes de la unidad de cuidados
intensivos neonatales con probable sepsis y se estratificaron en dos grupos; en el primero, 48
muestras se inocularon en el HIM-1y en el BACTEC pediatrico, y en el segundo, 50 muestras en
el HIM-3 y en BACTEC pediatrico.

Resultados: HIM-1y HIM-3 permitieron el crecimiento de los microorganismos: E. coli, K. pneu-
moniae, P. aeruginosa y Enterococcus spp. hasta 102 UFC/ml (que es la concentracion minima
de recuperacion del hemocultivo de referencia). Los minihemocultivos no favorecieron el cre-
cimiento de S. epidermidis, S. aureusy S. pneumoniae de 102 UFC/ml. Para gramnegativos se
obtuvo una sensibilidad del 80%, especificidad del 96%, valor predictivo positivo del 80% y valor
predictivo negativo del 96%.

Conclusiones: HIM-1 y HIM-3, probablemente serian adecuados para el diagnostico de sepsis
neonatal temprana y en paises en desarrollo, principalmente por gramnegativos, pero no para
sepsis tardia, principalmente por estafilococos. En comparacion con BACTEC, ahorran gran
cantidad de muestra sanguinea.
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Blood micro-culture as a diagnostic tool in neonatal sepsis

Abstract

Objective: To design a blood micro-culture using 200 to 300 pl of blood and compare it with
the reference BACTEC peds plus/FTM BD® blood culture.

Methods: Two batches of HEM-1 and HIM-3 blood micro-cultures, with different composition
were prepared. They were quality controlled in the same way as that carried out in the BACTEC,
which is the automated reference blood culture. A total of 98 samples taken from Neonatal
Intensive Care Unit (NICU) patients with probable sepsis were studied and stratified into two
groups. The first 48 samples that were inoculated into HIM-1 and BACTEC paediatric plates, and
the second 50 samples in HIM-3 and in paediatric BACTEC plates.

Results: The microorganisms grown in HIM-1 and HIM-3 included: E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, and Enterococcus spp up to 102 CFU/ml (which is the minimum recovery concen-
tration of the reference blood culture). Micro-blood cultures did not improve the growth of S.
epidermidis, S. aureus and S. pneumoniae of 102 CFU/ml. For Gram negatives, a sensitivity of
80%, specificity of 96%, positive predictive value (PPV) of 80%, and negative predictive value
(NPV) of 96%, were obtained.

Conclusions: HIM-1 and HIM-3 are adequate for the diagnosis of early neonatal sepsis in deve-
loping countries, mainly by Gram negative, but not for late sepsis, mainly by staphylococci.
Compared to BACTEC they save a lot of blood sample.

© 2018 Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes. Published by Masson
Doyma México S.A. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduccion

La sepsis neonatal es un problema importante de salud
publica mundial. Es una de las principales causas directas
de mortalidad neonatal y es responsable de aproximada-
mente el 36% de los cuatro millones de muertes neonatales
que ocurren anualmente, lo que da lugar a 670,000 muertes
en Asia, Africa subsahariana y América Latina'. En México
y otros paises en vias de desarrollo se informan tasas de
15 a 30 por cada 1,000 recién nacidos (RN), con una leta-
lidad entre el 25 y el 30%%. En el Instituto Mexicano del
Seguro Social, entre 2004 y 2005 se encontré un inciden-
cia de sepsis de 3.4/1,000 RN vivos en 3,633 nacimientos®.
En México, la sepsis bacteriana del RN es la segunda causa
de muerte (12.3%), en pacientes de uno a seis dias de
vida“.

