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RESUMEN (en espafiol)

La bacteriemia es el origen de la sepsis, una patologia muy grave, con una incidencia y unos
costes muy elevados, y en la que el factor tiempo es critico para reducir la mortalidad. Su
correcto diagndstico y manejo requiere de la implicacidon de equipos multidisciplinares. El
Servicio de Microbiologia tiene un rol muy importante, contribuyendo fundamentalmente en

dos puntos:

-Manteniendo actualizada la informacién acerca de la etiologia y las susceptibilidades

antibidticas de los microorganismos.

-Mejorando los métodos diagnésticos, haciéndolos mas fiables y sobre todo mas répidos, una

de las carencias mas acusadas de las técnicas clasicas.

El método de referencia para el diagndstico microbioldgico de la bacteriemia es el
hemocultivo, seguido de la identificacidon del microorganismo aislado y de la realizacidn de las
pruebas de susceptibilidad antibidtica. Se considera un método lento, pues suele requerir unas
24-48 horas para su positivizacién mas otro tanto para la posterior identificacion y realizacidn

del antibiograma.

En este trabajo se ha analizado la informacién recogida, referente al diagndstico de las
bacteriemias, en el Servicio de Microbiologia del HUCA durante el periodo 2007-2016, con un

total de 141383 hemocultivos procesados y 11521 bacteriemias confirmadas.

En la fase preanalitica se estudiaron las peticiones recibidas, el tiempo medio de
procesamiento de las muestras y el porcentaje de hemocultivos contaminados. Las peticiones
se incrementaron progresivamente en la poblacién adulta y disminuyeron en la pediatrica. La
media del tiempo de procesamiento fue inferior a cinco horas, no influyendo en el rendimiento

del hemocultivo hasta las 18 horas. La tasa de contaminaciones fue del 8,4%, muy por encima
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de los estandares recomendados (3%).

En la fase analitica, se analizaron la repercusion del cambio de incubador que tuvo lugar en el
servicio, los tiempos de positividad de los hemocultivos, la utilidad de MALDI-TOF MS, en
combinacidn con los antibiogramas directos de hemocultivo positivo, y el rendimiento de
RAPIDEC® CARBA NP para la deteccidon rapida de carbapenemasas. El incubador nuevo supuso
mejoras en la especificidad y la facilidad de manejo, pero no en la sensibilidad o el tiempo de
respuesta. Los tiempos de positividad demostraron ser una herramienta muy util, en
combinacidn con la tincion de Gram, principalmente para orientar acerca de posibles
contaminaciones. MALDI-TOF MS supuso una gran mejora a nivel de rapidez en la
identificacion de los microorganismos, demostrandose muy fiable incluso en cultivos
incubados 3 o0 4 horas. Las pruebas de susceptibilidad antibidtica realizadas simultaneamente e
incubadas el mismo periodo de tiempo demostraron utilidad principalmente para bacterias
gram negativas. CARBA NP también demostré un buen rendimiento (mas del 95% de

sensibilidad y especificidad).

c¢) En la fase postanalitica se valoraron la epidemiologia, la etiologia, la evolucion de las
resistencias antibidticas y los tiempos de respuesta. Las bacteriemias afectaron
principalmente a pacientes mayores de 65 afios y a neonatos, y mas a hombres que a mujeres.
El estudio etioldgico mostré como predominantes a las bacterias gram positivas frente a los
gram negativas, invirtiéndose esta tendencia en los ultimos afios. S.epidermidis y E.coli fueron
los microorganismos mas frecuentes, seguidos por otros estafilococos coagulasa negativa,
S.aureus, P.aeruginosa, K.pneumoniae, E.faecalis, E.faecium, S.pneumoniae, E.cloacae y
A.baumannii. La etiologia fue dependiente de la edad, el sexo y el servicio solicitante, con
algunos microorganismos evidenciando ademas estacionalidad. Las resistencias antibidticas se
mostraron estables en gram positivos excepto en S.epidermidis, donde se produjo un
incremento en las mismas; en gram negativos si aumentaron de manera acusada en todas las
bacterias comentadas excepto en A.baumannii, muy resistente desde el inicio del estudio. Los
cambios tecnoldgicos habidos en el Servicio, con las consiguientes modificaciones en los
algoritmos de trabajo, supusieron una reduccion de los tiempos de respuesta, principalmente
a nivel de identificacidon del microorganismo (entre 6,9 y 37,2 horas), pero también referidos a

las pruebas de susceptibilidad antibidtica (entre 2,4 y 7,2 horas).

El Servicio de Microbiologia tiene un papel esencial en el manejo de los pacientes con sepsis. El
conocimiento acerca de la etiologia y los patrones de resistencia permite optimizar los

tratamientos empiricos, y la mejora diagnéstica a nivel de rapidez permite pasar antes de
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tratamiento empirico a dirigido, con las ventajas de una mayor supervivencia de los pacientes

Yy unos menores costes.

RESUMEN (en Inglés)

Bacteremia is the origin of sepsis, a very serious disease, with a very high incidence and costs,
and in which the time factor is critical to reduce the mortality. Its correct diagnosis and
management requires the involvement of multidisciplinary teams. The Microbiology

Department has a very important role in two ways:

- Maintaining updated the information about the etiology and antibiotic susceptibilities of the

microorganisms.

-Improving diagnostic methods, making them more reliable and especially faster, one of the

most pronounced shortcomings of classical techniques.

The reference method for the microbiological diagnosis of bacteremia is the blood culture,
followed by the identification of the isolated microorganism and the performance of the
antibiotic susceptibility tests. It is considered a slow method, since it usually requires about 24-
48 hours for its positivization plus another for the later identification and performance of the

antibiogram.

In this study we have analyzed the information collected, about the diagnosis of bacteremia, in
the Microbiology Service of HUCA during the period 2007-2016, with a total of 141,383 blood

cultures processed and 11,521 confirmed bacteremia.

In the preanalytical phase, the received petitions, the mean time of processing of the samples
and the percentage of contaminated blood cultures were studied. The requests increased
progressively in the adult population and decreased in the pediatric population. The average of
the processing time was less than five hours, with no influence on the efficiency of the blood
culture in the first 18 hours. The contamination rate was 8.4%, well above the recommended

standards (3%).

In the analytical phase, the impact of the change of incubator that took place in the service,
the positivity times of the blood cultures, the utility of MALDI-TOF MS, in combination with the
direct antibiograms of positive blood culture, and the performance of RAPIDEC® CARBA NP for
the rapid detection of carbapenemases were analyzed. The new incubator resulted in
improvements in specificity and ease of handling, but not in sensitivity or response time. The

positivity times proved to be a very useful tool, in combination with the Gram stain, mainly to
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guide about possible contaminations. MALDI-TOF MS was a great improvement in the level of
speed in the identification of microorganisms, proving very reliable even in incubated cultures
3 or 4 hours; antibiotic susceptibility tests performed simultaneously and incubated the same
period of time proved useful mainly for gram-negative bacteria. CARBA NP also demonstrated

good performance (more than 95% of sensitivity and specificity).

¢) In the post-analytical phase, epidemiology, etiology, evolution of antibiotic resistance and
response times were evaluated. Bacteremia affected mainly patients older than 65 years and
neonates, and more men than women. The etiological study showed that gram-positive
predominate versus gram-negative bacteria, reversing this trend in recent years. S.epidermidis
and E.coli were the most frequent microorganisms, followed by other coagulase negative
staphylococci, S.aureus, P.aeruginosa, K. pneumoniae, E.faecalis, E.faecium, S.pneumoniae,
E.cloacae and A. baumannii. The etiology was dependent on the age, the sex and the
requesting service, with some microorganisms evidencing also seasonality. The antibiotic
resistance was stable in gram positive, except in S.epidermidis, where there was an increase in
them; in gram negative, they did increase markedly in all the commented bacteria except in
A.baumannii, which was very resistant from the beginning of the study. The technological
changes in the Service, with the consequent modifications in the working algorithms, meant a
reduction in the response times, mainly at the level of identification of the microorganism
(between 6.9 and 37.2 hours), but also referred to antibiotic susceptibility tests (between 2.4

and 7.2 hours).

Microbiology Department has a essential role in the management of patients with sepsis. The
knowledge about the etiology and the resistance patterns allows to optimize the empirical
treatments, and the diagnostic improvement at the level of rapidity allows to pass before
empirical treatment to directed, with the advantages of a more survival of the patients and

less costs.
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ABREVIATURAS

ADN: 4cido desoxirribonucleico.

AE: botella aerobia.

A/C: amoxicilina-acido clavulanico.

AN: botella anaerobia.

ARNTr: 4cido ribonucleico ribosomal.

BD: Becton Dickinson.

BGN: bacilo gram negativo.

BGN-NF: bacilo gram negativo no fermentador.
BLEE: betalactamasa de espectro extendido.
C.General: Cirugia General.

CDC: Centers for Disease Control and Prevention.
CE: Conformité Européenne.

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute.
CMI: concentracién minima inhibitoria.

Da: Dalton.

ECN: estafilococo coagulasa negativa.

EE.UU.: Estados Unidos de América.

EGV: estreptococo del grupo viridans.
Estreptomicina AN: estreptomicina de alto nivel.
EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing.
FiO,: fraccion inspirada de oxigeno.

FISH: fluorescent in situ hybridization.
Gentamicina AN: gentamicina de alto nivel.

GIT: isotiocianato de guanidina.

HC: hemocultivo/s.

HPLC: high performance liquid chromatography.
HUCA: Hospital Universitario Central de Asturias.
IVD: In Vitro Diagnostics.

LIA: lysine iron agar.

M.Intensiva: Medicina Intensiva.

M.Interna: Medicina Interna.

MALDI-TOF MS: Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight Mass Spectrometry.



OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

OXA-48: tipo de carbapenemasa.

Pa0,: presion arterial de pxigeno.

pb: pares de bases.

pCO,: presion parcial de CO,.

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

PCR/ESI MS: PCR—Electrospray lonization Mass Spectrometry.
Pip/tazobactam: piperacilina-tazobactam.

gSOFA: quick Sepsis related Organ Failure Assessment.
rpm: respiraciones por minuto.

SDMO: Sindrome de disfuncién multiorganica.

SOFA: Sepsis related Organ Failure Assessment.

SRIS: sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
SSC: surviving sepsis campaign.

SXT: cotrimoxazol.

TSI: triple sugar iron.

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos.

UFC: unidades formadoras de colonia.

UMI: urea motility indole.

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.
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1. SEPSIS

Existe una clara relacion entre infeccion, bacteriemia y sepsis, aln siendo fendmenos muy
diferentes. Las enfermedades infecciosas son una de las principales causas de muerte en el
mundo (1 de cada 10 fallecimientos en el primer mundo y 6 de cada 10 en el tercer mundo
segln datos de la Organizaciéon Mundial de la Salud -OMS, 2004-). Como complicacion de
algunas de ellas pueden originarse bacteriemias o fungemias (invasidn del torrente sanguineo
por parte de las bacterias u hongos), que a su vez pueden desencadenar una respuesta
sistémica denominada sepsis, una entidad muy grave, y con una incidencia y costes
econdmicos asociados muy importantes. De hecho, la tasa de mortalidad global de la sepsis
puede oscilar entre el 30% y el 50% segun las series y el tipo de paciente, origen, manejo inicial

y otros factores (Angus y van der Poll, 2013).

La cuantificacién de su incidencia y mortalidad a nivel mundial es compleja; los estudios mas
recientes valoran que anualmente se producirian mas de 30 millones de casos de sepsis con
seis millones de muertes estimadas, siendo de esta manera la patologia infecciosa con mayor

mortalidad en el mundo (Fleischmann et al., 2016).

Respecto a los EE.UU. y a los paises europeos, donde es mas sencillo obtener datos fiables, se
sabe que en los EE.UU. se registran anualmente 750000 casos de sepsis con 215000 muertes
(Angus y Wax, 2001); en Europa se calculan 135000 muertes anuales (Lever y Mackenzie,
2007). En Espafia, las estimaciones son de unos 50000 casos al afio, los cuales pueden originar
17000 muertes (Cddigo Sepsis-Declaracién Mallorca 2012). Para comprender la magnitud de la
cifra, recordar que es 13 veces superior a los fallecidos en accidentes de tréfico, y
ostensiblemente superior a las muertes provocadas por algunos canceres comunes como el de

mama, colon, pancreas o prostata.

Ademas, su incidencia va en aumento. En EE.UU., entre los afios 2000 y 2008, se produjo un
incremento anual de casos de sepsis del 7-8% (Hall et al., 2011), y en Espaiia también es un

hecho contrastado.

La sepsis es la causa mas comun de deceso entre las personas hospitalizadas, la segunda causa
de muerte en las unidades de cuidados intensivos (UCls) no coronarias y la décima causa mas
comun de muerte en general (Dellinger et al., 2008). Se observa en el 1-2% de todas las
hospitalizaciones y explica hasta el 25% de utilizacién de las camas de las UCls, ademas de ser

la mayor causa de ingreso entre los 45 y los 84 afios (Garcia et al., 2015).

La sepsis requiere grandes gastos en tratamientos y pruebas diagndsticas, suponiendo una

gran carga econémica para los sistemas sanitarios. Su cuantificacién es compleja, existiendo
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estudios con resultados muy variables. En los EE.UU. el coste de la sepsis se estima en un 6,2%
del total de gastos hospitalarios (24000 millones de ddlares por afio) (OMS, 2017). En Espafia
se estima que anualmente los costes derivados de la sepsis son de 345 millones de euros

(Davies et al., 2001), con un promedio de 10000 a 15000 euros por episodio (Ifiigo et al., 2006).

1.1. Evolucion histérica del término

El término sepsis (Gnyil) es de origen griego, y su significado es putrefaccion. Su introduccion
en la medicina fue en el siglo 1V a.C.; Hipdcrates considerd a la sepsis el proceso por el cual las

heridas supuran (Hernandez Botero y Florian Pérez, 2012).

En el siglo XIX comenzé a utilizarse para describir los casos de toxicidad sistémica grave: se
creia que los microorganismos producian sustancias que podian hacer enfermar al huésped, y
que las toxinas liberadas durante la infeccidn causaban la fiebre y el shock séptico comunes
durante las infecciones graves. En el mismo siglo, con la confirmacién de la teoria de los
gérmenes por Semmelweis, Pasteur y otros cientificos la sepsis se redefinié como una
infeccidn sistémica que a menudo se describia como "envenenamiento de la sangre" (Angus y
van der Poll, 2013) y se suponia que era el resultado de la invasion del huésped por

microorganismos patogenos que luego se extendian por el torrente sanguineo.

Con el advenimiento de los antimicrobianos esta teoria pasd a ser una explicacién incompleta
de la patogenia de la sepsis dado que muchos pacientes con esa enfermedad morian pese a la
erradicacion del agente causal. Por lo tanto, se sugirié la posibilidad de que el desencadenante

de la patogenia fuera el huésped, no el microorganismo.

Thomas (1972) propuso que la respuesta del sistema inmune frente a los microorganismos
durante una infeccidn puede ser tan fuerte que se convierta en nociva para el propio
individuo. Bone (1992) acufié el término sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS)

para describir a aquellos pacientes que presentaban evidencia clinica de este fenémeno.

En 1991 se celebrd la Primera Conferencia Internacional (Bone et al., 1992) para las
definiciones de Sepsis y Shock séptico, intentando unificar los criterios sobre la terminologia
empleada para designar la sepsis y sus complicaciones. Se definid la sepsis como una respuesta
inflamatoria sistémica a la infeccién (SRIS + infeccidn probada), se propusieron los términos
sepsis grave para describir los casos en los que la sepsis se complica con un sindrome de
disfuncidén multiorganica (SDMO) y shock séptico para describir a la sepsis grave con
hipotensidn refractaria a la reanimacidn con un aporte adecuado de liquidos. Se sefiald el

término septicemia (acufiado en el siglo XIX) como una definicidn sin utilidad.
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En el afio 2001, la Segunda Conferencia (Levy et al., 2003) revisé los criterios diagndsticos de
sepsis: se llegd al acuerdo de que la infeccidén podia ser probada o supuesta, en este ultimo

caso a condicion de cumplir algun otro criterio diagndstico.

En la Tercera Conferencia (Singer et al., 2016) se produjeron cambios significativos. El SRIS deja
de ser la referencia para el diagndstico (en parte por el estudio de Kaukonen et al. (2015), que
demuestra un 12% de falsos negativos con su utilizacién), utilizindose unas nuevas escalas
denominadas SOFA (Sepsis related Organ Failure Assessment) y quick SOFA (qSOFA). Se
eliminan términos considerados redundantes como el de sepsis grave y se redefinieron los
conceptos de sepsis (disfuncién organica que amenaza la vida de un paciente causada por una
respuesta no regulada del individuo frente a la infeccidn) y shock séptico (cuadro de sepsis que
cursa con alteraciones circulatorias, celulares y metabdlicas lo suficientemente profundas

como para aumentar sustancialmente la mortalidad).

Para un correcto manejo de la sepsis se requiere la creacién de grupos multidisciplinares
(microbidlogos, infectélogos, internistas, intensivistas, farmacéuticos, preventivistas, etc.). Se
han comenzado a desarrollar tanto a nivel internacional como nacional una serie de proyectos

con el objetivo de mejorar el diagndstico, manejo y tratamiento de la sepsis:

- Surviving Sepsis Campaign (SSC): Dellinger et al. (2004) desarrollaron una guia para su
manejo, promovida por sociedades cientificas de ambito mundial, en la cual se realizaban una
serie de recomendaciones para el manejo de esta patologia, haciendo especial hincapié en las
primeras horas. Posteriormente se desarrollaron actualizaciones en los afos 2008, 2012 y
2016. Con la aplicacion del paquete de medidas o “bundles” recomendadas por la SSC se ha

logrado disminuir la morbilidad y la mortalidad en torno al 25% (Rodriguez Diaz et al., 2017).

-Cddigo sepsis: como consecuencia de la SSC, en el afio 2012, 24 Sociedades Cientificas
nacionales promovieron la implantacion de estas recomendaciones en el Cddigo Sepsis (Codigo
Sepsis-Declaracion Mallorca 2012). Su objetivo es la deteccion precoz de los pacientes, la
aplicacion rdpida y estructurada del conjunto de medidas recomendadas para diagnosticar,
monitorizar y tratar a estos enfermos, y la definicién de unos indicadores asistenciales que

permitan evaluar el cumplimiento de las recomendaciones.

-Proyecto Bacteriemia Zero: se esta desarrollando a nivel nacional, desde el afio 2008, en los
Servicios de Medicina Intensiva de los distintos hospitales. Pretende reducir el nimero de
bacteriemias nosocomiales relacionadas con el catéter a <4 episodios por 1000 dias de

utilizacidon de catéter venoso central.



1.2. Patogenia

La sepsis es un proceso complejo pues el cuadro clinico que se origina dependera tanto de los
factores de virulencia del microorganismo como de la respuesta del hospedador. La patogenia

ocurre en fases sucesivas:

-Presencia de una infeccion bacteriana desde donde se produce la invasién al torrente
circulatorio. Esta invasion puede producirse desde un foco infeccioso extravascular, a través de
los capilares sanguineos o de los vasos linfaticos, o desde un foco intravascular (endocarditis,
infeccidn de catéteres intravenosos o arteriales...). Los focos mas frecuentes (Ausina Ruiz y
Moreno Guillén, 2005) son el tracto genitourinario, las heridas quirurgicas, el tracto
gastrointestinal y los catéteres intravasculares, aunque hasta en un 25% de los casos es

desconocido. En relacién a las fungemias, el foco mas habitual es el catéter.

-Invasién del torrente circulatorio. En circunstancias normales el organismo con sus
mecanismos de defensa neutralizara dicha invasién, origindandose una bacteriemia transitoria

sin repercusion clinica.