A pesar del uso de hemocultivos para el diagnéstico de
sepsis, el volumen dptimo de sangre necesario para detectar
bacteriemia en RN no se ha establecido. No hay una evalua-
cion sistematica de la cantidad de sangre’. El volumen de la
muestra se considera actualmente una de las variables mas
criticas en el aumento de la positividad de los hemocultivos.
Dado que la mayoria de las bacteriemias son de baja magni-
tud (<1 a 10 UFC/ml) a mayor volumen de muestra obtenido,
mayor es la sensibilidad del hemocultivo. Por esto es que las
recomendaciones son obtener el maximo de volumen que la
botella sea capaz de tolerar manteniendo la relacién 1:5 a
1:10 entre la muestra y el volumen de medio de cultivo; esta
dilucién permite neutralizar las propiedades bactericidas de
la sangre y de los agentes antibacterianos que puedan estar
presentes en la muestra. Para la gran mayoria de los sistemas
automatizados este volumen es de 1 a 2 ml para recién naci-
dos. Los hemocultivos alin se consideran el «estandar de oro»

para la deteccion de microorganismos patogenos relaciona-
dos con bacteriemia y sepsis, a pesar de las nuevas técnicas
moleculares. Este método permite la identificacion y las
pruebas de sensibilidad, que son un componente critico para
el manejo de sepsis; sin embargo, la falta de resultados rapi-
dos y baja sensibilidad ha llevado al desarrollo de sistemas
y pruebas moleculares o protedmicas complementarias®.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue disenar
un minihemocultivo usando de 200 a 300 nl de sangre y
comparar con el hemocultivo de referencia BACTEC peds
plus/F™ BD.

Métodos

Muestras de pacientes

Se estudiaron 98 muestras de RN hospitalizados con diagnos-
tico probable de sepsis, en la unidad de cuidados intensivos
neonatales (UCIN) del Hospital Infantil de México «Federico
Gomez»), y se estratificaron en dos grupos; en el primero se
inocularon 48 muestras en el HIM-1 y en el BACTEC pedia-
trico, y en el segundo se inocularon 50 muestras en el HIM-3
y en BACTEC pediatrico. Inocular los viales con 200 ul de
sangre, colocar una aguja hipodérmica estéril para aerear
e incubar a 35?, después de 24h hacer frotis y sembrar
a ciegas en gelosa sangre, hacer esto cada 24h, y cuando
sean positivos el frotis y la placa, hacer pruebas bioquimi-
cas de identificacion y emplear la tarjeta VITEK Biomerieux®
para identificacion del microorganismo. En forma paralela
a la inoculacion del vial, inocular el BACTEC™ pediatrico
siguiendo las indicaciones del fabricante. El estudio se
aprobo por el Comité local de Bioética e Investigacion del
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hospital y los padres o tutores firmaron la carta de consen-
timiento informado.

Criterios de inclusion

- RN con diagnostico probable de sepsis.

- Toma adecuada del hemocultivo en condiciones de asepsia
y previamente al tratamiento antimicrobiano.

- Una muestra por paciente para BACTEC™ y de 2-7 para
minihemocultivo (cada vez que se solicitaban muestras de
sangre de los RN).

Preparacion de minihemocultivos

Se preparé un lote de minihemocultivo HIM-1 cuya composi-
cion fue: caldo BHI, tioglicolato al 0.1%, citrato de sodio
al 2% y polienriquecimiento para gelosa chocolate. Tam-
bién se preparé otro lote de minihemocultivo HIM-3 con la
misma composicion que HIM-1, pero se le agregd poliane-
tol sulfonato de sodio (SPS) al 0.025% como anticoagulante:
inhibe la actividad bactericida del suero contra muchas
bacterias y parcialmente la fagocitosis, ademas inactiva el
complemento’, neutraliza lisozimas y algunos antibidticos
aminoglucésidos® y polipeptidicos. Esterilizar a 1212/15min
Posteriormente adicionar 1.8 ml de los respectivos medios
a viales de vidrio estériles de 2.5ml, tapar con tapon de
hule estériles y engargolar. Se les hizo el control de calidad
que se lleva a cabo en el BACTEC, que es el hemocultivo
automatizado de referencia.

Control de calidad sugerido para el sistema
automatizado y sensibilidad

Es necesario tener las cepas en su fase logaritmica, para
lo cual se siembran en gelosa sangre cada 24 h. Las cepas
usadas para BACTEC 9120 Becton Dickinson fueron: Strepto-
coccus pneumoniae ATCC 49619, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Clostridium perfringens ATCC 13124 y Hae-
mophilus influenzae ATCC 10211. De la ultima siembra
se prepara una suspension al 0.5 de Mac Farland en el
VITEK colorimenter Biomerieux” para obtener una concen-
tracién de 1 x 108 UFC/ml, después hacer diluciones seriadas
1:100 hasta obtener 1 x 102 UFC/ml. De la concentracion
1 x 10* UFC/ml inocular 10 .l en gelosa sangre por duplicado
para hacer una cuenta viable de aproximadamente 100 a
200 colonias y confirmar que las diluciones y la viabilidad
fueron las adecuadas. Incubar en condiciones propias para
cada microorganismo. Posteriormente de la concentracion

de 1 x 102 UFC/ml, inocular 1 ml a cada botella del BACTEC
e incubar. A las 24h sembrar 100 ul en gelosa sangre por
duplicado para hacer una cuenta viable. Incubar por 24h y
contar el nimero de colonias de cada cepa bacteriana, que
corresponde a las UFC/ml minimas que detecta el BACTEC™.

Después se procede a la identificacion de los microorga-
nismos. De esta manera se comprueban la viabilidad y la
permisividad del crecimiento.

Control de calidad del minihemocultivo y
sensibilidad

Se realiz6 exactamente lo mismo que se sugiere para el
sistema automatizado. Unicamente se adicionaron algunas
cepas mas: Staphylococcus aureus ATCC 43300, Klebsie-
lla pneumoniae ATCC 13883, Escherichia coli ATCC 25422,
Enterococcus spp. y Staphylococcus epidermidis silvestres.
Ademas, de la concentraciéon de 1 x 102 UFC/ml, inocular
200 .l a los viales de minihemocultivo e incubar.

Estadistica

Se utilizo la chi cuadrado con la aplicacion de la formula de
correccion de Yates.

Resultados

Muestras de pacientes

En el primer grupo de las 48 muestras de RN con proba-
ble sepsis que se sembraron en BACTEC y en HIM-1, una
muestra dio positiva en ambos hemocultivos para E. coli;
11 muestras positivas para Staphylococcus epidermidis y 3
para Staphylococcus haemolyticus con sus correspondientes
HIM-1 negativos (tabla 1). En el segundo grupo, de las 50
muestras de RN que se sembraron en BACTEC y en HIM-3,
una muestra dio positiva en ambos para Streptococcus spp.;
2 positivas para Enterobacter cloacae y una positiva para
Klebsiella pneumoniae en ambos. Nueve muestras positivas
para Staphylococcus epidermidis con sus correspondientes
HIM-3 negativos (tabla 1).

Control de calidad para el sistema automatizado y
sensibilidad

Todos los microorganismos probados desarrollaron satis-
factoriamente, excepto Clostridium perfringens a una
concentracion de 1 x 102 UFC/mL, con una cuenta viable de

Tabla1 Comparacion de aislamientos de pacientes en BACTEC y minihemocultivos HIM-1 y HIM-3
BACTEC HIM-1 N.°de Microorganismo BACTEC HIM-3 N.°de Microorganismo
muestras muestras
Pos Pos 1 Escherichia coli Pos Pos 2 Enterobacter cloacae
Pos Neg 11 Staphylococcus epidermidis Pos Pos 1 Klebsiella pneumoniae
Pos Neg 3 Staphylococcus haemolyticus  Pos Neg 9 Staphylococcus epidermidis
Pos Pos 1 Streptococcus spp

Neg: negativo; Pos: positivo.
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Tabla 2 Comparacion de la sensibilidad de minihemocultivos HIM-1 y HIM-3

Cepas

HIM-1

HIM-3

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Haemophilus influenzae
Streptococcus pneumoniae
Enterococcus spp.
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
Clostridium perfringens

1 x 102 UFC/ml
1 x 102 UFC/ml
1 x 102 UFC/ml
Sin desarrollo

1 x 102 UFC/ml
1 x 102 UFC/ml
x 102 UFC/ml
x 102 UFC/ml
x 102 UFC/ml

- A a

1 x 102 UFC/ml
1 x 102 UFC/ml
1 x 102 UFC/ml
1 x 102 UFC/ml
1 v 102 UFC/ml
1 x 102 UFC/ml
1 x 102 UFC/ml
1 x 102 UFC/ml
Sin desarrollo

aproximadamente 100 a 200 colonias, que corresponde a las
UFC/ml minimas que detecta el BACTEC™.