-Sindrome clinico como consecuencia de esta invasidn. Al no ser eliminados los
microorganismos del torrente circulatorio se originan una serie de sintomas clinicos que
caracterizan la denominada sepsis, dependiente de la propia respuesta del organismo humano
y de los factores de virulencia del microorganismo (endotoxinas en caso de los gram negativos,
exotoxinas, etc.) (Wesley et al., 2005). La fase temprana de la enfermedad, caracterizada por
una inflamacidén excesiva (que a veces desencadena una tormenta de citocinas), puede ser
seguida por un periodo prolongado de disminucidn del funcionamiento del sistema
inmunitario. Cualquiera de esas fases puede resultar fatal. Sus manifestaciones clinicas son
muy variadas y oscilan desde aquellos cuadros inaparentes (paso puntual a sangre de una baja
carga microbiana) hasta lo que se conoce como shock séptico caracterizado por la presencia de

fracaso multiorganico.

1.3. Diagnéstico

Se basa en la sospecha y en la aplicacion de escalas clinicas, combinada con la realizacion de
pruebas complementarias (analiticas, de imagen y cultivos de muestras bioldgicas). Las escalas

clinicas han cambiado muy recientemente:
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a) Hasta el afio 2016, la base del diagndstico eran los criterios de SRIS y la posterior

categorizacion en sepsis, sepsis grave y shock séptico. Los criterios de SRIS eran los siguientes:

-Temperatura > 38°C 0 <36°C.
-Frecuencia cardiaca > 90 por minuto.
-Frecuencia respiratoria > 20 respiraciones por minuto (rpm) o pCO, < 32 mmHg.

-Leucocitos >12000 o < 4000 células/mm>.
Partiendo de esta definicién, tenemos las siguientes:

Sepsis: infeccidon, documentada o sospechada, y SRIS.

Sepsis grave: sepsis asociada a algun dato de disfuncidn de drgano o alteraciones relacionadas

con hipoperfusion de las siguientes:

-Acidosis metabdlica.

-Hipoxemia arterial (PaO, < 75 mm Hg. o Pa0,/FiO, < 250).

-Oliguria (< 0,03 I./h. durante 3 h. 0 < 0,7 I./h. durante 24 h.).

-Coagulopatia (aumento en tiempo de protrombina o disminucién de plaquetas del 50%, o
< 100000/1.).

-Encefalopatia (cifra < 15 en la escala de Glasgow).

Shock séptico: hipotensidn persistente al menos una hora a pesar de la administracién de

fluidos, en asociacidn con signos de hipoperfusidn o disfuncién de érgano.

b) Desde el afio 2016 se ha optado por unas nueva escalas, denominadas SOFA y qSOFA.

La escala SOFA utiliza seis puntuaciones (de 0 a 4) para medir diferentes sistemas criticos del

paciente: respiratorio, cardiovascular, hepatico, coagulacidn, renal y neurolégico (Figura 1).

Table 1. Sequential [Sepsis-Related] Organ Failure Assessment Score®

Score

System 0 1 2 3 4
Respiration
Pao,/Fio,, mm Hg 2400 (53.3) <400 (53.3) <300 (40) <200 (26.7) with <100 (13.3) with
(kPa) respiratory support respiratory support
Coagulation
Platelets, x10°/uL 2150 <150 <100 <50 <20
Liver
Bilirubin, mg/dL <1.2 (20) 1.2-1.9(20-32) 2.0-5.9 (33-101) 6.0-11.9 (102-204) >12.0 (204)
(umol/L)
Cardiovascular MAP 270 mm Hg MAP <70 mm Hg Dopamine <5 or Dopamine 5.1-15 Dopamine >15 or
dobutamine (any dose)®  or epinephrine 0.1 epinephrine >0.1
or i ine<0.1” o i >0.1°

Central nervous system

Glasgow Coma Scale 15 13-14 10-12 6-9 <6
score®
Renal
Creatinine, mg/dL <1.2(110) 1.2-1.9 (110-170) 2.0-3.4 (171-299) 3.5-4.9 (300-440) >5.0 (440)
(pmol/L)
Urine output, mL/d <500 <200
Abbreviations: Fio,, fraction of inspired oxygen; MAP, mean arterial pressure; b Catecholamine doses are given as pg/kg/min for at least 1 hour.

Pao,, partial pressure of oxygen. © Glasgow Coma Scale scores range from 3-15; higher score indicates better

3 Adapted from Vincent et al.?” neurological function.

Figura 1. Escala SOFA. Tomado de Ferreira et al., 2001.
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La escala gSOFA incluye exclusivamente criterios clinicos, por lo que es facilmente aplicable.
Los 3 criterios del gSOFA son: alteracidn del nivel de conciencia, presencia de una presion

arterial sistdlica <100 mmHg y presencia de una frecuencia respiratoria 222 rpm.

De tal manera que se define sepsis de la siguiente forma: infeccién documentada o

sospechada + un incremento en la escala SOFA de 2 o mas o 2/3 criterios gSOFA.

Shock séptico quedaria definido como: sepsis + requerimientos vasopresores para mantener
una presion arterial media 265 mm Hg + un nivel de lactato sérico >2 mmol/I. (>18 mg./dl.) a

pesar de una adecuada resucitacion con fluidos.

1.4. Tratamiento

El tratamiento debe iniciarse inmediatamente siguiendo las directrices de la SSC. La terapia
antimicrobiana constituye una de las herramientas fundamentales; la adopcién de medidas
terapéuticas adecuadas y la administracidn de un tratamiento antimicrobiano correcto lo mas
precoz posible son imprescindibles para disminuir la elevada morbimortalidad que se observa

en los casos de sepsis (Mayr et al., 2013).

El tratamiento antimicrobiano debe cumplir una serie de requisitos: ha de ser eficaz sobre el
microorganismo —a ser posible bactericida-, ha de tener la capacidad de llegar al foco de
infeccidn, y no debe tener —o en su caso los minimos- efectos secundarios ni interacciones
medicamentosas. Se puede clasificar en funcién del conocimiento del microorganismo

responsable de la sepsis:

-Tratamiento empirico: no se conoce cudl es el microorganismo causal. Se pauta en funcion de

los datos de etiologia y resistencias conocidos para la patologia origen de la sepsis.

-Tratamiento dirigido: se conoce el microorganismo y su antibiograma, por tanto el

tratamiento se ajusta en funcion del mismo.
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2. BACTERIEMIA

El Laboratorio de Microbiologia es uno de los pilares para un correcto diagndstico y manejo de
la sepsis, puesto que es donde se detectan las bacteriemias y las fungemias, que son el origen
de la misma. Ya hemos visto que bacteriemia y sepsis estan intimamente relacionadas, pero no

son lo mismo.

La palabra bacteriemia procede del griego bakterion (BaktAp-lov) (pequefio bastén), y haima
(awuia) (sangre). Por tanto, su significado es presencia de bacterias en sangre. La demostracion
cientifica de este hecho es relativamente reciente puesto que la deteccidn de bacterias en

sangre data de los afios 30 del siglo pasado (Wilson et al., 2015).

En los ultimos estudios, la mortalidad global de la bacteriemia se fija en un 12% (Pien et al.,
2010). En Europa se estima un numero total de bacteriemias anuales entre 1,2 y 1,4 millones,
con 157.000 muertes (Goto y Al-Hasan, 2013). En Espafia, la incidencia varia entre 5 y 30 casos

por 1000 pacientes en funcidn del tipo de poblacién estudiada (Loza et al., 2003).

Los factores de riesgo para que se desarrolle una bacteriemia son la edad (mayor riesgo en
nifios muy pequefios y ancianos), las enfermedades y los estados que debilitan el sistema
inmunitario, y los traumatismos y quemaduras de importancia. La mortalidad de la misma
depende de factores relacionados con el paciente, el inéculo, el microorganismo, el

diagndstico y el tratamiento.

2.1.Clasificacion
Las bacteriemias se pueden clasificar en funcidn de lo siguiente:

a) Origen: se dividen en primarias (o de origen desconocido) o secundarias a una infeccidn
localizada y en general documentada microbioldgicamente, lo que se denomina foco de la
infeccidén. Dicho foco, que no siempre es detectable, puede ser alguno de los siguientes: foco

urinario, respiratorio, articular, endovascular, intraabdominal, etc.
b) NUmero de microorganismos implicados: mono o polimicrobianas.

¢) Momento de aparicidon: comunitaria, nosocomial o asociada a los cuidados sanitarios. Se
consideran bacteriemias nosocomiales aquellas cuyo origen es posterior a las 48 horas de
ingreso hospitalario del paciente; en caso contrario, serian comunitarias. En las bacteriemias
asociadas a la asistencia sanitaria se incluyen las bacteriemias secundarias a un procedimiento

diagndstico o terapéutico ambulatorio, las bacteriemias en pacientes ambulatorios portadores
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de sondas urinarias o catéteres intravenosos, en hemodialisis crénica o en dialisis peritoneal y
las bacteriemias en pacientes ingresados en residencias de ancianos y centros de larga estancia

(Siegman et al., 2002).

d) La continuidad de las bacterias en sangre: transitorias, continuas, intermitentes o en brecha.
Las primeras son las mas frecuentes y aparecen al inicio de ciertas infecciones bacterianas
locales. Las intermitentes se desarrollan cuando se producen recurrencias periddicas por el
mismo microorganismo. Las persistentes suelen acompafiar a una endocarditis u otra infeccién
endovascular, como un catéter intravascular infectado. Por ultimo, las bacteriemias en brecha
cuando se presentan en un paciente que esta recibiendo terapia sistémica con antimicrobianos

a los cuales es sensible el microorganismo aislado.

e) Procedencia o no de las bacterias del torrente circulatorio: las bacteriemias se clasifican en
verdaderas o falsas (contaminaciones o pseudobacteriemias). Una bacteriemia verdadera
consiste en la presencia cierta de microorganismos en la sangre del paciente. Una bacteriemia
falsa es aquella situacion en la que se detecta crecimiento en hemocultivos de uno o mas
microorganismos que no estaban causando bacteriemia verdadera. Se debe a contaminacién

al tomar la muestra o al procesarla.

2.2. Etiologia

La etiologia es fundamentalmente bacteriana, con mas de un 90% de bacteriemias
monomicrobianas (Reimer et al., 1997). Los hongos causan entre el 0,5y el 1% de las
bacteriemias/fungemias. Ciertos virus y parasitos pueden invadir puntualmente el torrente
circulatorio, pero con una incidencia menor, no es posible diagnosticarlos por cultivo, el

tratamiento antibidtico no existe o no es claro, y no entrardn en el objeto de este estudio.

La etiologia de las bacteriemias ha ido variando con el paso de los afios: en los afios 30 del siglo
pasado eran mayoritariamente estreptococos 3-hemoliticos (Streptococcus pyogenes y
Streptococcus agalactiae) y Streptococcus pneumoniae los agentes responsables (McGowan et
al., 1975). Con la introduccidon masiva de los antibidticos después de mediados de siglo se
produjo un aumento de los bacilos gram negativos (BGNs), (Bryan., 1989) a los que la
presencia de endotoxina, intrinseca a todos ellos, les dotaba de una mayor virulencia.
Posteriormente, en los afios 80 y 90, las bacterias gram positivas, especialmente estafilococos
y enterococos, igualaron o superaron en frecuencia a las gram negativos, debido al uso de

antibidticos de amplio espectro como tratamiento y profilaxis, al uso generalizado de catéteres
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intravasculares —que facilitan las infecciones por microorganismos gram positivos al ser los
colonizantes habituales de la piel- y al empleo de métodos de diagndstico invasivos (Mikulska
et al., 2014). Por otra parte, el aumento de pacientes inmunodeprimidos con tratamientos
antineopldsicos o con infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) ha
propiciado la aparicion de bacteriemias por agentes que en el pasado eran causa muy rara de

infeccidn, al presentar escasos factores de virulencia.

Los microorganismos gram positivos mas frecuentemente implicados pertenecen a los géneros
Staphylococcus, Streptococcus y Enterococcus. Los bacilos gram negativos mds frecuentemente

aislados son especies de la familia Enterobacteriaceae.

En cuanto a la fungemia, Candida albicans ha sido el hongo mds frecuente. En los Ultimos afios
se estd observando un incremento de infecciones por otras especies del género como Candida

glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis y Candida krusei.
La etiologia va a depender de una serie de factores:

-Lugar de adquisicidn. En las bacteriemias comunitarias hay un gran predominio de las
bacterias gram negativas, principalmente Escherichia coli. En las bacteriemias nosocomiales las
bacterias gram positivas —fundamentalmente estafilococos coagulasa negativa (ECN,
Staphylococcus epidermidis el mas habitual dentro de los mismos)- son las predominantes
(Cisneros-Herreros et al., 2007). Las bacteriemias asociadas a la asistencia sanitaria son mas

parecidas a las bacteriemias nosocomiales (Cross y Levine, 2017).

-Epidemiologia local. Los microorganismos mas frecuentes no tienen por qué ser exactamente
los mismos en todos los entornos. La etiologia y el patréon de sensibilidad de las bacteriemias

nosocomiales muestran grandes diferencias entre distintos centros e incluso entre areas de un
mismo hospital, por lo que el conocimiento de la epidemiologia local es imprescindible para la

seleccidn del tratamiento antimicrobiano empirico.

-Edad. En los nifios, la etiologia de la bacteriemia ha sufrido variaciones, determinadas por la
epidemiologia local y la politica antibidtica, pero también por los programas de vacunaciéon y
los microorganismos emergentes. En el primer mes de vida la etiologia mas frecuente esta
asociada a bacterias de transmision vertical (S.agalactiae, E.coli y Listeria monocytogenes) y
posteriormente, cuando la adquisicion es comunitaria, aparecen bacterias como
S.pneumoniae, Staphylococcus aureus, Neisseria meningitidis y la familia Enterobacteriaceae.
En los nifios hospitalizados, muchos de ellos portadores de catéteres intravasculares, existe la

posibilidad de que la bacteriemia esté causada por ECN de origen en el catéter.
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-Foco. En el caso de bacteriemias de foco urinario los microorganismos mas frecuentes son las
enterobacterias, principalmente E.coli. Si el foco es respiratorio habra que tener en cuenta a
S.pneumoniae o Haemophilus influenzae. Y si estan relacionadas con el catéter la etiologia

tiene que ver con bacterias que forman parte de la microbiota cutanea: S.aureus y ECN.

2.3. Contaminaciones, pseudobacteriemias o falsas bacteriemias

Son las debidas a la contaminacidn del medio de cultivo. Contaminacidn se define como el
crecimiento de bacterias en el hemocultivo que no estan presentes en el torrente sanguineo

del paciente (Department of Health, 2007).

Segln la Guia IDSA del 2013 (Baron et al., 2013), la contaminacién de los hemocultivos se
considera un indicador de la calidad asistencial y no deberia sobrepasar el 3% del total de

hemocultivos extraidos.

Las contaminaciones suponen para los centros hospitalarios un incremento en los costes, en
base a aumentos en la estancia hospitalaria y a la administracién de mayor cantidad de
antibidticos (Dawson, 2014). Segun distintos estudios, éstos se utilizan en el 41-50% de los
pacientes con contaminaciones -vancomicina de manera destacada entre un 20y un 34%-,
suponiendo un 39% de aumento de la carga antibidtica intravenosa (Dawson, 2014). Existen
distintas referencias en la literatura que cuantifican el problema econémico y de estancia
originado por cada contaminacién: 7502,2 Sy 5,4 dias (Alahmadi et al., 2011); 8720 Sy 1 dia
(Gander et al., 2009).

Para poder determinar si una bacteriemia es contaminacién, debemos tener en cuenta el tipo
de microorganismo, el nUmero de extracciones en las que se obtiene crecimiento del mismo, el
tiempo de positividad del hemocultivo y la respuesta a la terapia antibidtica del paciente (Hall
y Lyman, 2006). El National Healthcare Safety Network de los EE.UU. define hemocultivo
contaminado (falso positivo) como aquel en el que se aislan especies propias de la microbiota
comensal de la piel o propios del medio ambiente: ECNs, otros microorganismos de baja o nula
virulencia como Aerococcus spp., Micrococcus spp., Propionibacterium acnes, la mayoria de las
especies de los géneros Bacillus y Corynebacterium y algunos estreptococos del grupo viridans
(EGV). Sin embargo, no existe un patrdn oro, e idealmente cada caso deberia analizarse
individualmente, ya que estos microorganismos pueden estar implicados en bacteriemias

verdaderas.
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2.4. Diagndstico microbioldgico clasico de las bacteriemias

La concentracion habitual de microorganismos en la sangre durante una bacteriemia suele ser
muy escasa (suele oscilar entre 10 y 10 UFC/ml., pudiendo ser incluso inferior a 0,1 UFC/ml en
un 20% de los casos). Esta caracteristica hace que sélo las técnicas muy sensibles puedan ser

utilizadas en el diagndstico de este proceso.

De las técnicas clasicas microbioldgicas el examen con tinciones directas de la muestra no es
utilizable al no detectar cantidades tan pequefias de microorganismos. El cultivo de sangre
(hemocultivo) si es adecuado pues consigue un enriquecimiento de la cantidad de
microorganismos presentes en el torrente circulatorio. Una vez obtenido el crecimiento
bacteriano adecuado, se procede a la identificaciéon del microorganismo, y en caso de
considerarse necesario, a la realizacién de las pruebas de susceptibilidad antibidtica del

mismo.

La deteccidén de los microorganismos también puede realizarse empleando otro tipo de
técnicas diagndsticas, menos utilizadas, basadas principalmente en la gendmicay en la

protedmica, que veremos posteriormente.
2.4.1. Hemocultivo

En la actualidad el hemocultivo es el método de referencia para el diagndstico microbiolégico
de las bacteriemias (Smith-Elekes y Weinstein, 1993) (Riedel y Caroll, 2010). Consiste en la
inoculacidn de la sangre del paciente en frascos o botellas en los cuales hay un medio de
cultivo liquido y una atmdsfera adecuada. Cada hemocultivo es cada venopuncidn realizada, y
habitualmente la muestra extraida se inocula en 2 botellas, con dos tipos de atmdsferas

diferentes (aerobia y anaerobia).

El hemocultivo tal y como lo acabamos de describir (en botellas) se empezd a utilizar a
mediados del siglo pasado (Scott, 1951). A lo largo de los afios, se fueron produciendo una
serie de cambios y mejoras en el mismo, con el objetivo de mejorar la sensibilidad, la rapidez y

la facilidad de manejo:

-Optimizacidon de los medios de cultivo: la adicion de resinas o carbén supuso una gran mejora
e incremento las tasas de recuperacion de los microorganismos (Weinstein, 1996), al actuar
como quelantes de los antibidticos. Los agentes lisantes como la saponina también mejoraron

de manera ostensible la sensibilidad (Elliott et al., 1998).

-Optimizacidn del manejo: utilizacion de incubadores automaticos. Originariamente, la

incubacién y posterior deteccion de los hemocultivos positivos se realizaba de manera manual
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y visual. El desarrollo de los métodos automatizados para el procesamiento de los
hemocultivos (que data de los afios 70 del siglo pasado) supuso un avance sustancial ya que los
frascos se introducen en sistemas de incubacién automatizados (diferentes segln la compaiiia
empleada) que mantienen la temperatura de los mismos a unos 36+1°C. Estos sistemas
constan de una serie de celdas individuales con agitacidn continua para facilitar la
multiplicacidn bacteriana y realizan una monitorizacion periddica para la deteccidn de frascos
positivos. Con el paso de los afios, se han ido desarrollando incubadores mas limpios (evitando
los residuos radiactivos, que se originaban en los primeros disefios de incubadores
automaticos), rapidos, fiables, automatizados y con mayor capacidad, y con el afiadido de

emplear un software cada vez mds avanzado y facil de utilizar.

En la actualidad estos métodos automatizados son los de eleccidn y los mds ampliamente
difundidos (Mirrett et al., 2003). Su facil manejo los hace asequibles a cualquier centro y son
los Unicos métodos diagndsticos que permiten el aislamiento del microorganismo viable,

necesario para determinar su sensibilidad antibidtica.

Indicaciones del hemocultivo

En general y dada la relevancia clinica, terapéutica y prondstica de la bacteriemiay la
frecuente inespecificidad de los datos clinicos, se justifica un bajo indice de sospecha para
solicitar hemocultivos. Eso si, hay que tener en cuenta que cuanto mas grave es el cuadro
clinico, mas probable es la deteccidn de bacteriemia (17-31% en los pacientes con sepsis, 25-

53% con sepsis grave o shock séptico). (Cisneros-Herreros et al., 2013)

Las recomendaciones de extraccidon de hemocultivos han ido variando con el paso de los afios
y los cambios en los protocolos. En la actualidad, se recomienda su extraccidn en las siguientes

circunstancias (Willems et al., 2012):

-En todo paciente hospitalizado con fiebre (238 °C), hipotermia (<36 °C), leucocitosis, absoluta

granulocitopenia, o una combinacion de estos marcadores.

- En pacientes criticos, con neutropenia postquimioterapia o con inmunodepresidn significativa
(receptores de trasplante, infeccion por VIH con linfocitos CD4<200 células/pl., tratamiento
con inmunosupresores, pacientes con hemopatias malignas o asplenia...), si se da fiebre de

nueva aparicion, aunque los hallazgos clinicos no sean muy sugerentes de infeccion.

- En pacientes ancianos que presenten letargia, confusidn, incontinencia, caidas, dolor

abdominal o vdmitos, aln en ausencia de fiebre.

-En nifios pequefios con un decaimiento subito.
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-En sospechas de sepsis, meningitis, bacteriemias relacionadas con el catéter, endocarditis
infecciosa, artritis, osteomielitis y fiebre de origen desconocido. En caso de neumonia o

pielonefritis no complicada no siempre es obligada la extraccion de hemocultivos.

-Para guiar la duracidn del tratamiento en caso de candidemia (Pappas et al., 2009),

endocarditis infecciosa (Baddour et al., 2015) o bacteriemia por S.aureus.

Extraccion de la muestra

Respecto a cdmo debe hacerse la extraccidon hay que tener en cuenta lo siguiente:

-Se considera una extraccion para hemocultivo a la sangre extraida de una Unica venopuncion,
independientemente del nimero de frascos en los que sea inoculada, habitualmente aerobio y

anaerobio.

-Siempre que sea posible, las extracciones deben realizarse antes de la administracién de
antimicrobianos. El momento de la extraccién idealmente debe coincidir con el mayor nimero
de bacterias en sangre. Esto es cuando aparecen los escalofrios, una hora antes de la aparicion

de la fiebre.

-Respecto al nimero de hemocultivos a extraer, histéricamente se ha considerado un minimo
de 2 y un maximo de 3 en un intervalo de 24 horas (Isenberg, 2010). La probabilidad de
recuperar el agente causal se incrementa con el nUmero de hemocultivos extraidos al paciente: 60-
80% en el primer hemocultivo, 80-90% cuando se cursan dos hemocultivos y del 95-99% con el
tercero. En la actualidad algunos autores recomiendan ya la extraccidon de 4 hemocultivos (Cockerill

et al., 2004).

-Las muestras de sangre para hemocultivo deben extraerse (Rodriguez-Diaz et al., 2017) mediante
venopuncion (extraccion periférica), evitandose la extraccidn a partir de dispositivos
intravasculares, cambiando de equipo y localizacién anatémica en la extraccidn de cada

hemocultivo.

-Para el transporte la temperatura ideal es la temperatura ambiente (Baron et al., 2005;

Wayne, 2007; Isenberg, 2010).

-Respecto al tiempo de transporte maximo aconsejable no hay muchas referencias, pero la
mayoria de ellas sugieren un intervalo maximo de 2 (Baron et al., 2005; Wayne, 2007) o0 4
horas (Isenberg, 2010), aunque otras referencias elevan este tiempo incluso a un maximo a 18

horas (Loza et al., 2003). Los hemocultivos nunca deben ser refrigerados a 4°C.
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-El volumen de muestra extraido ha de ser el recomendado por el fabricante. En el caso de los
nifios, se aconseja recoger un maximo del 1% (Wayne, 2007) del volumen total de sangre

segun unas guias, y entre el 4 y el 5% segln otras (Baron et al., 2005).

-El tiempo de incubacién de los hemocultivos mas habitual es de cinco dias (Huang et al.,

1998).

2.4.2. Métodos de identificacion clasicos

En el momento en el que el hemocultivo es positivo debemos proceder a la identificacion del
microorganismo y a la realizacion de las pruebas de susceptibilidad antibiética del mismo. La
identificacion del microorganismo por métodos clasicos necesita de su crecimiento en medio
solido, lo que habitualmente requiere unas 24 horas, y se basa en distintos métodos

fenotipicos como los siguientes (Carroll y Weinstein, 2007):

-Caracteristicas microscoépicas (tincion de Gram) y macroscoépicas (morfologia, hemdlisis).

-Requisitos de crecimiento (atmdsfera, temperatura, nutrientes).

-Detecciones de antigeno (clumping factor, carbohidratos especificos de pared,...)

-Discos de identificacion (optoquina, bacitracina...).

-Métodos bioquimicos: individuales (catalasa, oxidasa,...) 0 agrupados (galerias o paneles de

identificacion).

Algunas de estas pruebas son rdpidas (segundos o minutos) y pueden proporcionar
informacién preliminar, pero en general para la identificacidn definitiva del microorganismo se

requiere de un tiempo minimo aproximado de un dia en el mejor de los casos.

2.4.3. Métodos de determinacion de la susceptibilidad antibiética

Habitualmente las susceptibilidades antibidticas de los microorganismos se realizan a partir del
microorganismo crecido en cultivo puro. Para disminuir el tiempo de respuesta los Servicios de
Microbiologia asumen la realizacién de un antibiograma directamente de la sangre del
hemocultivo positivo, aun a riesgo de perder algo de fiabilidad y otorgar informacion

provisional.

a) Antibiograma a partir de hemocultivo positivo

Existen varias técnicas en la literatura para la realizacidn del antibiograma directo; la primera

data de 1979 (Fay y Oldfather). Estas técnicas estan basadas en métodos de difusidn disco-
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placa, con el indculo bacteriano sin ajustar. Actualmente las recomendaciones del European
Comittee of Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) no avalan estos protocolos para
emitir un informe definitivo, y por tanto estos datos se deben considerar preliminares. El
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ha desarrollado un protocolo para su

estandarizacién en el afio 2018 (Chandrasekaran et al., 2018).
b) Antibiograma a partir del microorganismo

El método de referencia en la actualidad es la microdilucidn en placa, que se realiza siguiendo
los protocolos proporcionados por el EUCAST o el CLSI, que varian en funcién del tipo de
microorganismo. En dichos protocolos se especifican los medios de cultivo, el inéculo, la
atmoésfera y el tiempo de incubacion (habitualmente entre 16 y 24 horas). También estan
validados métodos de difusién disco-placa y los gradientes de concentracion (Etest’,
bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia), siguiendo los protocolos proporcionados por las mismas
entidades. Dentro de los métodos comerciales, el sistema VITEK®2 (bioMérieux) proporciona

resultados de sensibilidad a partir de 4 horas de incubacion.

El problema del antibiograma definitivo a partir de cepa es el tiempo de respuesta (unas 48
horas desde que el hemocultivo es positivo). En el caso del antibiograma directo se mejora
unas 24 horas, pero se pierde fiabilidad, no es factible para todos los microorganismos vy el

tiempo de respuesta sigue siendo mejorable.

2.5. Diagndstico microbioldgico. Nuevas tecnologias

Como acabamos de ver, el hemocultivo, asociado a la posterior identificacidn y pruebas de
sensibilidad antibidtica, es la referencia para el diagndstico de las bacteriemias. Eso no quiere

decir que no sea mejorable, pues presenta una serie de desventajas:

-Baja sensibilidad. La rentabilidad de los hemocultivos en pacientes adultos varia entre el 2 y el
20%, e incluso en casos de sepsis grave no supera el 50% segun algunos estudios (Dellinger et
al., 2008). Estos resultados pueden ser debidos a una baja sospecha clinica, pero también a la
presencia de falsos negativos, debidos al tratamiento antibidtico previo de los pacientes, a la
baja carga de microorganismos en sangre o a la presencia de microorganismos exigentes (no

crecen en los medios de hemocultivo o no son cultivables).

-Demora de resultados. Los hemocultivos positivos suelen crecer en las primeras 48 horas

(Rodriguez Diaz et al., 2017) de incubacién, aunque para dar un resultado negativo se
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requieren cinco dias. En caso de ser positivos, se requiere un minimo de otras 48-72 horas
para tener el resultado de la identificacidn del microorganismo y su susceptibilidad antibidtica,

si se utilizan métodos clasicos.

-Presencia de contaminaciones. Debido a la contaminacion en la toma de muestras con

microorganismos pertenecientes a la microbiota de la piel (Gross et al., 1994).

Todo esto ha hecho que se intenten disefiar nuevos métodos diagndsticos con el objetivo de
superar estas limitaciones. La técnica ideal deberia tener rapidez, sensibilidad y especificidad
elevada, capacidad para detectar microorganismos no cultivables y diversos mecanismos de

resistencia, la mayor automatizacién posible y ser coste-efectiva.

En funcidn de la técnica empleada, podran realizarse a partir del hemocultivo positivo o
directamente desde la muestra. Este ultimo enfoque seria ideal, pues reduciria enormemente
los tiempos de respuesta, pero su realizacion es muy dificil por el bajo indculo bacteriano

habitualmente presente en sangre.

2.5.1. Métodos gendmicos

Los métodos que presentan mayor potencial son los métodos fundamentados en la deteccion
y amplificacidn gendmica, habitualmente basados en la reaccidn en cadena de la polimerasa

(PCR).

Las ventajas de estas técnicas son la rapidez y su utilidad cuando se trata de microorganismos
no cultivables, de dificil crecimiento o cuando la toma de muestras se realiza después de
instaurado el tratamiento antimicrobiano. Ademas, algunas aportan cierta informacién sobre
la sensibilidad antibidtica del patdgeno implicado mediante la deteccidn de algunos determi-
nantes de resistencia. En contrapartida son caras, estan disefiadas para detectar unas dianas
concretas ya elegidas (no cualquier microorganismo) y necesitan una interpretacion experta ya

qgue pueden poner de manifiesto ADN de bacterias no viables.

Pueden realizarse del hemocultivo ya positivo (acortando el tiempo de identificacion del
microorganismo) o directamente de la sangre del paciente (acortando todo el proceso
diagnéstico, cultivo + identificacion). En este Ultimo caso se permite conocer el resultado en
pocas horas, aunque todavia existen diversas limitaciones que dificultan su empleo, como la
baja carga bacteriana habitualmente presente y la presencia de interferentes e inhibidores

(ADN humano, hierro, inmunoglobulinas, heparina) (Al-Soud y Radstrém, 2001).
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Algunos de los métodos moleculares, basados en la PCR, disponibles en la actualidad son:
AccuProbe system® (Hologic, Marlborough, Massachusetts, EE.UU.), GenomEra® S.
pneumoniae y GenomEra® S. aureus (Abacus Diagnostica, Turku, Finlandia), Light Cycler®
Septifast (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Suiza), SepsiTest™ (Molzyme, Bremen, Alemania),
iDTECT™ Dx Blood (PathoQuest, Paris, Francia), LiDia™ BSI test (DNAe, Carlsbad, California,
EE.UU.), MagicPlex™ Sepsis Test (Seegene, Taewon, Corea del Sur), FilmArray® Blood Culture
Identification Panel (bioMérieux), Sepsis Flow Chip (Master Diagndstica, Granada, Espafia),
GeneXpert® (Cepheid, Sunnyvale, California, EE.UU), Verigene® (Nanosphere, Chicago, lllinois,

EE.UU.), entre otros.

Figura 2. Sistema FilmArray®. Tomado de
http://www.biomerieux.com/.

Figura 3. Cartucho de GeneXpert®.
Tomado de http://www.cepheid.com/.

Segun las publicaciones, estos métodos sobre muestra directa presentan resultados dispares;
en general, falta sensibilidad y especificidad y no todos aportan informacion acerca de genes
de resistencia antibidtica (Marco, 2017). Suelen estar validadas para su aplicacién en clinica,

pero su impacto econdmico aun no ha sido evaluado (Peters et al., 2004).

De todas estas técnicas, como ya hemos comentado, algunas detectan genes de resistencia de
los microorganismos. Es una aportacion importante, pero no es siempre extrapolable a la
resistencia fenotipica del microorganismo, pues un microorganismo puede tener el gen y no
expresarlo ni tener significacion clinica. Y por otro lado, puede no tener ciertos genes de
resistencia, pero mostrarla por otros mecanismos que o bien no se estan detectando o bien no

se conocen.

2.5.2. Métodos protedmicos

Una de las grandes revoluciones el mundo de la microbiologia ha sido la utilizacion de MALDI-

TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time Of Flight-Mass Spectrometry)
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(desorcidn/ionizacién laser asistida por matriz-tiempo de vuelo-espectrometria de masas) en
el diagnéstico, debido a su capacidad para identificar microorganismos de manera rapida,

fiable y sencilla.

La identificacién por MALDI-TOF MS esta basada en la protedmica y la espectrometria de

masas:

-La protedmica es el estudio y caracterizacidn del conjunto de proteinas expresadas por un
genoma (proteoma). Lo que se estudia es la huella peptidica obtenida, que es el conjunto de
fragmentos peptidicos que se obtienen tras tratar una proteina concreta con una proteasa

determinada. Dicha huella peptidica va ser especifica de la proteina o muestra en cuestion.

-La espectrometria de masas es una técnica analitica que permite analizar con gran precision la
composicion de diferentes elementos quimicos al permitir la medicién de iones derivados de
moléculas separandolos en funcién de su relacién masa/carga. El espectro de masas de cada
compuesto se denomina huella quimica y es una representacién gréfica de los fragmentos

obtenidos, por orden creciente de masa frente a su abundancia relativa.

La primera propuesta de utilizacion de la espectrometria de masas para identificar bacterias
data de 1975 (Anhalt y Fenselau); posteriormente, su combinacion con la protedmica dio lugar,
en 1996, a la primera propuesta de MALDI-TOF MS como método de identificacion de

microorganismos (Carbonnelle et al., 2010).

Desde el momento de su implantacion ha sido una técnica muy analizada (Conway et al., 2001;
Kumar et al., 2004; Bizzini y Greub, 2010; Lagacé-Wiens et al., 2012; Lépez Roa et al., 2013). En
principio su uso se destind a la identificacion de microorganismos crecidos en cultivo sélido
(incluso con cultivos minimamente crecidos, de unas pocas horas, algo que para la

identificacion bioquimica tradicional no es posible), presentando grandes ventajas:

-Fiabilidad dptima, por encima incluso de las identificaciones tradicionales bioquimicas. A nivel
de especie en un primer momento las identificaciones exitosas oscilaban entre el 84% (Seng et

al., 2009) y el 93% (Bizzini y Greub, 2010).

-Rapidez, pueden identificarse microorganismos en minutos, frente a las 24 horas habituales

de los métodos tradicionales.

-Bajo coste, Unicamente es necesaria la amortizacién del equipo, pues el gasto en consumibles

es minimo (se estima entre 0,5-1 € por identificacidn) (Lagacé-Wiens et al., 2012).
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En microbiologia, el principio de funcionamiento de MALDI-TOF MS consiste en la aplicacion de
un laser a la muestra (de manera habitual el microorganismo crecido) que proporciona una
energia que rompera la bacteria y sus moléculas, principalmente sus proteinas,
fragmentandolas en distintos tamafios y cargandolas positivamente. En una segunda fase, en
un tubo de vacio al que se aplica un voltaje, dichos fragmentos se separaran en funcién de la
relacién masa/carga. Al ser la carga en todos los casos +1, se separaran en funcién de su masa.
En una tercera fase llegaran al detector, que emitird una sefal cuya intensidad serd
proporcional a la cantidad de fragmento que llega. Lo que se obtendra al final de todo el
proceso sera un espectro que serd caracteristico del microorganismo en cuestion, y que se

comparara con las bases de datos existentes proporcionando de esta manera la identificacion.

Los componentes de un equipo MALDI-TOF MS son, por tanto, la fuente de ionizacion

(componente MALDI), el analizador de masas (componente TOF), y el detector (Figura 4).
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Figura 4. Componentes y etapas de MALDI-TOF MS. Imagen modificada de Croxatto et al., 2012.

Posteriormente, MALDI-TOF MS también se ha intentado usar trabajando desde muestra
directa (como el hemocultivo positivo). Sin embargo, esto presenta mas dificultades que
cuando se aplica directamente sobre bacterias aisladas en medios de cultivo sélidos a causa de
la baja carga microbiana y de la alteracion de los espectros proteicos bacterianos por
interferencias con el medio (proteinas humanas, células sanguineas y carbdn en el frasco de
hemocultivo). Debido a estas limitaciones no existe un Unico protocolo establecido y validado
sobre el modo de procesar estas muestras. Existen 2 técnicas comerciales que presentan una

concordancia en la identificacidon que oscila entre el 60-99% (Verroken et al., 2016): Sepsityper
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kit (Bruker Daltonics, Billerica, Massachusetts, EE.UU.) y VITEK MS Blood Culture Kit

(bioMérieux).

Desgraciadamente, MALDI-TOF proporciona identificacién, pero no la sensibilidad antibiotica
del microorganismo en cuestidn. Se estan perfeccionando técnicas para conseguirlo, con las
gue se obtendria informacion acerca de la sensibilidad antibidtica, pero no un antibiograma
convencional. Son técnicas rapidas (unas tres horas), pero dificiles técnicamente y no validadas

para su aplicacion clinica:

-Andlisis directo de extractos bacterianos, que pueden diferenciar aquellos microorganismos
que presentan proteinas responsables de la resistencia a ciertos antimicrobianos. Se han
realizado estudios de este tipo para la deteccidn de carbapenemasas y betalactamasas (Hoyos-

Mallecot et al., 2014).

-Deteccién de actividad enzimatica: incubando antibiéticos en presencia del microorganismo,

evaluando la desaparicidn del pico del antibidtico (Carbonnelle et al., 2010).

-Comparacién de crecimiento bacteriano con y sin antibidtico. Las bacterias crecen de manera
distinta, y por tanto los espectros bacterianos originados son diferentes (Verroken et al.,

2016).

Con todo ello, la aplicacion de la espectrometria de masas MALDI-TOF MS a la Microbiologia
Clinica ha supuesto una revolucién en los protocolos de trabajo en los centros que disponen de
esta tecnologia, pues ofrece informacién sobre la etiologia de forma precoz, minutos después
de realizarse la tincién de Gram si se realiza de hemocultivo positivo y pocas horas si se realiza

desde colonias crecidas en medios sélidos.
2.5.3. Otros métodos

Las PCRs y MALDI-TOF MS no han sido las Unicas técnicas que han colaborado en la mejora del
diagndstico de las bacteriemias. Existen otras, basadas en otros métodos, con gran potencial

en este campo:

-Deteccidn de antigeno: BinaxNOW Staphylococcus aureus test (Alere Scarborough, Inc.,
Scarborough, Maine, EE.UU.). Detecta antigenos de S.aureus a partir de hemocultivo positivo

en 30 minutos.