Control de calidad del minihemocultivo y
sensibilidad

Todos los microorganismos probados se desarrollaron satis-
factoriamente, excepto Haemophilus influenzae en HIM-1y
Clostridium perfringens en HIM-3 a una concentracion de
1 x 102 UFC/ml, con una cuenta viable de aproximadamente
100 a 200 colonias, que corresponde a las UFC/ml minimas
que detectan los minihemocultivos (tabla 2). La especifi-
cidad a los microorganismos que detecta fue del 98% y la
sensibilidad, del 100%.

Sensibilidad, especificidad y valores predictivos

Con los aislamientos obtenidos se contrastaron los de
BACTEC™ utilizados como referencia contra los obtenidos
con los minihemocultivos HIM-1 y HIM-3, obteniéndose para
bacterias gramnegativas los siguientes resultados: sensibili-
dad 80%, especificidad 96%, valor predictivo positivo (VPP)
80% y valor predictivo negativo (VPN) 96%.

Discusion

En muestras de pacientes los minihemocultivos HIM-1 y HIM-
3 tienen una utilidad comparable con el BACTEC™ cuando
los agentes causantes de sepsis son bacilos gramnegativos y
HIM-3 también para estreptococos.

La sepsis temprana se produce por colonizacion del
feto, antes (via ascendente) o durante el parto, por micro-
organismos procedentes del tracto genital materno. Esta
colonizacion genital materna esta también relacionada con
la rotura prematura de membranas amniéticas, corioamnio-
nitis y parto prematuro. La etiologia es fundamentalmente
bacteriana; en paises desarrollados la causa mas frecuente
es S. agalactiae’, mientras que en paises en vias de des-
arrollo son enterobacterias'®'. En relacion con el peso al
nacimiento, las enterobacterias son mas frecuentes en nifios
con bajo peso al nacer'.

La sepsis tardia es una infeccion adquirida en el hospi-
tal y es complicacion frecuente de la prematurez extrema.

Se ha reportado estafilococo coagulasa negativa como el
microorganismo etioldgico principal'®'®, pero el papel de
los microorganismos gramnegativos esta incrementando y la
resistencia a los medicamentos esta aumentando constan-

temente.

Otros autores' han demostrado la utilidad del mini-
hemocultivo simplemente utilizando el mismo medio de
cultivo comercial, pero en menor volumen, con una muestra
de 200 pl, guardando la misma relacién volumen/muestra,
obteniendo una sensibilidad y una especificidad tanto para
gramnegativos como para grampositivos bastante acepta-
bles, comparadas con las que obtuvimos en este estudio para

gramnegativos.

En HIM-1 no desarrollé Haemophilus influenzae in vitro a
la concentracién minima que deberia crecer, pero si lo hizo
Clostridium perfringens, lo que le da ventaja sobre HIM-3 y
aun sobre BACTEC™. Con respecto a los estafilococos coa-
gualsa negativa, en ambos minihemocultivos desarrollaron

in vitro pero no in vivo.

En cuanto a las diferencias de desarrollo de los micro-
organismos en los minihemoculativos in vivo e in vitro,
proponemos que in vivo es probable que esté afectando la
actividad bactericida del suero, la fagocitosis, el comple-
mento, las lisozimas y algunos antibiéticos aminoglucésidos
y polipeptidicos que se administraran a la madre en forma

previa.

Los minihemocultivos presentan ventajas significativas
en comparacion con el sistema automatizado BACTEC™
pediatrico; la cantidad de muestra requerida se reduce de
1 a2ml a 200 a 300 pl de sangre y ademas resultan eco-
nomicos, ya que se fabrican en el laboratorio sin equipo
sofisticado, requiriendo Unicamente una campana de flujo
laminar. Sin embargo, se tendria que pasar por un estricto
control de calidad y someter a mayor escrutinio antes de
plantearlo como una verdadera herramienta diagnostica.

Conclusiones

Los minihemocultivos podrian ser de gran utilidad en el diag-
nostico de sepsis neonatal en especial temprana y en paises
en desarrollo, en donde los agentes etiologicos principales
son las enterobacterias, destacando lo economico que es

producir el medio de cultivo ya descrito.
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