-Resonancia magnética: T2MR (T2 Biosystems, Lexington, Misisipi, EE.UU.). Detecta
microorganismos directamente desde la muestra. De momento disponible para la deteccién de

especies del género Candida en un tiempo de 3 a 5 horas.
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-Hibridacidn in situ con sondas fluorescentes: PNA FISH (Panagene, Daejeon, Corea del Sur).
Identifica los microorganismos en unas tres horas desde la positividad del hemocultivo

utilizando sondas especificas.

- Accelerate PhenoTest™ BC Kit (Accelerate Diagnostics Inc., Tucson, Arkansas, EE.UU.). Basada
en el mismo principio, detecta microorganismos desde hemocultivo positivo en una hora, y

puede proporcionar resultados definitivos de sensibilidad antibidtica en seis horas.

- IRIDICA™ BAC-BSI Assay (Abbott Molecular, Des Plaines, Illinois, EE.UU.) (basada en la

jonizacidn por electroespray (PCR/ESI-MS): combina una PCR con un posterior analisis del
amplicén obtenido mediante espectrometria de masas. Permite identificar casi 800

microorganismos en menos de seis horas desde la muestra directa.

-Colorimetria: RAPIDEC® CARBA NP, sirve para detectar cepas productoras de carbapenemasas

entre 30 minutos y 2 horas después de la positividad del hemocultivo.
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3. EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y LA SEPSIS

Hemos visto que la sepsis es un proceso clinico muy grave, en el cual el factor tiempo es
fundamental, y cuyo origen es la bacteriemia, diagnosticada en los Servicios de Microbiologia
Clinica. Estos pueden hacer una serie de aportaciones que influirdn en la mejora del
diagndstico y manejo de la sepsis, impulsados por las nuevas técnicas diagndsticas

comentadas:

1. Mejora de la fase preanalitica:

-Los laboratorios de Microbiologia Clinica deberian estar implicado en la elaboracién y mejora
de los protocolos de extraccidn del hemocultivo, lo que supondria una reduccién de las

contaminaciones con las consiguientes ventajas ya comentadas.

-La mejora del flujo de informacién con los servicios solicitantes acerca de la tasa de

contaminaciones también juega un papel importante en su disminucién y control.

-Los tiempos de procesamiento del hemocultivo tienen una relacion directa con el tiempo de

respuesta, con una influencia directa en la mortalidad.

2. Mejora de la fase analitica:

-Mejora de los métodos diagndsticos, tanto a nivel de sensibilidad como de fiabilidad y

rapidez. Estas mejoras se refieren a distintos campos:

a) Al hemocultivo, mejorando la capacidad de recuperacién de los microorganismos y

disminuyendo el tiempo necesario para ello.

b) A los métodos de identificacidon de los microorganismos, haciéndolos todo lo rapidos y

fiables posible.
¢) A los métodos de realizacidn del antibiograma, acortando los tiempos de respuesta.

3. Mejora de la fase postanalitica:

-Manteniendo actualizada la informacién acerca de la etiologia de la bacteriemias y los perfiles

de resistencia de dichos microorganismos.

-Mejorando la rapidez del flujo de informacion al clinico, con la emisién de informes

preliminares de manera mas precoz y frecuente.
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Por todo ello, el planteamiento de este trabajo fue el de evaluar las distintas fases del proceso
diagndstico de las bacteriemias centrados en aspectos puramente microbiolégicos, con el

objetivo de obtener la maxima informacion posible y descubrir oportunidades de mejora.
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OBJETIVOS
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Fase preanalitica:

1. Estudiar la evolucién de las solicitudes de hemocultivo en un hospital de tercer nivel a lo
largo de un periodo de 10 afios y su relacidn con factores demograficos como la edad, el sexo,

la estacionalidad o el Servicio solicitante.

2. Evaluar el tiempo de procesamiento del hemocultivo.

3. Evaluar los resultados y contaminaciones del hemocultivo.

Fase analitica:

4. Analizar las posibles mejoras aportadas por la introduccién de nuevos modelos de

incubadores.

5. Analizar el tiempo de positividad de los microorganismos y su utilidad como herramienta

predictiva y diagndstica.

6. Evaluar la fiabilidad e impacto de MALDI-TOF MS en los flujos de trabajo y el tiempo de

respuesta.

7. Evaluar la fiabilidad e impacto del antibiograma rapido a partir de hemocultivo positivo.

8. Evaluar RAPIDEC® CARBA NP como método diagndstico rapido para la deteccién de

carbapenemasas.
Fase postanalitica:
9. Conocer la etiologia de las bacteriemias y su evolucién a lo largo de la década a estudio.

10. Estudiar los patrones de resistencia de los microorganismos aislados y su evolucion a lo

largo de los 10 afios.

11. Evaluar la influencia de los cambios tecnoldgicos habidos en el laboratorio en los tiempos

de respuesta de emision de informes de resultados.
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MATERIAL Y METODOS
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A. MATERIALES Y METODOS GENERALES

Para el estudio de los 11 objetivos de este trabajo, hubo una mayoria de materiales y métodos
comunes a todos ellos puesto que formaron parte de la rutina de trabajo del Servicio de
Microbiologia del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA) durante los 10 afos de

recogida y revision de datos.
*PACIENTES

El objeto de estudio fueron los pacientes del HUCA a los que se les solicitaron y extrajeron

hemocultivos durante el decenio 2007-2016.

El HUCA es un hospital de tercer nivel, cubre el drea sanitaria IV del Principado de Asturias (con
una poblacién que a lo largo de los 10 aios oscilé entre 330925 y 336026 habitantes) y ademas
es centro de referencia para muchas especialidades de toda la Comunidad Auténoma del

Principado de Asturias.
*MUESTRAS

La muestra objeto de todo este trabajo fue el hemocultivo: la sangre del paciente extraida en
cada venopuncidn e inoculada en botellas que contenian medio de cultivo. En este estudio se

inocularon dos botellas (aerobia y anaerobia) por hemocultivo.

No se tuvieron en cuenta los cultivos de sangre realizados en medios de lisis-centrifugacién
(Isolator®, DuPont Co., Wilmington, Delaware, EE.UU.), por ser muy minoritarios (en ningin

afio se excediod el nimero de 30 peticiones).

37



1. FASE PREANALITICA

La fase preanalitica comprende todas las actuaciones relacionadas con la extraccién de la

muestra y su conservacion y transporte al laboratorio.

1.1. EXTRACCION DE LA MUESTRA

La obtencidn de la sangre a inocular se hizo siguiendo los protocolos del hospital para este fin.
En ellos se reflejaban las técnicas de antisepsia, los tiempos de extraccion de los hemocultivos
y el nimero de ellos a obtener. Habitualmente la extraccién se realizaba por venopuncién,
principalmente de venas periféricas. En Medicina Intensiva y algunas otras unidades especiales

también se extrajeron de una via venosa central, incluso alguna vez de via arterial.

El volumen de muestra recomendado fue de entre 8 y 10 ml. por botella, es decir, entre 16 y

20 ml. por hemocultivo (segln instrucciones del fabricante).
1.2. CONSERVACION, TRANSPORTE Y PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

Una vez extraidos los hemocultivos por el personal de Enfermeria, la conservacion de las
botellas fue a temperatura ambiente hasta su transporte al laboratorio. Este era realizado por
personal del hospital, y, a partir del afio 2016, también a través de tubo neumatico (en cuanto

estuvo disponible en el nuevo HUCA y hubo botellas de material plastico).

Una vez en el laboratorio, las botellas permanecian a temperatura ambiente, durante un
intervalo de tiempo variable, hasta su introduccidn en el incubador. Este tiempo fue inferior a
una hora durante las horas de trabajo del personal técnico, pudiendo ser superior durante las
horas de trabajo del personal de guardia. Las muestras venian identificadas con los datos del
paciente, y en el laboratorio, a su llegada, se afiadia ademdas un nimero de muestra Unico e

identificativo.
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2. FASE ANALITICA

La fase analitica comprende todas las actuaciones realizadas en el Servicio de Microbiologia

desde la llegada de la muestra al laboratorio hasta la emisidn del resultado.

2.1. CULTIVO DE SANGRE (HEMOCULTIVO)
2.1.1. Medios de cultivo (botellas de hemocultivo)

Los frascos de hemocultivo utilizados fueron BACTEC™ Plus Aerobic/F Culture Vials y BACTEC™
Plus Lytic/10 Anaerobic/F Culture Vials (Becton Dickinson —BD-, Franklin Lakes, Nueva Jersey,
EE.UU.). El volumen de medio, la composicidn y atmdsfera de dichas botellas, segtn el

fabricante, fue la siguiente:

Tabla 1. Composicion de las botellas aerobias Plus Aerobic/F Blood Culture.

Agua tratada 30 ml.

p/v
Caldo digerido de soja-caseina 3%
Extracto de levadura 0,25%
Aminodacidos 0,05%
Azlcar 0,20%
Polianetolsulfonato de sodio (SPS) 0,05%
Vitaminas 0,03%
Antioxidantes/reductores 0,01%
Resina adsorbente no i6nica 13,40%
Resina de intercambio catiénico 0,90%

Estos medios se suministran con atmdsfera aerobia y CO, Figura 5. Botella aerobia
afiadido. utilizada en nuestro laboratorio.

Tabla 2. Composicion de las botellas anaerobias Lytic/10 Anaerobic/F Blood Culture.

Agua tratada 40 ml.

p/v
Caldo digerido de soja-caseina 2,75%
Extracto de levadura 0,20%
Digerido de tejido animal 0,05%
Dextrosa 0,20%
Polianetolsulfonato de sodio (SPS) 0,035%
Hemina 0,0005%
Menadiona 0,00005%
Citrato sodico 0,02%
Tioles 0,10%
Piruvato sédico 0,10%
Saponina 0,26% Figura 6. Botella anaerobia
Agente antiespumante 0,01% utilizada en nuestro laboratorio.
Los medios anaerobios se prerreducen y se dispensan con 39
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En los 2 ultimos afios del estudio dichas botellas se cambiaron por las Plus Aerobic (o
Anaerobic)/F Blood Culture Plastic Bottles. La tnica diferencia fue el material plastico, con lo

cual fue posible su envio a través del tubo neumatico.

2.1.2. Incubadores

El cultivo de sangre en las botellas comentadas se llevd a cabo en incubadores automaticos: BD
BACTEC™ 9240 blood culture system (BD) hasta el traslado al nuevo HUCA (junio de 2014), BD

BACTEC™ FX blood culture system (BD) posteriormente:
-1 de enero de 2007 a junio de 2014:

Incubador BD BACTEC™ 9240: sistema totalmente
automatico, no invasor, de agitacion continua, que se
compone de un incubador en el que se introducen las
botellas, un detector y un ordenador. Su principio de
funcionamiento esta basado en la produccion de CO, por el

metabolismo bacteriano, que reacciona con un material

fluorescente situado en el fondo del frasco del hemocultivo,

. ) Figura 7. Incubador BD BACTEC™ 9240.
lo que modula la cantidad de luz que es absorbida por un Tomado de https://bd.com/.

sensor. Esta medida es interpretada por el sistema de

acuerdo con unos parametros programados. Realiza una lectura de todos los frascos cada 10
minutos y mediante un sistema luminoso de alarma indica los frascos positivos detectados en
cada lectura. Se requieren cinco lecturas positivas para que otorgue un resultado positivo, de
ahi que el tiempo minimo de positividad sea de 50 minutos. Una lectura positiva indica la

presencia de presuntos microorganismos viables dentro del frasco.
-Junio de 2014 a diciembre de 2016:

Incubador BD BACTEC™ FX: Utiliza el mismo principio de
funcionamiento —tanto a nivel de estructura, incubacién como de
deteccion de los positivos- y medios de cultivo que el BACTEC™

9240, pero con un software optimizado. Dicho software permite la

entrada de datos de las muestras procesadas via online desde el

programa de gestidn del laboratorio, y el volcado al mismo de los

Figura 8. Incubadores BD
BACTEC™ FX utilizados en
40 nuestro laboratorio.



resultados, asi como de los tiempos de positividad de las botellas.
2.1.3. Tiempo de incubacion

El tiempo maximo habitual de incubacidn hasta considerar el hemocultivo negativo fue de
cinco dias. En determinados casos la incubacién se prolongaba hasta 15 dias o mas (a voluntad
del responsable de Microbiologia): sospechas de endocarditis, de infeccion fungica o de

infeccidn bacteriana por algiin microorganismo de crecimiento lento.

2.2. METODOS DE IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS

Se realizd la identificacion de los microorganismos mediante distintos métodos y técnicas, con
las que se alcanza distinto grado de fiabilidad y detalle, y con distinto tiempo de respuesta y

coste asociado:

2.2.1. Métodos de identificacion fenotipicos.

Son métodos que se llevan utilizando durante décadas, y su coste habitualmente es muy

reducido:

*Caracteristicas microscopicas:

a) Tincién de Gram: realizada de forma manual en el laboratorio E%.‘&-ﬁ %b .,-";_

‘ﬁ-
hasta el afio 2014 y desde el afio 2015 en el tefiidor automatico % - 3

0?‘
“ra, ol
&’.* - % "

PREVI® Color Gram (bioMérieux).

*Caracteristicas macroscdépicas:

* B
Figura 9. Tincién de Gram realizada en
a) Morfologia de la colonia. nuestro laboratorio.

b) Hemdlisis en medios con sangre: total (B), parcial (a), nula (y).

*Crecimiento en cultivo:

a) Requerimientos nutricionales.

b) Tipo de metabolismo: aerobio o anaerobio estricto, anaerobio facultativo, microaeréfilo...

¢) Temperatura de crecimiento: psicrofilicas, mesofilicas, termofilicas.
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*Deteccion de antigenos:

a) Clumping factor en S.aureus (Pastorex™ Staph Plus (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

California, EE.UU.).

b) Carbohidrato de pared especifico de grupo para el tipado de especies de estreptococo en

los distintos grupos de Lancefield (Pastorex™ Strep, Bio-Rad Laboratories Inc.).

*Discos de identificacion. Basados en la resistencia o sensibilidad a determinados

compuestos:

a) Optoquina para S.pneumoniae (sensible) (Oxoid, Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, EE.UU).
b) Bacitracina para S.pyogenes (sensible) (bioMérieux).
*Pruebas bioquimicas:

Se pueden realizar individualmente o en baterias, y el resultado puede ser inmediato o

requerir diferentes tiempos de incubacion:
-Catalasa: reactivo preparado en el laboratorio. H,0, al 3% v/v. Lectura inmediata.

-Citocromo oxidasa: Remel™ Pathotec™ CO Paper Strips (Thermo Fisher Scientific). Lectura

inmediata.

-Tubos Triple Sugar Iron Agar (TSI), Lysine Iron Agar (LIA), Urea
Motility Indole Agar (UMI), (Difco™, BD), Bile-Aesculine (Maim

S.L., Vic, Espaia). Lectura en aproximadamente 24 horas.

-Galerias de pruebas bioquimicas: combinacién de distintas

pruebas bioquimicas. En nuestro caso las galerias utilizadas

Figura 10. Tubos TSI, LIA, UMl y

fueron las API'ID (bioMérieux), en funcién del tipo de Bilis-Esculina utilizados en nuestro
laboratorio.

microorganismo a identificar: API° 20 E, API” 20 NE, API” 20 STREP, API" STAPH, API” CORYNE,

API® 20 A, API” NH, APl CAMPY, API" 20 A, API" 20 C AUX. Lectura mayoritariamente a las 24

horas.

) 3ol o 4 wEYeY Y

s welons wn watums Tea moSom s o0 M e son® e mec mi Samy s

Figura 11. API® 20E utilizado en nuestro laboratorio.
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-Paneles de identificacidn de pruebas bioquimicas: combinacidn de distintas pruebas
bioquimicas. En nuestro laboratorio se utilizaron los paneles MicroScan® (Beckman Coulter
Inc., Brea, California, EE.UU.). Lectura entre 16 y 24 horas. Se utilizaron distintos tipos de

paneles en funcién del microorganismo, algunos de los cuales fueron:
-Panel 31: panel para estafilococos.

-Panel 32: panel para enterococos y algunos

estreptococos.
-Panel 53: panel para enterobacterias.

-Panel 54: panel para bacilos gram negativos no

fermentadores.

Figura 12. Panel 53 utilizado
en nuestro laboratorio.

2.2.2. Métodos de identificacion proteémicos (espectrometria de masas MALDI-TOF MS).
2.2.2.1. Plataforma utilizada.

A partir de octubre de 2014 el laboratorio incorporé la
tecnologia MALDI-TOF MS, concretamente el sistema

MALDI-TOF MS MS (Microflex™; Bruker Daltonics).

La identificacion mediante MALDI-TOF MS MS de Bruker
se basa en la deteccidon de proteinas ribosémicas Sy L

(de 2.000 a 20.000 Da), que se asume suponen el 80-90%

de las senales del espectro de la bacteria. Este sistema

permite: Figura 13. Sistema MALDI-TOF MS
utilizado en nuestro laboratorio.

-Analisis simultaneo de 96 muestras/hora dando los primeros resultados en minutos.

-Posibilidad de realizar la identificacion sin pretratamientos, utilizando directamente una

colonia bacteriana.

-No presenta diferencias en el espectro obtenido bajo distintas condiciones de cultivo (al

basarse en la medida de proteinas ribosdmicas presentes de forma abundante).

-Identificacion de todo tipo de bacterias (gram positivas, gram negativas, anaerobias, no

fermentadoras, micobacterias,...), levaduras y hongos filamentosos.
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- Identificacién a nivel de género y especie, en ocasiones subespecie.

-Bases de datos en constante actualizacion con mas de 3.500 entradas. La base de datos esta
formada por entradas que corresponden al espectro promedio (de al menos 24 espectros de

alta calidad) de un microorganismo concreto (género, especie y cepa).
-Posibilidad de incluir nuevas referencias de cepas por el usuario.

-Marcado IVD y CE. : se puede usar para diagndstico clinico.

Figura 15. Placa de inoculacién de muestras en el

Figura 14. Programa flexControl utilizado para .
manejar el sistema MALDI-TOF MS. sistema MALDI-TOF MS.

2.2.2.2. Procedimiento realizado en el laboratorio
Los pasos a la hora de utilizar MALDI-TOF MS en el laboratorio fueron los siguientes:

Paso previo: Condiciones del cultivo: los microorganismos se obtuvieron a partir de un cultivo

en medio sélido. Se trabajé con cultivos puros, con independencia de que los medios fueran o
no selectivos, a ser posible con no mas de 18-24 horas de incubacidn para evitar esporas

(Bacillus spp.), productos metabdlicos (Arthrobacter spp.) o autdlisis (Streptococcus spp.).

Paso optativo: extraccidn con etanol/ acido férmico/ acetonitrilo: se puede realizar para
conseguir mejores resultados en la identificacién. Este método rompe las células y libera las
proteinas. Se realizd Unicamente si la identificacion sin su uso no era concluyente. Se
emulsiond una colonia en agua y etanol absoluto (%), y se centrifugd y resuspendié el pellet en
una mezcla de 4cido formico al 70%/ acetonitrilo (1:1). En el caso de partir de un cultivo en

medio liquido se centrifugd y procedié de igual manera con el pellet resultante.

Paso 1: Transferencia a la tarjeta y adicién de la matriz: para inocular la tarjeta metalica, se
transfirié una colonia (o parte de ella) del microorganismo crecido al correspondiente punto de
la tarjeta de metal realizando una extensién fina. En el caso de haber realizado la extraccion,

se empled 1 ul. del sobrenadante final y se dejd secar a temperatura ambiente.
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Paso 2: Andlisis en el espectrdmetro: se introdujo la tarjeta y la lectura comenzé de forma
automatica cuando se alcanzaron las condiciones éptimas de vacio. El software de obtencion
del espectro proporciond la adquisicion éptima de la muestra por acumulacién de entre 240-
500 disparos en diferentes lugares de la extension. El espectro obtenido se compard

automaticamente con todos los espectros de la base de datos del software de identificacion.

Paso 3: Interpretacion de los resultados. El software MALDI BioTyper version 2.0 analizé los
picos obtenidos, y tras la comparacion con los picos de la base de datos obtuvo un “score” o
puntuacién logaritmica cuyo valor, en base al grado de identidad, permite definir especie: > 2;
género > 1,7. Estos puntos de corte son los recomendados por el fabricante, pero en base a
numerosos estudios (Schulthess et al., 2014; Faron et al., 2017, Lagacé-Wiens et al., 2012;
Rodriguez-Sanchez et al., 2014), el “score" de 1,7 puede utilizarse para dar identificaciones a

nivel de especie. Esto fue lo que se hizo en nuestro trabajo.

2.2.3. Métodos de identificacion gendmicos.

Cuando la identificacion por métodos bioquimicos o por MALDI-TOF MS no fue posible, no era
concluyente (baja o nula fiabilidad de las identificaciones, tanto referidas a las pruebas
bioquimicas como a los “scores” obtenidos mediante MALDI-TOF MS) o era discrepante entre
los métodos bioquimicos y protedmicos se procedia a la identificacién del microorganismo
mediante la secuenciacion del gen codificante del ARNr 16S (gen rrs), considerado patrén oro
(Bosshard et al., 2003) de las identificaciones bacterianas. El procedimiento consistia en varios

pasos:

1. Realizar la extraccién del genoma utilizando extractores automaticos, basados en la
utilizacion de proteinasa K e isotiocianato de guanidina (GIT). El extractor utilizado fue el

MagCore® (RBC Bioscience, New Taipei City, Taiwan).

2. Posteriormente se amplificaba el gen rrs que codifica el ARNr 16S bacteriano mediante una
PCR casera. El fragmento amplificado era de unas 600 pares de bases (pb), del total de 1500 pb
de que consta dicho gen, fragmento de un tamafio considerado suficiente para llegar a nivel de
especie (Rodicio y Mendoza, 2004). Dicha PCR casera era simple (una unica amplificacion) y
convencional (con revelado en gel de agarosa). Los cebadores fueron los que veremos a
continuacion, y el protocolo utilizado fue el descrito por Xu et al. (2003). La amplificacion tenia
lugar el termociclador GeneAmp® PCR System 9700 Applied Biosystems (Thermo Fisher

Scientific):
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Forward: 5'-AGG ATT AGA TAC CCT GGT AGT CCA-3’
Reverse: 5'-AGG CCC GGG AAC GTATTC AC-3’

3. El fragmento obtenido posteriormente se secuencié partiendo de los mismos cebadores
utilizados para la amplificacion, utilizando los reactivos y condiciones del kit BigDye™

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific).

4. Una vez finalizado el proceso de secuenciacion, la secuencia obtenida se comparaba en
distintas bases de datos (Blast® -Basic Local Alignment Search Tool- y leBIBI®***" —Quick
Bioinformatic Phylogeny of Prokaryotes- v 1.1), lo que nos proporcionaba la identificacion del
microorganismo y el grado de fiabilidad de la misma, en base a distintos parametros

relacionados con la longitud de la secuencia y el grado de similitud de la misma al resto de

secuencias existentes.

O uplea e

Job Tide

Figura 16. Revelado en gel de agarosa Figura 17. Web de la base de datos Blast®.

de una PCR del gen rrs.
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2.3. PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Se realizaron partiendo de dos situaciones: directamente del hemocultivo positivo (se
obtendria un antibiograma preliminar) o a partir del microorganismo ya crecido en subcultivo

en medio sdlido (se obtendria el antibiograma definitivo).

2.3.1. Antibiograma preliminar

El antibiograma preliminar se realizé en aquellos casos en los que la tincién de Gram objetivd
bacilos gram negativos, o bien cocos gram positivos en grupos, compatibles con el género
estafilococo, en mas de una extraccién del mismo paciente. Para su realizacién se utilizaba el

método de difusion disco-placa. El protocolo a seguir era el siguiente:

1. Se partié de una botella de hemocultivo positiva. Se inoculé una cantidad aproximada de
tres gotas de la misma por placa de medio BD Mueller Hinton Il Agar (BD). Dichas gotas se
extendieron de manera homogénea por la placa, mediante la utilizacién de un hisopo o asa de

siembra.

2. Posteriormente se colocaron los discos de antibidtico (Antimicrobial Susceptibility Disks, Bio-
Rad Laboratories, Inc.), de 6 mm. de didmetro, en la placa ya inoculada con la sangre del
hemocultivo positivo, mediante la utilizacion de dispensadores (Disk Dispensers, Antimicrobial
Susceptibility Disks, Bio-Rad Laboratories, Inc.), que situaban en cada placa 7 discos de
antibidtico.

Para microorganismos gram positivos, se testaron 7 antibidticos: oxacilina, cefoxitina,

vancomicina, ciprofloxacino, cotrimoxazol, eritromicina y clindamicina.

Para microorganismos gramnegativos, 14 antibidticos: amoxicilina, amoxicilina-clavulanico,
cefuroxima, cefoxitina, cefotaxima, ceftazidima, piperacilina/tazobactam, imipenem,

meropenem, gentamicina, tobramicina, amikacina, ciprofloxacino y colistina.

3. Una vez colocados los discos se procedid a la incubacién de las placas, que se realizaba a

37°C en estufa aerobia durante un tiempo maximo de 24 horas.

4. El dia siguiente se median los diametros de los halos y se categorizaba al microorganismo
como sensible, intermedio o resistente utilizando los criterios del CLSI para antibiogramas de

difusién disco-placa.
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Figura 18. Ejemplo de antibiograma Figura 19. Ejemplo de antibiograma disco-placa
disco-placa para gram positivos. para gram negativos.

5. Posteriormente, siempre se realizaba el antibiograma definitivo mediante métodos de

microdilucién en caldo utilizando paneles de Microscan®.

2.3.2. Antibiograma definitivo

Se realizaba el antibiograma definitivo una vez por bacteriemia valorable (aunque los dos

hemocultivos fueran positivos), partiendo del microorganismo crecido en medio sélido.

Para la realizacion de las pruebas definitivas de sensibilidad antimicrobiana se siguieron los
protocolos del CLSI (Wayne, 2008) basados en el método de microdiluciéon en caldo,
considerado de referencia para la realizacion de las pruebas de susceptibilidad antibidtica.
Dicho método proporciona como resultado una concentracién minima inhibitoria (CMI), que
categorizara al aislado como sensible (S), intermedio (1) o resistente (R) al antimicrobiano en

cuestion.

Para ello se utilizaron los paneles Microscan®. Constan de 96
micropocillos, en los cuales pueden tener lugar reacciones
bioquimicas de identificacién o pueden contar con
concentraciones crecientes de antibidtico (la CMlI seria la
concentracion del primer pocillo en el que no hay crecimiento.

La incubacidn, lectura de los paneles e interpretacién de los

mismos se realizaba de manera automatica mediante el
Figura 20. Panel Microscan® de

software de Microscan®, basdndose en los criterios CLSI. suscebtibilidad antibiética.
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2.4. ALGORITMOS DE TRABAJO

Los algoritmos de trabajo en el Servicio de Microbiologia cambiaron radicalmente con la

aparicion de la técnica MALDI-TOF MS.

2.4.1. ALGORITMO DE TRABAJO PRE MALDI-TOF MS (1 de enero de 2007-junio de 2014)

1. Primer nivel: Identificacion a nivel de morfotipo. Tiempo aproximado: minutos.

En el momento en el que el incubador notificaba la presencia de una botella positiva, se le
realizaba a la misma una tincién de Gram, con lo que se obtenia una identificacidn presuntiva a
nivel de morfotipo: cocos gram positivos en grupos, cocos gram positivos en cadenas, bacilos

gram negativos, bacilos gram positivos...

En este momento ademas de la tincion de Gram se realizaban subcultivos a distintos medios
solidos en placa de agar, en funcion del microorganismo y el tipo de botella en el que se
obtuvo crecimiento: Columbia Agar with 5% Sheep Blood, Chocolate Il Agar, Columbia CNA
Agar with 5% Sheep Blood, Levine EMB Agar, BBL™ CHROMagar™ Orientation, CDC Anaerobe
Agar with 5% Sheep Blood, Sabouraud Dextrose Agar (BD). La incubacion de los mismos se
realizd a 35-37°C. Los medios sin sangre en atmédsfera aerobia y los que la contenian en
atmdsfera aerobia con un 5% de CO.. Las placas se revisaron a las 24 horas, manteniéndo mas
tiempo la incubacioén si eran negativas. La excepcion fue el medio para anaerobios estrictos
(CDC Anaerobe Agar with 5% Sheep Blood), que se incubd 48 horas, a 35-37°C, pero en

atmdsfera anaerobia.

Simultaneamente a dichos subcultivos, en funcion de lo visualizado en la tincion de Gram, se

realizaron ciertas pruebas de identificacion complementarias:
-Bacilos gram negativos: tubos LIA, UMI, TSI.

-Cocos gram positivos en cadenas o bacilos gram positivos: tubo Bilis-Esculina. Identificacidn

presuntiva de Enterococcus spp. y Listeria spp. (hidrélisis de la esculina positiva).

-Cocos gram positivos en cadenas: disco de optoquina como identificacion preliminar de

S.pneumoniae (sensible a optoquina).

A nivel de susceptibilidad antibidtica se realizaba el antibiograma directo en el caso de bacilos
gram negativos o de cocos gram positivos en grupo crecidos en mas de un hemocultivo del

mismo paciente.

49



2. Segundo nivel: Identificacién preliminar (morfotipo, género o especie). Antibiograma

preliminar. Tiempo aproximado: maximo 24 horas.

Se evaluaba el subcultivo realizado el dia anterior, las caracteristicas macroscdpicas de
crecimiento del microorganismo, y resultado de las pruebas de identificacion. A esto se le

afiadia la realizacién de nuevas pruebas diagndsticas rapidas:
-Catalasa.

-Citocromo oxidasa.

-Clumping factor para identificar S.aureus.

En este momento se decidia si el microorganismo identificado preliminarmente requeria de
identificacion definitiva y antibiograma. Esto era asi si se consideraba un microorganismo

valorable; como contaminante la identificacién se detenia en este punto.

Los criterios para considerar un microorganismo como valorable o contaminante fueron

microbioldgicos (Bekeris et al., 2005; Hall, 2006). Consideramos microorganismos valorables a:

a) Un microorganismo que no es una causa habitual de contaminacidon de hemocultivos, por
ejemplo S.aureus, enterobacterias, Pseudomonas aeruginosa, S.pneumoniae,

independientemente del nimero de hemocultivos en los que aparezca.

b) Un microorganismo que es un contaminante habitual de los hemocultivos, por ejemplo
ECN, EGV, Corynebacterium spp., Bacillus spp., Propionibacterium spp. y algunas especies de
Clostridium si se aislaban en al menos dos hemocultivos obtenidos de extracciones distintas.
En las bacteriemias por ECN se comprobd que la especie y el antibiotipo de ambos
hemocultivos positivos fueran idénticos para considerarlo valorable. Para el resto de
microorganismos potencialmente contaminantes, su crecimiento en mas de un hemocultivo
llevaba a asumir la bacteriemia como verdadera sin comparar antibiotipos. Si se recibia
Unicamente 1 hemocultivo, los contaminantes habituales se consideraron bacteriemias

verdaderas en caso de obtenerse crecimiento en las 2 botellas del mismo hemocultivo.

En caso de considerarse el microorganismo como valorable, se realizaba un panel de

. .. .7 . ’ . .. .7 ® .

identificacion MicroScan® o una galeria de identificacion API'ID (para determinados
microorganismos, como el género Streptococcus o Corynebacterium, las bacterias anaerobias

estrictas o las levaduras, o si la identificacion por Microscan® no era concluyente).

A nivel de susceptibilidad antibidtica, se realizaba la lectura del antibiograma preliminar y se
realizaba el definitivo en un panel MicroScan®, que habitualmente llevaba incorporadas las

pruebas bioquimicas.
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3. Tercer nivel: Identificacidn definitiva. Antibiograma definitivo. Tiempo aproximado:

maximo 48 horas.

Se obtenia la identificacién y susceptibilidad antibiotica definitiva de los paneles MicroScan®.
Si la identificacidn no era posible o concluyente se procedia a la identificacidn por
secuenciacién del gen rrs; asi, la identificacién se completaba en todos los casos, si bien se

requeria de 48 a 72 horas mas.

2.4.2. ALGORITMO DE TRABAJO POST MALDI-TOF MS

1. Primer nivel: Identificacion a nivel de morfotipo. Tiempo aproximado: minutos.

Se realizaba exactamente igual que en la época PRE MALDI-TOF MS; también la realizacién del

antibiograma preliminar.

2. Segundo nivel: Identificacidn definitiva. Antibiograma preliminar. Tiempo

aproximado: maximo 24 horas.

Se evaluaba el subcultivo realizado el dia anterior, las caracteristicas macroscopicas de

crecimiento del microorganismo y el resultado de las pruebas complementarias.

Se realizaba la identificacion del microorganismo crecido mediante MALDI-TOF MS, y este

resultado, si presentaba un “score” minimo de 1,7 se consideraba definitivo.

A nivel susceptibilidad antibidtica, se realizaba la lectura del antibiograma preliminar y se
realizaba el definitivo en un panel MicroScan®, en este caso habitualmente sin identificacidn

bioquimica.
3. Tercer nivel: Antibiograma definitivo. Tiempo aproximado: maximo 48 horas.

La identificacién ya estaba completada previamente. A nivel susceptibilidad antibidtica, se

obtenian los resultados definitivos del panel MicroScan®.
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3. FASE POSTANALITICA

La fase postanalitica incluye las tareas relacionadas con la comunicacion eficiente de los

resultados microbioldgicos al médico solicitante.

3.1. PROGRAMAS INFORMATICOS

Se utilizaron dos programas informdticos de gestién de laboratorio diferentes: Servolab®
Laboratory Information System (Siemens Healthcare, Erlangen, Alemania) del 1 de enero de
2007 a junio de 2014 y Gestlab® (Cointec Ingenieros y Consultores, S.L., Orihuela, Espafia) de
junio de 2014 a 31 de diciembre de 2016:

-A nivel del registro inicial de la peticion, en Servolab las solicitudes se realizaban a través de
9 ” . . . .

volantes” de peticién —formularios cubiertos manualmente con los datos del paciente, la
muestra y el tipo de solicitud-, que se registraban en el sistema informatico de manera
manual. En Gestlab las solicitudes de los clinicos se realizaban a través del sistema de gestion
de historias clinicas Cerner Millennium® (Cerner Corporation, Kansas City, Missouri, EE.UU.), y

todos los datos de paciente, muestra y solicitud se transmitian automaticamente a Gestlab.

-A nivel de la obtencion posterior de los datos, en ambos programas de laboratorio se podia
obtener posteriormente una hoja Excel (Microsoft Corporation, Redmond, Washington,
EE.UU.) con los datos recogidos y el resultado. Para obtener los tiempos de positividad de los
hemocultivos, Servolab los proporcionaba en formato papel, mientras Gestlab lo hacia en
archivos Excel convencionales. Los tiempos de procesamiento Unicamente se pudieron

obtener con Gestlab.

3.2. ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron los programas Excel y QlMacros (Microsoft Corporation) y GraphPad InStat
(GraphPad Software, La Jolla, California, EE.UU.). La tendencia y aleatoriedad de las series
temporales se estudio mediante el coeficiente de correlacion de Pearson (r). Las variables
cualitativas fueron comparadas mediante el test x°. Las medias fueron comparadas mediante
el test de t de Student. Para todos los calculos de medias se calculd el intervalo de confianza

del 95% (IC 95%). Un valor de p bilateral <0,05 fue considerado estadisticamente significativo.

Los indicadores estadisticos utilizados en cada caso concreto vienen descritos en los siguientes

apartados.
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B. MATERIALES Y METODOS ESPECIFICOS POR OBJETIVO

Objetivo 1: Estudiar la evolucion de las solicitudes de hemocultivo en un hospital de tercer
nivel a lo largo de un periodo de 10 afos y su relacién con factores demograficos como la

edad, el sexo, la estacionalidad o el Servicio solicitante.

*Disefio del estudio: realizado retrospectivamente con los datos de los hemocultivos recibidos

durante 10 afios (2007-2016).

*Muestras analizadas: todos los hemocultivos recibidos en el laboratorio durante el periodo

de estudio.

*Métodos de laboratorio y procesamiento de las muestras: los comentados previamente en la

fase analitica.

*Analisis de los datos: se analizaron los datos globalmente (los 10 afos), afo a afio, y en
funcién de variables como la edad (pediatricos y adultos), el sexo (hombre y mujer), el mes de
solicitud y el Servicio peticionario. En los pacientes pediatricos habitualmente cada episodio
clinico se diagnosticaba con 1 Unico hemocultivo; en los pacientes adultos con 2 hemocultivos,

de ahi la divisidn realizada.

Los servicios se agruparon en criticos, médicos, quirurgicos, pediatricos y Urgencias Generales.
Se valoraron individualmente para el estudio sélo si el nUmero total de hemocultivos recibidos

en la década era de un minimo de 1000.

*Analisis estadistico: la tendencia y aleatoriedad de las series temporales se estudiéo mediante

el coeficiente de correlacion de Pearson (r).

Objetivo 2: Evaluar el tiempo de procesamiento del hemocultivo.
*Disefio del estudio: realizado retrospectivamente entre enero y junio de 2016.

*Muestras analizadas: todos los hemocultivos recibidos en el laboratorio durante el periodo

de tiempo comentado.

*Métodos de laboratorio y procesamiento de las muestras: los comentados previamente en la

fase analitica.

*Analisis de los datos: se estudid el tiempo de procesamiento en relacidn con el resultado

posterior del hemocultivo. El tiempo se dividié en distintas fracciones: <2 horas, 2-4 horas, 4-
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12 horas, 12-18 horas y >18 horas, en base a los tiempos maximos recomendados en las
distintas revisiones sobre este tema (Baron et al. -2 horas-, 2005; Isenberg, 2010 -4 horas-;

Loza et al., 2003 -18 horas-).

*Definiciones: se definié tiempo de procesamiento como el tiempo transcurrido entre la

realizacion de la extraccion sanguinea y la introduccion de las botellas en el incubador.

*Analisis estadistico: la significacidon estadistica del resultado de cada fraccidon temporal se

llevé a cabo mediante el test x°.

Objetivo 3: Evaluar los resultados y contaminaciones del hemocultivo.

*Disefio del estudio: realizado retrospectivamente con los datos de los hemocultivos recibidos

durante 10 anos (2007-2016).

*Muestras analizadas: todos los hemocultivos recibidos en el laboratorio durante el periodo

de tiempo comentado.

*Métodos de laboratorio y procesamiento de las muestras: los comentados previamente en la

fase analitica.

*Analisis de los datos: se analizaron los datos globalmente, afio a afio, y en funcion de

variables como la edad, el sexo, el mes de solicitud y el servicio peticionario.

Los servicios se valoraron individualmente para el estudio si el nimero total de hemocultivos
recibidos en la década era de un minimo de 1000. Se realizaron graficos de control estadisticos

para los cinco servicios con mayor nimero de peticiones.

Se analizaron los microorganismos causantes de las contaminaciones, el nUmero total y

porcentaje de los mismos y la significacion clinica de los aislados.

*Definiciones: se definid resultado positivo cuando se aislé en el hemocultivo un
microorganismo considerado valorable; contaminacion cuando se aislé un microorganismo

considerado contaminante; negativo si no se obtuvo crecimiento.

*Analisis estadistico: La significacion estadistica de cada grupo poblacional se llevé a cabo

mediante el test x°.

Los graficos de control calculan la media de los datos y muestran en las gréficas limites de
control superiores e inferiores (3 veces la desviacién estandar), que marcan el intervalo dentro

del cual los datos estan en control.

54



Objetivo 4: Analizar las posibles mejoras aportadas por la introduccidon de nuevos modelos de

incubadores.

*Disefio del estudio: realizado retrospectivamente para dos incubadores diferentes: afio 2013

para el BACTEC™ 9240 y 2016 para el BACTEC™ FX.

*Muestras analizadas: todas las botellas de hemocultivo introducidas en el incubador durante

los periodos de tiempo comentados.

*Métodos de laboratorio y procesamiento de las muestras: los comentados previamente en la

fase analitica.

*Analisis de los datos: se analizd la especificidad de los incubadores. Los datos se obtuvieron
de los registros del laboratorio en el caso del afio 2013 y de los datos proporcionados por

Gestlab en el caso del afio 2016.

*Definiciones: se definid falso positivo cuando en una botella positiva no se objetivaron

microorganismos, ni en la tincion de Gram ni en el subcultivo.

*Analisis estadistico: la significacion estadistica se llevé a cabo mediante el test X%

Objetivo 5: Analizar el tiempo de positividad de los microorganismos y su utilidad como

herramienta predictiva y diagndstica.
Se realizaron dos estudios:
a) Estudios por incubador.

*Disefio del estudio: realizado retrospectivamente para dos incubadores diferentes: afio 2013

para el BACTEC™ 9240, y 2016 para el BACTEC™ FX.

*Muestras analizadas: todas las botellas de hemocultivo introducidas en los incubadores

durante los periodos de tiempo comentados.

*Métodos de laboratorio y procesamiento de las muestras: los comentados previamente en la

fase analitica.

*Analisis de los datos: se analizaron los tiempos de positividad del hemocultivo en funcién del

incubador, del tipo de botella y del microorganismo crecido.

*Definiciones: se definié tiempo de positividad como el tiempo transcurrido entre la

introduccion de la botella en el incubador y su deteccidon como positiva.
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*Analisis estadistico: la significacién estadistica de los tiempos de los distintos grupos de

muestras se llevd a cabo con los test t de Student.
b) Estudio del algoritmo Gram+tiempo de positividad.

*Disefio del estudio: realizado retrospectivamente durante el periodo 2015-2016 para el

BACTEC™ FX.

*Muestras analizadas: la primera botella de hemocultivo positiva de cada sospecha de

bacteriemia.

*Métodos de laboratorio y procesamiento de las muestras: los comentados previamente en la

fase analitica.

*Analisis de los datos: se analizaron los tiempos de positividad del hemocultivo en funcién de

la tincién de Gram del hemocultivo positivo y del microorganismo crecido.

*Definiciones: se definié tiempo de positividad como el tiempo transcurrido entre la

introduccion de la botella en el incubador y su deteccidon como positiva.

Objetivo 6: Evaluar la fiabilidad e impacto de MALDI-TOF MS en los flujos de trabajo y el

tiempo de respuesta.

Se realizaron dos estudios:

a) Microorganismo incubado durante 24 horas.

*Disefio del estudio: realizado prospectivamente los meses de febrero y marzo de 2015.

*Muestras analizadas: microorganismos crecidos de hemocultivos positivos durante 24 horas

aproximadamente.

*Métodos de laboratorio y procesamiento de las muestras: los comentados previamente en la

metodologia de identificacién por MALDI-TOF MS.

*Método de referencia: los resultados obtenidos se compararon con los proporcionados por

MicroScan®. Las discrepancias se resolvieron mediante la secuenciacién del ARNr 16S.

*Analisis de los datos: se compararon los resultados obtenidos con las dos técnicas a nivel de
género y de especie. Para considerar valida la identificacidn se requirié un “score” minimo de

1,7.
b) Microorganismo incubado durante 3-4 horas.

*Disefio del estudio: realizado prospectivamente durante el afio 2015.
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*Muestras analizadas: aquellos microorganismos crecidos de hemocultivos positivos en los
que fue posible, dentro del funcionamiento habitual del laboratorio, realizar la identificacion

por MALDI-TOF MS a las 3 0 4 horas de incubacion.

*Métodos de laboratorio y procesamiento de las muestras: los comentados previamente en la

metodologia de identificacién por MALDI-TOF MS.

*Método de referencia: los resultados obtenidos se compararon con los proporcionados por

MALDI-TOF MS con 24 horas de incubacion.

*Analisis de los datos: se compararon los resultados obtenidos a nivel de género y de especie.

Para considerar vdlida la identificacién se requirié un “score” minimo de 1,7.

Objetivo 7: Evaluar la fiabilidad e impacto de los antibiogramas rdpidos a partir de

hemocultivo positivo.
*Disefio del estudio: realizado prospectivamente durante el afio 2015.

*Muestras analizadas: aquellos microorganismos crecidos de hemocultivos positivos en los
que fue posible, dentro del funcionamiento habitual del laboratorio, realizar la lectura 'y

anotacidn de los resultados del antibiograma a las 3 0 4 horas de incubacidn.

*Métodos de laboratorio y procesamiento de las muestras: los comentados previamente en la

metodologia de realizacién del antibiograma preliminar.

*Método de referencia: los resultados obtenidos se compararon con los definitivos

proporcionados por los paneles MicroScan®.

*Analisis de los datos: se valord si el antibiograma era interpretable o no, y de serlo, el grado

de concordancia del mismo con el definitivo.
*Definiciones: se definieron los siguientes términos para cada antibiético:

-Error muy grave (Very major error): resultado preliminar sensible; definitivo resistente.
-Error grave (Major error): resultado preliminar resistente; definitivo sensible.
-Error leve (Minor error): cualquier otro tipo de error.

-Concordancia (Agreement): resultado idéntico.

*Analisis estadistico: la significacion estadistica se llevé a cabo mediante el test X%
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Objetivo 8: Evaluar RAPIDEC® CARBA NP como método diagndstico rapido de deteccidn de

carbapenemasas.
*Disefio del estudio: realizado prospectivamente entre junio y agosto de 2015.

*Muestras analizadas: microorganismos crecidos tanto de hemocultivos positivos como de

botellas positivas inoculadas artificialmente.

*Métodos de laboratorio: RAPIDEC® CARBA NP (bioMérieux) permite la determinacién rapida

de carbapenemasas. Se realizd a partir de subcultivo en medio sélido incubado cuatro horas.

*Procesamiento de las muestras: la técnica tiene un tiempo de respuesta de entre 30 minutos
y 2 horas (la lectura de la misma se realiz6 como minimo a los 30 minutos, y, en caso de ser

negativa, no mas alla de las 2 horas). Los pasos a seguir fueron los siguientes:

1. Lisado bacteriano siguiendo el procedimiento proporcionado por la casa comercial para la

extraccién del enzima del microorganismo, si la hubiera.

2. Puesta en contacto de dicho lisado con una solucién que contiene un antibiético

carbapenémico (imipenem).

3. En presencia de una cepa productora de carbapenemasa, se produce la hidrdlisis del
imipenem presente en la solucién. Dicha hidrdlisis acidifica el medio resultando en un cambio
de color del indicador del pH (rojo fenol) a color amarillo e indicando especificamente la
presencia de resistencia a los carbapenemes. No proporciona informacidn acerca de cual es el

tipo de carbapenemasa implicada.

La presentacidn del producto y la visualizacidn de los resultados estan representadas en la

Figura 21.
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Figura 21. Kit diagndstico RAPIDEC® CARBA NP.
Tomado de http://www.biomerieux.es/.
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*Método de referencia: los resultados obtenidos se compararon con los definitivos obtenidos
mediante el test de Hodge (EUCAST, 2017), los paneles Microscan® y la PCR comercial Carba-R
Xpert® PCR (Cepheid).

*Analisis de los datos: se obtuvieron los resultados de sensibilidad y especificidad de la técnica.

Objetivo 9: Conocer la etiologia de las bacteriemias y su evolucion a lo largo de la década a

estudio.

*Disefio del estudio: realizado retrospectivamente de los datos de las bacteriemias de 10 afos

(2007-2016).

*Muestras analizadas: se estudiaron episodios clinicos/sospechas de bacteriemia. Se
consideraron dentro de un mismo episodio clinico todos los hemocultivos recibidos en un

intervalo de siete dias.

*Métodos de laboratorio y procesamiento de las muestras: los comentados previamente en la

fase analitica.

*Analisis de los datos: se analizaron los datos globalmente, afio a afio, y en funcion de
variables como la edad (en este caso <14 afios, 15-65 afios y >65 afios), el sexo, el mes de

solicitud y el servicio peticionario.
Respecto a los estudios por hemocultivos, se afiadid el rango de edad de mayores de 65 afios.

Se valoraron de manera individual inicamente los servicios con mas de 5000 peticiones a lo

largo de los 10 afios.
Para valorar estacionalidad, se requirieron cambios significativos en tres meses consecutivos.

El estudio de la evolucion temporal se realizd teniendo en cuenta los afios 1,4, 7y 10 de la

década.

*Analisis estadistico: la significacion estadistica se llevé a cabo mediante el test x*.

Objetivo 10: Estudiar los patrones de resistencia de dichos microorganismos y su evolucién a

lo largo de los 10 aios.

*Disefio del estudio: realizado retrospectivamente de los datos de las bacteriemias de 10 afios

(2007-2016).
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*Muestras analizadas: se valord un antibiograma del microorganismo en cuestidn por cada
episodio clinico. Se consideraron dentro de un mismo episodio clinico todos los hemocultivos

recibidos en un intervalo de siete dias.

*Métodos de laboratorio y procesamiento de las muestras: los comentados previamente en la

fase analitica.

*Analisis de los datos: se analizaron los datos para cada microorganismo afo a afo. Los
microorganismos estudiados fueron los 10 mds frecuentes exceptuando los ECN distintos a

S.epidermidis.

Se investigaron los porcentajes de aislados sensibles a un determinado antibiético, como asi
estd recomendado (Calvo Montes et al., 2014). Se presentan aquellos antibiéticos con especial

interés para cada microorganismo concreto.

En el estudio de microorganismos dentro de un mismo Servicio, se considerd un minimo de

150 aislados en los 10 afios.

Objetivo 11: Evaluar la influencia de los cambios tecnoldgicos habidos en el laboratorio en los

tiempos de respuesta de emision de informes de resultados.

*Disefio del estudio: realizado retrospectivamente para los aifios 2013 (flujo de trabajo pre-

MALDI-TOF MS y 2016 (flujo de trabajo post-MALDI-TOF MS).

*Muestras analizadas: las 100 primeras bacteriemias valorables de cada uno de los dos afios.
La proporcion turno habitual/turno de guardia del afio 2013 se adaptd al afio 2016 para valorar

las 100 primeras bacteriemias de 2016 en las mismas condiciones.

*Métodos de laboratorio y procesamiento de las muestras: los comentados previamente en la

fase analitica.

*Analisis de los datos: se estudiaron los tiempos necesarios para la emisién de informes
preliminares y definitivos, tanto a nivel de identificacién del microorganismo, como de
antibiograma, en funcidon también del turno de trabajo considerado. Los datos se obtuvieron
de los registros del laboratorio en el caso del afio 2013, y del programa de laboratorio Gestlab

en el afio 2016.
*Definiciones:

-Se definid turno habitual al habido entre las 8 y las 15 horas de los dias laborables; turno de

guardia al resto de dias y horarios.
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-Se definid tiempo de respuesta como el intervalo habido entre la deteccion de una botella

como positiva y la emision de la informacion a la que nos referimos en cada caso.

*Analisis estadistico: la significacién estadistica de los tiempos de los distintos grupos de

muestras se llevd a cabo con los test t de Student.
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Obijetivo 1: Estudiar la evolucién de las solicitudes de hemocultivo en un
hospital de tercer nivel a lo largo de un periodo de 10 afios y su relacidon
con factores demograficos como la edad, el sexo, la estacionalidad o el

Servicio solicitante.

En los 10 afios del estudio (2007-2016) se recibieron 141383 hemocultivos (HC)
correspondientes a 47988 pacientes, con un rango de edad de 0 dias a 102,9 afios y una media

de 53,6 + 28,5 afios.
1. Datos demograficos

En la Tabla 3 se detalla el porcentaje de hemocultivos recibidos en el Servicio de Microbiologia
en funcién de la edad, el sexo y el mes de solicitud. Anualmente y en el total de los 10 afios del

estudio. En la Figura 22 se representan los nimeros totales en funcién de la edad y el sexo.

Tabla 3. Evolucion anual del porcentaje de HC en funcidn de distintas variables demograficas.

ANO

014

OTA

HC TOTALES 13390 12716 12928 13670 15180 14388 14674 14449 14350 15638 141383
% % % % % % % % % % %
EDAD
Pediatricos 16,9 17,1 16,1 15,1 14,5 13,8 11 10,4 11,5 7 13,2
Adultos 81 82,1 82,8 84 84,8 85,2 88,4 87,8 88,4 93 86,1
Desconocida 2,1 0,8 1,1 0,9 0,7 1 0,6 0,3 0,1 0 0,7
SEXO
Hombres 58,9 61,6 58,6 59,2 59,5 58 59,1 58,7 60,3 60 59,5
Mujeres 41,1 38,2 41,3 40,8 40,4 41,9 40,9 39,7 39,6 40 40,5
Desconocido 0,1 0,2 0,1 0 0 0 0 0,1 0,1 0 0,1
MES
Enero 9,8 10,2 8,4 7,8 9,9 9,6 10,1 10,4 8,1 7,6 9,2
Febrero 8 10,4 6,4 8,3 8,1 9,5 8,4 9 8,2 8,1 8,4
Marzo 8,9 9 9,9 9,2 9,5 9,2 8,3 9,4 8,7 8 9
Abril 9,2 8,4 8,5 7,5 7,8 7,3 9,4 9,1 8,2 7,5 8,3
Mayo 7,6 8,4 7,5 9,1 8,9 8,5 7,8 9,4 8,3 8,7 8,5
Junio 8 8,9 8,8 8,3 8,4 7,3 7,6 6,4 8,5 7,6 8
Julio 8,4 7,3 8,7 7,9 7 8,4 8,9 7,4 8,6 7,6 8
Agosto 7,7 6,8 8 8,8 8,9 8,2 8 7 8,6 7,8 8
Septiembre 6,7 7,1 7,7 6,8 7,9 7 8,3 7,9 8,5 8,2 7,7
Octubre 8,9 6,9 8,2 7,9 8,3 8,8 7,9 8,3 8,1 9,3 8,3
Noviembre 8,2 7 9,3 8,5 7,5 8,4 7 7,3 7,5 9,1 8
Diciembre 8,7 9,5 8,6 9,9 7,8 7,8 8,3 6,8 8,6 10,6 8,7
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Figura 22. Evolucién anual del nimero de HC (n) solicitados en funcion de la edad, el sexo y el afio.
*: significativo.

-El nimero total de hemocultivos recibidos ha ido aumentando significativamente con los afios

(r=0,8030, p=0,0052), siendo un 17% mas elevado al final que al principio del estudio, y con

una variacion maxima del 23% (entre 12716 y 15638 hemocultivos/afio).

-Los hemocultivos de adultos se incrementaron progresivamente (14546 hemocultivos el
ultimo afio frente a 10847 del primero) (r=0,9079, p=0,0003). En contraposicion, se observd un
descenso (r=-0,8987, p=0,0004) de mas del 50% en el numero de hemocultivos pediatricos
(2268 en 2007, 1092 en 2016), que pasaron de un 17 a un 7% del total de peticiones. Los

descensos mas importantes ocurrieron en los afios 2013 y 2016.

-Hubo un mayor nimero de hemocultivos en pacientes varones, con un ratio varones/mujeres

de 1,5:1, estable a lo largo de los 10 afos.

-No se ha encontrado estacionalidad. Enero es el mes en el que se solicita el mayor nimero de
hemocultivos (12984 en 10 afios) y septiembre el de menor nimero (10822) pero de manera

no significativa.
2. Hemocultivos por servicios hospitalarios

La evolucion del porcentaje de hemocultivos recibidos en funcidn del servicio la podemos
observar en la Tabla 4, en la Figura 23 (nimeros totales en funcién del tipo de servicio
hospitalario), y en la Figura 24 (nimeros totales de 4 de los 5 servicios con mayor nimero de
peticiones a lo largo de los 10 afios; Urgencias Generales esta presente en la Figura 23). Los

servicios presentes en la Tabla 4 recibieron un minimo de 1000 hemocultivos en la década.
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Tabla 4. Evolucién anual del porcentaje de HC solicitados por distintos servicios.

ANO 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 TOTAL ‘
HC TOTALES 13390 12716 12928 13670 15180 14388 14674 14449 14350 15638 141383
% % % % % % % % % % %
UNIDADES DE CRITICOS 23,6 22,4 20,7 17,6 18,5 18,6 19,1 14,3 16,7 16,1 18,6
Medicina Intensiva 21,8 20,7 191 161 168 171 17,7 132 139 131 16,8
Anestesiologia 1,8 1,7 1,6 1,5 1,7 1,5 1,4 1,1 2,8 3 1,8
SERVICIOS MEDICOS 42,4 451 44,6 455 43,2 458 42,7 355 46,1 46,1 43,6
Medicina Interna 12,8 13 11,1 12,1 108 11,2 10,1 8,4 9,2 9,3 10,7
Hematologia 10 9,8 10,6 9 9 10,9 10 9,8 148 12,3 10,6
Digestivo 6,6 8,5 8,5 7,7 6,4 6,4 5,8 4,9 5,7 7 6,7
Nefrologia 4,2 4,2 4,1 3,7 3,9 3,7 3,3 3,4 3,3 3,4 3,7
Neumologia 0,7 0,8 1 3,6 4,3 4,7 4,6 1,9 1,8 2,1 2,6
Cardiologia 2 2,3 2,8 3,1 2,2 2,2 2,6 1,9 2,9 33 2,5
Oncologia 2,4 2,2 2,1 1,9 2,3 2,2 2,5 2,2 2,9 2,9 2,4
Neurologia 1,9 1,7 2,5 2,9 2,7 2,7 2,3 2,2 2,2 2,4 2,4
Ginecologia 0,7 0,4 0,4 0,5 0,4 0,4 0,4 0,5 2 2 0,8
Otros 1,1 2,2 1,5 1 1,2 1,4 1,1 0,3 1,3 1,4 1,2
SERVICIOS QUIRURGICOS 13,8 13,3 12,3 12,5 13 12,1 133 114 9,2 7,9 11,9
Cirugia general 4,1 4,4 3,8 4 2,9 2,7 3,2 2,6 2,7 2,2 3,2
Urologia 3,1 3,1 2,8 2,5 2,8 2,4 2,9 2,3 2,1 1,7 2,6
Obstetricia 0,9 0,9 1,1 1,5 2,8 2,8 2 2,3 0,2 0 1,5
Neurocirugia 1,4 1,5 1,4 1,5 1,4 0,9 1,2 1,2 1,4 1,4 1,3
Otros 4,3 3,4 3,2 3 3,1 3,3 4 3 2,8 2,6 3,3
SERVICIOS PEDIATRICOS 153 154 14,2 129 121 10,9 98 10,1 9 6,9 11,5
Pediatria 3,4 2,4 2,3 1,7 2 2,6 2 1,9 8,3 6,9 3,4
Neonatologia 2,4 3,2 2,8 3,2 3,2 1,4 1,6 2,1 0,1 0 2
UVI Neonatologia 2,5 2,5 2,5 2,6 2,3 2,1 2 2,1 0,1 0 1,8
Urgencias Pediatricas 7 7,3 6,6 5,4 4,6 4,8 4,2 4 0,5 0 4,3
URGENCIAS GENERALES 0,7 1,3 2,1 33 4,3 39 6,5 15 136 15,2 6,8
CONSULTAS 1,4 2 3,2 3,5 4,1 4 4,3 0 0 0 2,2
OTROS/DESCONOCIDO 2,9 0,6 3 4,7 4,9 4,6 4,3 13,6 54 7,8 5,4
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Figura 23.

Evolucion anual del nimero de HC (n) solicitados por distintos servicios.
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Figura 24. Evolucién anual del nimero de HC (n) en funcién del servicio solicitante.

-Los servicios con mayor nimero de solicitudes se mantuvieron estables a lo largo de los afios
siendo, por este orden, Medicina Intensiva, Medicina Interna, Hematologia, Urgencias
Generales y Digestivo. Urgencias Generales paso a ser el servicio con mas demanda a partir de
2014; los numeros anteriores no son fiables por una limitacion del estudio que explicaremos

posteriormente.

-Se observd un descenso en el porcentaje respecto al total de peticiones de Medicina Intensiva
(se pasa de un 21% a un 13%), Medicina Interna (del 13% a menos del 10%), Cirugia General
(del 4-4,5% al 2,5%) y Urologia (de casi el 3% a menos del 2%), y un aumento de Hematologia
(del 10% al 12,3%), Anestesia (del 1,8% al 3%) y Cardiologia (del 2% al 3,3%). El resto de

servicios se mantuvo en porcentajes aproximadamente estables.
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Objetivo 2: Evaluar el tiempo de procesamiento del hemocultivo.

Mediante los sistemas informaticos Millennium y Gestlab —implantados en junio de 2014- se
monitorizaron los momentos de extraccidn de la muestra y de introduccidn de la misma en el

incubador, lo que nos permitid calcular el tiempo de procesamiento del hemocultivo.

El tiempo medio de procesamiento fue de 286,5 minutos (234,4 minutos los HC positivos y

296,9 minutos los negativos), con una mediana de 90 minutos. En la Tabla 5 y la Figura 25 se
representan el porcentaje de positivos, negativos y contaminaciones en funcién del tiempo
de procesamiento de los hemocultivos (en distintos intervalos de tiempo). En la Figura 26 se
representa la influencia de dicho tiempo de procesamiento en los tiempos de positividad de

microorganismos tipicamente valorables (E.coli) o tipicamente contaminantes (ECN).

Tabla 5. Resultados (y porcentaje) de los HC en funcion del tiempo de procesamiento.
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N2 de HC (%) Tiempo de procesamiento (minutos)
<120 % 120-240 % 240-720 % 720-1080 % >1080 % TOTAL %
TOTALES 4379 58,8 1011 13,6 1412 19 292 3,9 353 4,7 7447 100
Positivos 667 15,2 146 14,4 230 16,3 31 10,6 0 0 1074 14,4
Contaminados 355 8,1 83 8,2 93 6,6 24 8,2 12 3,4 567 7,6
Negativos 3357 76,7 782 77,3 1089 77,1 237 81,2 341 96,6 5806 78
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Figura 25. Porcentaje de HC en funcidn del
resultado y tiempo de procesamiento.
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Figura 26. Tiempo de positividad en funcién del
microorganismo y el tiempo de procesamiento.



-M3s de dos tercios de los hemocultivos (72,4%) se introdujeron en el incubador en menos de

4 horas. Menos del 5% estuvieron mas de 18 horas sin ser introducidos.

-La influencia del tiempo de procesamiento en los resultados comenzé después de 12 horas
(720 minutos). En ese momento, el porcentaje de positivos cayé de manera muy significativa
(p<0,0001); al porcentaje de contaminaciones le ocurrié lo mismo a partir de las 18 horas

(p=0,0022).

-Los tiempos de procesamiento no influyeron en los tiempos de positividad de los
hemocultivos positivos; si lo hicieron en el caso de las contaminaciones y de manera

inversamente proporcional.
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Objetivo 3: Evaluar los resultados y contaminaciones del hemocultivo.

Al ser las contaminaciones parte de la fase preanalitica, estos resultados son analizados en

este apartado, aln sabiendo que se obtuvieron posteriormente, en la fase postanalitica.

1. Resultados globales aino a aio

Se valoraron los resultados de los hemocultivos recibidos a lo largo de los 10 afos; los

numeros totales los podemos ver en la Tabla 6, y los porcentajes en la Figura 27. Los

resultados posibles fueron: negativo, positivo y contaminado.

Tabla 6. Evolucion anual de los resultados de los HC en la década 2007-2016.

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 TOTAL % ‘
HC TOTALES 13390 12716 12928 13670 15180 14388 14674 14449 14350 15638 141383
Negativos 10393 9716 9861 10392 11647 10933 11187 11031 10751 12153 108064 76,4
Positivos 1758 1903 2036 2099 2186 2153 2265 2258 2487 2334 21479 15,2
Contaminados 1239 1097 1031 1179 1347 1302 1222 1160 1112 1151 11840 8,4
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Figura 27. Evolucién anual (%) de los resultados de

los HC en la década 2007-2016.
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-La tasa de positivos se mantuvo

estable a lo largo de los diez afos,

oscilando entre el 13 y el 17%

(promedio del 15,2%).

-El porcentaje de hemocultivos

contaminados sigue una tendencia

levemente descendente (no

significativa) con un maximo en el

primer afio -9,3%- y un minimo en el

ultimo -7,4%- (8,4% de promedio).

-Hubo 11840 contaminaciones

totales. Con una tasa del 3% (el

estandar maximo aconsejado)

habrian sido 4241, 7599

contaminaciones menos.



2. Resultados en funcidn de las variables demograficas (edad, sexo, mes
y Servicio peticionario).
2.1. Resultados globales

Los resultados globales (nimero y porcentaje) se desglosaron en las variables comentadas

(Tabla 7).

Tabla 7. Resultados de los hemocultivos en funcion de la edad, el sexo y el mes.

Negativos % Positivos % Contaminados % TOTAL
HC TOTALES 108064 76,4 21479 15,2 11840 8,4 141383
EDAD
Pediatricos 14932 80,1 2084 11,2 1627 8,7 18643
Adultos 92371 75,9 19247 15,8 10104 8,3 121722
Edad desconocida 761 74,8 148 14,5 109 10,7 1018
SEXO
Hombres 64408 76,6 13031 15,5 6647 7,9 84086
Mujeres 43598 76,2 8436 14,7 5174 9,0 57208
Desconocido 58 65,2 12 13,5 19 21,3 89
MES
Enero 10097 77,8 1740 13,4 1147 8,8 12984
Febrero 9306 77,9 1661 13,9 978 8,2 11945
Marzo 9874 77,6 1815 14,3 1043 8,2 12732
Abril 9242 78,8 1567 13,4 915 7,8 11724
Mayo 9150 76,6 1855 15,5 944 7,9 11949
Junio 8543 76,0 1739 15,5 966 8,6 11248
Julio 8509 75,0 1875 16,5 962 8,5 11346
Agosto 8416 74,4 1956 17,3 942 8,3 11314
Septiembre 8090 74,8 1814 16,8 918 8,5 10822
Octubre 8750 74,4 1994 17,0 1009 8,6 11753
Noviembre 8565 75,8 1721 15,2 1016 9,0 11302
Diciembre 9522 77,7 1742 14,2 995 8,1 12259

-El porcentaje de hemocultivos positivos fue mayor en adultos (15,8%) que en nifios (11,2%)
(p<0,0001). En cambio no se encontraron diferencias significativas en el caso de las

contaminaciones (p=0,0502).

-Respecto al sexo, la tasa de positivos en los hombres fue ligeramente superior a la de las
mujeres. En cambio, las contaminaciones fueron mas frecuentes entre las mujeres (p<0,0001).
Con el objetivo de evaluar si dicha diferencia de contaminaciones era realmente atribuible al

sexo y no al hecho de que los servicios solicitantes podian ser diferentes (por ejemplo,
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Ginecologia y Obstetricia), se evaluaron las diferencias en los servicios de Medicina Interna 'y

Medicina Intensiva, y se confirmaron los resultados anteriores. (Tabla 8).

Tabla 8. Porcentaje de contaminaciones en funcion del sexo en un mismo servicio (afio 2016).

9 9
M.Interna HC Cont:rr:ﬁados M.Intensiva HC Cont:rr:ﬁados
Hombres 864 6,5 Hombres 1392 8,2
Mujeres 588 11,9 Mujeres 652 9,5
TOTAL 1452 8,5 TOTAL 2044 8,6

-En cuanto al mes de solicitud, el porcentaje de positivos fue mayor en los meses de julio a

octubre (entre el 16,5y el 17,3%) (p<0,0001). De diciembre a abril, las tasas fueron las mas

Las contaminaciones en mujeres

fueron significativamente

superiores en los dos servicios

estudiados (p<0,0001).

bajas (entre el 13,4 y el 14,3%). Las contaminaciones no presentaron variacion en funcion del

mes.

2.2. Evolucion anual de los resultados

Se estudiaron estos resultados (en porcentaje) afio a aflo en funcion de las variables

comentadas. Se presentan en la Tabla 9 los datos referidos a edad y sexo. No se presenta la

evolucién estacional al no aportar datos ni variaciones de interés.

Tabla 9. Evolucién anual (%) de los resultados de los HC en funcién de edad y sexo.

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
HEMOCULTIVOS TOTALES 13390 12716 12928 13670 15180 14388 14674 14449 14350 15638
HC TOTALES % positivos 13,1 15,0 15,7 15,4 14,4 15,0 15,4 15,6 17,3 14,9
% contaminados 9,3 8,6 8,0 8,6 8,9 9,0 8,3 8,0 7,7 7,4
% negativos 77,6 76,4 76,3 76,0 76,7 76,0 76,2 76,3 74,9 77,7
EDAD
Adultos % positivos 13,8 16,1 16,5 15,9 14,9 15,5 15,7 16,1 18,3 15,2
% contaminados 8,3 8,9 8,0 8,6 8,8 9,2 8,5 8,0 7,8 7,2
% negativos 77,8 75,0 75,4 75,5 76,3 75,3 75,8 75,9 74,0 77,6
Pediatricos % positivos 9,5 9,9 11,8 12,1 11,6 11,8 13,3 11,3 10,2 10,6
% contaminados 13,9 7,0 7,7 8,6 9,1 7,6 6,7 8,5 7,6 9,8
% negativos 76,6 83,1 80,5 79,3 79,2 80,6 80,0 80,2 82,2 79,6
SEXO
Hombres % positivos 13,4 15,1 15,6 15,8 14,6 15,5 16,2 16,3 17,6 14,8
% contaminados 8,6 8,2 7,2 7,9 8,1 8,5 7,7 7,7 8,0 7,3
% negativos 78,0 76,7 77,2 76,3 77,3 76,0 76,1 75,9 74,5 77,8
Mujeres % positivos 12,8 14,8 16,0 14,8 14,1 14,2 14,4 14,6 16,9 13,0
% contaminados 10,2 9,3 9,1 9,7 10,0 9,9 9,2 8,4 7,4 6,4
% negativos 77,1 75,9 75,0 75,5 76,0 75,9 76,4 77,0 75,6 80,6

-Respecto a los hemocultivos pediatricos, en el afio 2007 la tasa de contaminaciones fue

mucho mas elevada y la de positivos mas baja que en el resto de ainos, en los cuales se

mantuvieron estables. En los adultos, la tasa de positivos se mantuvo estable; la de

contaminaciones fue a la baja desde el afio 2012 (descendiendo de un 9,2% al 7,2% en 2016).
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-A nivel de sexo, el porcentaje de positivos se conservo estable. Las contaminaciones se

redujeron en mujeres desde 2011 (de un 10% a un 6,4% en 2016).

3. Resultados en funcion del servicio solicitante

3.1. Resultados globales

Los resultados globales (en porcentaje) en funcion del servicio los podemos ver en la Tabla 10.

Tabla 10. Resultados de los HC en funcidn del servicio solicitante.

UNIDADES DE CRITICOS

Medicina Intensiva 18608 78,2 3284 13,8 1917 8,1 23809
Anestesiologia 2006 78 380 14,8 185 7,2 2571
SERVICIOS MEDICOS

Medicina Interna 11148 73,5 2561 16,9 1452 9,6 15161
Hematologia 11466 76,2 2625 17,5 948 6,3 15039
Digestivo 6781 71,5 1862 19,6 847 8,9 9490
Nefrologia 3835 73,4 961 18,4 427 8,2 5223
Neumologia 2943 79,8 306 83 440 11,9 3689
Cardiologia 2817 78,4 576 16 200 5,6 3593
Oncologia 2590 77,2 547 16,3 218 6,5 3355
Neurologia 2596 78,1 394 11,8 336 10,1 3326
Ginecologia 895 80,7 103 9,3 111 10 1109

SERVICIOS QUIRURGICOS

Cirugia general 3169 69,8 1008 22,2 362 8 4539
Urologia 2632 72,6 710 19,6 282 7,8 3624
Obstetricia 1693 82 159 7,7 213 10,3 2065
Neurocirugia 1497 79,5 170 9 216 11,5 1883

SERVICIOS PEDIATRICOS

Pediatria 3425 81 454 10,7 352 8,3 4231
Neonatologia 2047 74,2 381 13,8 330 12 2758
UVI de Neonatologia 1698 65,3 624 24 278 10,7 2600
Urgencias Pediatricas 5467 89,5 151 2,5 491 8 6109
URGENCIAS GENERALES 7186 74,4 1405 14,5 1070 11,1 9661
CONSULTAS 2668 84,3 349 11 148 4,7 3165
TOTAL 108064 76,4 21479 15,2 11840 8,4 141383

74



-Los servicios que tuvieron las tasas de positividad mas elevadas fueron la UVI de Neonatologia

(24%), Cirugia General (22,2%), Digestivo y Urologia (19,6%) y Nefrologia (18,4%).

-Urgencias de Pediatria ocupd el ultimo lugar, con Unicamente un 2,5% de hemocultivos
positivos. También por debajo del 10% estuvieron Neurocirugia, Neumologia, Obstetricia y

Ginecologia.

-A nivel de contaminaciones, las mas elevadas correspondieron, en este orden, a
Neonatologia, Neumologia, Neurocirugia, Urgencias Generales, UVI de Neonatologia,
Obstetricia y Neurologia, todos por encima del 10%. Respecto a los servicios con mayor
numero de peticiones, presentaron los siguientes porcentajes de contaminacion en orden
decreciente: Urgencias Generales (11,1%), Medicina Interna (9,6%), Digestivo (8,9%), Medicina

Intensiva (8,1%) y Hematologia (6,3%).

-Ningun servicio consiguid estar por debajo del 3% considerado como estadndar maximo de
calidad en porcentaje de contaminaciones. Los servicios mas cercanos fueron Cardiologia,

Hematologia y Oncologia (5,6%, 6,3% y 6,5% respectivamente).
3.2. Evolucion anual de los resultados

3.2.1. Resultados positivos

Se observaron variaciones anuales pero no tendencias en todos los servicios solicitantes (datos
totales no presentados) excepto en el Servicio de Cirugia General en el cual se aprecié una
significativa tendencia ascendente (del 15% al 30% de positividad); en la Figura 28 podemos

ver su evolucidn junto a la de los tres servicios con mayor nimero de peticiones.
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Figura 28. Evolucion anual (%) de los HC positivos en Medicina Intensiva,
Hematologia, Medicina Interna y Cirugia General.
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3.2.2. Contaminaciones

La evolucidon anual (en porcentaje) de las mismas la podemos ver en la Tabla 11.

Tabla 11. Evolucion anual del porcentaje de HC contaminados en funcidn del servicio.

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

HEMOCULTIVOS TOTALES 13390 12716 12928 13670 15180 14388 14674 14449 14350 15638
% % % % % % % % % %

UNIDADES DE CRITICOS
Medicina Intensiva 6,3 10,3 6,6 7 8,4 9 8,8 8,8 7,9 8,6
Anestesiologia 5,3 8,1 8,1 8,7 8,9 7,8 9 7,5 5,5 5,4
SERVICIOS MEDICOS
Medicina Interna 11,9 9,9 10,5 11,1 9,4 11,8 10,1 4,6 7 8,5
Hematologia 7,9 7,3 7,0 6,4 7,3 8,6 8,1 4,8 3,4 6,2
Digestivo 11,0 9,1 8,7 10,3 9,4 10,5 10,7 51 6,0 8,1
Nefrologia 8,5 6,8 8,7 9,4 6,6 8,5 4,5 8,0 6,3 6,8
Neumologia 5,4 4,1 9,6 10,9 14,0 12,6 10,4 5,9 12,4 10,3
Cardiologia 6,1 3,6 3,0 4,7 4,8 4,2 4,9 8,6 7,8 6,4
Oncologia 7,1 5,2 11,2 5,1 6,2 5,9 6,5 6,3 6,3 5,3
Neurologia 10,6 9,8 11,3 12,2 9,9 10,2 8,4 7,8 11,3 9,4
Ginecologia 12,2 14,3 10,7 13,2 11,9 6,7 11,9 9,9 8,5 9,2
SERVICIOS QUIRURGICOS
Cirugia general 6,8 7,8 7,7 8,0 10,8 9,4 8,2 5,6 11,4 8,7
Urologia 5,7 7,3 5,3 6,4 7,0 7,7 7,1 6,6 2,9 5,8
Obstetricia 13,6 12,2 14,6 15,2 8,7 9,8 7,5 7,8
Neurocirugia 12,3 20,6 13,1 12,6 7,6 8,8 14,5 7,8 10,9 6,8
SERVICIOS PEDIATRICOS
Pediatria 11,6 8,5 4,0 6,0 7,3 6,2 8,0 4,8 8,5 6,9
Neonatologia 18,6 10,7 13,8 12,6 12,9 11,9 13,2 9,1
UVI de Neonatologia 17,1 8,6 8,3 11,2 9,3 8,0 57 15,4
Urgencias Pediatricas 13,8 5,7 6,9 7,1 8,6 8,3 5,9 6,2
URGENCIAS GENERALES 13,5 10,4 13,5 12,2 11,1 12,8 11,8 11,6 11,5 11,9

Graficos de control

Para estudiar con mayor detalle las contaminaciones por servicios a lo largo del tiempo, hemos
realizado graficos de control, que representaron el porcentaje de hemocultivos contaminados
por trimestre (40 trimestres o puntos de control en total) y permitieron monitorizar las
contaminaciones y detectar tendencias de forma estadistica. Los realizamos para todos los
servicios; aqui sdlo presentamos aquellos con mayor nimero de solicitudes (Medicina
Intensiva, Medicina Interna, Hematologia y Digestivo) y Urgencias Generales a partir de 2010
(anteriormente el nimero de muestras era muy bajo, por las limitaciones que comentaremos

posteriormente).

En las graficas: CL: linea control; UCL: linea de control superior; LCL: linea de control inferior.

76



Medicina Intensiva

% de HC contaminados

Q" N D ¥ & NG
Y > 3% > \ ¥ >
D S M S S
Afio-trimestre

% de HC contaminados

Medicina Interna

25,00 -

20,00

15,00

10,00

5,00

Afo-trimestre
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Figura 33. Grafico de control de Digestivo.
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Figura 32. Grafico de control de Urg. Generales.

-En Medicina Interna, Hematologia y
Digestivo hubo un descenso notable
en el numero de contaminaciones
con el cambio de hospital (afio

2014).

-En Medicina Intensiva y Urgencias
Generales se mantuvieron estables

a lo largo de los 10 afios.



Para el resto de servicios, no presentes en los graficos de control, en general se apreciaron
oscilaciones pero no tendencias claras con el paso de los afios. Excepciones fueron Neumologia
desde el afio 2008 (ascendente), y Obstetricia y Ginecologia (descendentes). Todos los
servicios pediatricos presentaron porcentajes mucho mas elevados en 2007, como ya

comentamos previamente.

4. Microorganismos contaminantes

4.1. Microorganismos totales aio a ailo

En la Tabla 12 se observa el numero y porcentaje de hemocultivos contaminados por los

distintos microorganismos y el nimero de contaminaciones simples y mixtas.

Tabla 12. Evolucién anual del nimero de contaminaciones en funcién del microorganismo.

Ao y nimero de HC contaminados

Microorganismos contaminantes

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 TOTAL‘

Estafilococos coagulasa negativa 1014 979 941 1091 1244 1201 1165 1055 1013 1148 10851
% 81,8 892 913 925 924 922 953 909 91,1 99,7 91,6
Estreptococos grupo viridans 64 39 37 45 50 50 44 50 58 68 505
% 5,2 3,6 3,6 3,8 3,7 3,8 3,6 4,3 5,2 5,9 4,3
Corynebacterium spp. 47 70 52 53 49 49 30 46 49 37 482
% 3,8 6,4 5 4,5 3,6 3,8 2,5 4 4,4 3,2 4,1
Propionibacterium spp. 103 36 12 18 22 28 21 26 29 37 332
% 8,3 3,3 1,2 1,5 1,6 2,2 1,7 2,2 2,6 3,2 2,8
Micrococcus spp. 8 14 11 14 20 12 8 10 9 16 122
% 0,6 1,3 1,1 1,2 1,5 0,9 0,7 0,9 0,8 1,4 1
Clostridium spp. 12 12 7 13 10 7 10 11 11 10 103
% 1 1,1 0,7 1,1 0,7 0,5 0,8 0,9 1 0,9 0,9
Bacillus spp. 20 0 6 11 14 10 7 10 12 10 100
% 1,6 0 0,6 0,9 1 0,8 0,6 0,9 1,1 0,9 0,8
Lactobacillus spp. 2 0 3 0 0 0 0 2 2 5 14
% 0,2 0 0,3 0 0 0 0 0,2 0,2 0,4 0,1
OTROS 8 10 8 9 11 10 6 10 10 8 90
% 0,6 0,9 0,8 0,8 0,8 0,8 0,5 0,9 0,9 0,7 0,8
TOTAL MICROORGANISMOS 1278 1160 1077 1254 1420 1367 1291 1220 1193 1339 12599
Contaminaciones simples 1200 1034 985 1104 1274 1237 1153 1100 1031 963 11081
Contaminaciones mixtas 39 63 46 75 73 65 69 60 81 188 759
% contaminaciones mixtas 3,1 5,7 4,5 6,4 5,4 5 5,6 5,2 7,3 16,3 6,4
CONTAMINACIONES TOTALES 1239 1097 1031 1179 1347 1302 1222 1160 1112 1151 11840
% HC CONTAMINADOS 9,3 8,6 8 8,6 8,9 9 8,3 8 7,7 7,4 8,4
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-Los microorganismos responsables de un mayor nimero de contaminaciones son los ECN, que
estuvieron presentes en el 91,6% del total de las mismas. Los siguientes fueron, por este

orden, EGV, Corynebacterium spp. y Propionibacterium spp.

-Las contaminaciones por cada microorganismo no mostraron tendencias a lo largo de los

anos; excepcion fue Propionibacterium spp. en el primer afio del estudio.

-El nimero de contaminaciones mixtas experimentd un incremento acusado en el afio 2016

(p<0,0001).

4.2. Analisis del significado clinico de los organismos contaminantes

Hemos analizado la significacidn clinica de las bacteriemias ocasionadas por estos

microorganismos utilizando los criterios microbioldgicos previamente expuestos (Tabla 13).

Tabla 13. Porcentaje de bacteriemias verdaderas en funcién del microorganismo.

Bacteriemias |

MICROORGANISMO Aislamientos
verdaderas

Estafilococos coagulasa negativa 14792 3941 26,6
Estreptococos grupo viridans 955 436 45,7
Corynebacterium spp. 585 72 12,3
Propionibacterium spp. 399 39 9,8
Clostridium spp. 156 51 32,7
Micrococcus spp. 146 15 10,3
Bacillus spp. 120 13 10,8
Lactobacillus spp. 12 4 33,3

-Los aislamientos de estafilococos coagulasa negativa Unicamente representaron bacteriemias

verdaderas en una cuarta parte de los casos.

-En el caso de los estreptococos del grupo viridans esto ocurrié en practicamente la mitad de
los casos, por un tercio de los aislamientos de Clostridium spp. y alrededor de Unicamente el

10% para el resto de contaminantes habituales.
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Objetivo 4: Analizar las posibles mejoras aportadas por la introduccion de

nuevos sistemas de incubadores.

Analizamos el numero de falsos positivos que presentaron los incubadores; es decir, en
cuantas ocasiones hubo indicacidn de cultivo positivo sin verificarse posteriormente (por
tincién o subcultivo a medio sélido). Se hizo comparando las tasas de falsos positivos del

incubador antiguo (BACTEC™ 9240; afio 2013) y el nuevo (BACTEC™ FX; afio 2016) (Tabla 14):

Tabla 14. Porcentaje de falsos positivos
de los distintos incubadores.

El nuevo incubador supuso un
BACTEC™ 9240 BACTEC™ FX ‘

gran avance en este sentido, al
Botellas positivas 5308 4893

reducir el nimero de falsos
Verdaderos positivos 4807 4843

positivos de manera muy
Falsos positivos 501 50

significativa (p<0.0001).
% falsos positivos 9,4 1
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Objetivo 5: Analizar el tiempo de positividad de los microorganismos y su

utilidad como herramienta predictiva y diagndstica.

1. Estudios por incubador y tipo de botella

Se evaluaron los tiempos de positividad de los distintos microorganismos a lo largo del afio
2013 (incubador BACTEC™ 9240) y 2016 (incubador BACTEC™ FX). La comparacién de ambos

incubadores en funcién del microorganismo se puede ver en la Figura 34.

-Incubador BACTEC™ 9240 (afio 2013): se estudio el tiempo de incubacion de 2901 botellas
positivas con infeccion simple (1542 botellas aerobias y 1359 anaerobias) (Tabla 15). El tiempo
promedio de positividad fue de 23,3 horas (botellas aerdbicas 22 horas y anaerdbicas 24,6
horas). Las botellas consideradas como contaminacion fueron significativamente mas lentas

(30,3 horas) que los verdaderos positivos (20,1 horas) (p <0,0001).

Tabla 15. Tiempos de positividad de distintos microorganismos (Incubador BACTEC™ 9240).

t medio Botellas t medio Botellas t medio
positividad AE positividad AE AN positividad AN
(horas) Positivas (horas) Positivas (horas)

TOTAL HC
POSITIVOS

Microorganismo

VERDADEROS POSITIVOS

GRAM POSITIVOS

S.epidermidis 169 23,1 149 22,8 152 23,4
S.aureus 160 17,3 141 15,2 151 19,4
Enterococcus spp. 44 11,6 39 11,8 37 11,4
S.pneumoniae 16 12,2 14 13,3 11 11
S.agalactiae 9 8,1 8 8,3 9 7,9
S.pyogenes 4 6,4 4 5,8 3 7

GRAM NEGATIVOS

E.coli 243 13,9 213 13,8 218 13,9
K.pneumoniae 44 15,3 38 17,3 38 13,3
P.aeruginosa 71 30,5 71 24,3 11 70,8
A.baumannii 5 9,8 5 9,8 0

Bacteroides spp. 8 64,1 0 8 64,1
HONGOS

C.albicans 25 57,7 25 57,7 0

C.parapsilosis 15 32,4 15 32,4 0

CONTAMINANTES

ECN 569 29,9 412 28,2 352 31,8
EGV 12 25,6 9 27,4 7 23
Corynebacterium spp. 18 48,2 17 48,2 0
Propionibacterium spp. 15 114 0 15 114

K.pneumoniae: Klebsiella pneumoniae; A.baumannii: Acinetobacter baumannii.
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-Incubador BACTEC™ FX (afio 2016): se estudio el tiempo de incubacidn de 2513 botellas
positivas con infeccion simple (1356 botellas aerobias y 1157 anaerobias). El tiempo promedio
de positividad fue de 26,5 horas (botellas aerdbicas 26 horas y anaerdbicas 27 horas). Los
considerados contaminantes fueron mas lentos (32,8 horas) que los verdaderos positivos (23,8

horas) (p <0,0001). Resultados en la Tabla 16.

Tabla 16. Tiempos de positividad de distintos microorganismos (Incubador BACTEC™ FX).

TOTAL e Botellas AE il Botellas AN t '.'n.Edlo
positividad AN

Positivas positividad AE Positivas

Microorganismo HEMOCULTIVOS positividad
POSITIVOS (horas) (horas) (horas)

VERDADEROS POSITIVOS

GRAM POSITIVOS

S.epidermidis 156 26,8 129 27,8 133 25,7
S.aureus 94 16,6 85 17,6 74 15,3
Enterococcus spp. 54 14,5 47 16,9 41 11,8
S.pneumoniae 24 11,2 22 11,3 22 11,1
S.agalactiae 12 10,8 8 11,6 9 10,2
S.pyogenes 3 11 2 10,3 3 11,5

GRAM NEGATIVOS

E.coli 247 12,3 198 14,4 215 10,5
K. pneumoniae 62 14,5 54 16,1 53 12,9
P.aeruginosa 35 20,3 35 19,3 7 25
A.baumannii 9 21,2 9 11,1 2 66,9
Bacteroides spp. 6 27,2 0 6 27,2
HONGOS

C.albicans 6 53,3 6 53,3 0

C.parapsilosis 3 57,8 3 57,8 0

CONTAMINANTES

ECN 504 31 353 29,4 313 33

EGV 22 17,6 11 15,6 18 18,8
Corynebacterium spp. 11 55,7 11 55,1 4 57,4
Propionibacterium spp. 14 107,6 1 117,6 14 106,9
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Figura 34. Tiempo de positividad de distintos microorganismos en funcion del incubador.
*: significativo.

Combinando estos 2 estudios podemos apreciar:

-El incubador nuevo no fue mas rapido que el viejo; fue incluso unas tres horas de media mas
lento (26 frente 23) e independientemente del tipo de botella (p<0,0001). A nivel de
microorganismos esto se vio reflejado principalmente para S.epidermidis, no asi para el resto

de microorganismos valorables.

-En los microorganismos facultativos el crecimiento en términos absolutos (positivo/negativo)
fue similar en funcién de la botella; sin embargo, las botellas anaerobias fueron ligeramente

mas rapidas que las aerobias (un promedio de 2 horas) en BACTEC™ FX.

-La diferencia de tiempo de positividad entre los microorganismos considerados
contaminantes y los considerados como verdaderos positivos fue muy significativa
independientemente del tipo de incubador (entre 9 y 10 horas: 20-23 frente a 30-33) (p
<0,0001). Cifiéndonos a los ECN, los valorados como contaminantes presentaron un tiempo de
positividad significativamente mayor que los verdaderos positivos (ECN 29,9-31 horas;

S.epidermidis 23,1-26,8 horas) (p <0,0001).

-Los microorganismos que mostraron una velocidad de crecimiento hasta la positividad mas
rapida fueron S.pyogenes (6,4-11 horas en funcién del incubador), S.agalactiae (8,1-10,8

horas), S.pneumoniae (12,2-11,2 horas) y Enterococcus spp. (11,6-14,5 horas).

-Respecto a los microorganismos valorables aislados en mayor nimero, sus tiempos de

positividad fueron los siguientes: E.coli (13,9 -12,3 horas), S.epidermidis (23,1-26,8 horas),
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S.aureus (160, 17,3-16,6 horas) K.pneumoniae (15,3-14,5 horas) y P.aeruginosa (24,3-19,3

horas, contabilizando sdlo las botellas aerobias).

-Las especies de Candida fueron mas lentas (alrededor de 50 horas), con una diferencia
importante (p <0,0001) entre C.albicans (57,7 horas) y C.parapsilosis (32,4 horas) segun
BACTEC™ 9240, que no se ve reflejada en BACTEC™ FX.

-El resto de microorganismos contaminantes presentaron tiempos de positividad muy altos
(Corynebacterium spp. por encima de 48 horas, Propionibacterium spp. por encima de 100

horas).

2. Algoritmo diagnéstico: (Gram + tiempo de positividad)

Se relaciond la tincién de Gram del hemocultivo positivo con los tiempos de positividad y el

microorganismo identificado posteriormente. Lo realizamos teniendo en cuenta Unicamente

la primera botella positiva de cada tanda de hemocultivos (Tabla 17). El estudio se llevo a

cabo durante 2 afios (2015-2016), para BACTEC™ FX.
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Tabla 17. Microorganismos en funcion del tiempo de positividad y la tincion de Gram.

TIPO DE MICROORGANISMO L - i e
110 777 632 155 38 11 11 1734
Valorables 81 183 114 28 2 2 1 411
S.epidermidis 8 79 55 18 1 1 162
S.aureus 62 37 17 3 1 1 121
Otros ECN valorables 11 65 42 7 1 126
Otros 2 2
Contaminantes 29 594 518 127 36 9 10 1323
ECN 29 594 505 120 33 7 9 1297
Micrococcus spp. 11 7 3 2 1 24
Otros 2 2
105 78 80 9 2 1 2 277
Valorables 100 56 49 4 1 1 1 212
Enterococcus spp. 33 15 11 1 60
S.pneumoniae 27 10 1 1 45
S.agalactiae 18 4 5 1 28
S.pyogenes 3 2 1 6
EGV valorables 18 26 13 1 58
Otros 1 5 8 1 15
Contaminantes 5 22 31 5 1 1 65
EGV 5 22 31 3 1 1 63
Otros 2 2
6 20 18 14 18 23 18 117
Valorables 2 10 3 1 16
Listeria monocytogenes 2 1 9
Otros 4 2 1 7
Contaminantes 4 10 15 13 18 23 18 101
Corynebacterium spp. 3 11 10 7 2 3 36
Propionibacterium spp. 2 9 21 14 46
Otros 4 7 4 1 2 1 19
|Bacilos gram negativos 334 143 100 20 8 2 2 609
E.coli 193 44 36 4 2 279
K.pneumoniae 49 7 9 65
Otras enterobacterias 70 47 24 1 1 2 145
P.aeruginosa 11 30 14 3 2 1 61
A.baumannii 8 2 3 13
Otros BGN-NF 1 2 5 1 9
Bacteroides spp. 7 3 3 1 14
Fusobacterium spp. 2 3 2 7
Otros 2 4 4 5 1 16
C.albicans 5 4 1 10
C.parapsilosis 1 2 2 1 1 7
Otros 2 2 4
TOTAL 556 1022 839 202 67 38 34 2758
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En las Figuras 35, 36 y 37 se puede ver, en funcion de los resultados de la Tabla 9, la relacion
entre tiempo de positividad y los porcentajes de que se trate de un microorganismo concreto,

para las morfologias y tinciones de interés.
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W S.pneumoniae
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Figura 35. Cocos gram positivos en grupos. Figura 36. Cocos gram positivos en cadenas.
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Figura 37. Bacilos gram negativos.

* Teniendo en cuenta que es la primera botella positiva de cada episodio clinico

(habitualmente 4):

-Las bacteriemias valorables se detectaron en funcidn del tiempo de la siguiente manera (1269

bacteriemias valorables): en 12 horas el 40,8%, el 24 horas el 72% y en 48 horas el 93,7%.

-Los microorganismos que crecieron antes de 12 horas fueron casi siempre valorables
(518/556, 93,2%), frente al resto de tramos de tiempo: 12-24 horas (396/1022, 38,7%), 24-48
horas (275/839, 32,8%), 48-72 horas (57/202, 28,2%), 72-96 horas (12/67, 17,9%), 96-120
horas (6/38, 15,8%), >120 horas (5/34, 14,7%); para un total de botellas positivas valorables
del 46% (1269/2758).

-Para los cocos gram positivos en grupos, si fueron positivos antes de 12 horas, la probabilidad

de ser valorable fue de un 73,6% (56,4% de que sea un S.aureus). Si el positivo fue posterior,
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sélo fue valorable en un 20,3% de los casos y la probabilidad de que fuera un S.aureus baja a

un 3,6%, independientemente de la franja de tiempo concreta.

-Los cocos gram positivos en cadenas fueron valorables mayoritariamente (76,5% de los
casos). En el caso de las primeras 12 horas, son valorables en un 95,2%. Los estreptococos [3-
hemoliticos (S.agalactiae y S.pyogenes) y el S.pneumoniae crecieron principalmente en las 12

primeras horas (60,8%).

-Los bacilos gram positivos sélo fueron valorables en el 13,7% de los casos. En las primeras 24

horas, este porcentaje ascendi6 al 46,2%.

-Los bacilos gram negativos, valorables en principio por definicion, fueron positivos en sélo 12
horas en un 54,8% de los casos, en 24 horas en un 78,3% y en 48 horas en un 94,7%.
Especificamente las enterobacterias fueron positivas en las primeras 12 horas en un 63,8% de
los casos, mientras que los bacilos gram negativos no fermentadores sélo en un 24,1%. Ante
un bacilo gram negativo en las primeras 12 horas de incubacién, hubo un 57,8% de
probabilidades de que fuera un E.coli, un 35,6% de que fuera otra enterobacteria y un 6% de
que fuera un BGN-NF. A partir de las 48 horas, |la probabilidad de que fuera otro tipo de bacilo

respecto a los comentados es del 46,9% (en las primeras 48 horas es del 3,8%).

-Las levaduras crecieron en todas las franjas de tiempo, principalmente entre las 12 y las 72
horas (81%). C.parapsilosis crecié mas rapido que C.albicans, pero la casuistica fue muy

reducida para sacar mas conclusiones.

-Para los microorganismos facultativos las botellas anaerobias fueron mas rapidas: las
enterobacterias fueron positivas en 12 horas en el 49,3% de los casos en aerobiosis y en el
62,5% en anaerobiosis; un 31,3% y un 48,4% para S.aureus; y un 44,5% y un 50% para los

enterococos (resultados no presentados).
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Objetivo 6: Evaluar la fiabilidad e impacto de MALDI-TOF MS en los flujos

de trabajo y el tiempo de respuesta.

1. Concordancia global de la identificacion de MALDI-TOF MS

Después de la instalacion y puesta a punto de MALDI-TOF MS se compard su identificacién con

la identificacidn bioquimica tradicional (Microscan®) y se recurrié a la identificacion gendmica

en aquellos casos de discrepancia. Los resultados se pueden ver en la Figura 38.
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Gram negativos ~ Gram positivos TOTAL

Figura 38. Identificacion: MALDI-TOF MS frente a
Microscan®.
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Se encontraron nueve discrepancias;
todas ellas se resolvieron a favor de
MALDI-TOF mediante la secuenciacion del
ARNr 16S. La Unica discrepancia de
género fue una identificacion errénea de
Enterobacter agglomerans en vez de
Pantoea dispersa (cuestion taxonémica,
E.agglomerans pasé a ser Pantoea
agglomerans), mientras que las
discrepancias a nivel de especie fueron

estafilococos (7/8) y un enterococo.



2. Fiabilidad de la identificacion de MALDI-TOF MS en 3-4 horas

Se evaluod la fiabilidad de MALDI-TOF MS utilizando microorganismos crecidos durante 3-4
horas (Figura 39). La comparacion se realizé respecto a MALDI-TOF MS a las 24 horas
(identificacion definitiva). El total de microorganismos analizados fue de 332 (257 gram
negativos y 75 gram positivos). Identificacion posible se considerd cuando se alcanzaron los

puntos de corte en los “scores” comentados en material y métodos.

350

332 321 321

310

300
B TOTAL MICROORGANISMOS

257 250 250 47
250 -

M Identificacion posible

200 A

1 Género correcto

150 - B Especie correcta

100

75 71 71 5

50 A

Gram negativos Gram positivos TOTAL

Figura 39. Identificacion por MALDI-TOF MS con 3-4 horas de incubacién.

En la mayoria de los casos la identificacion fue posible (96,7%), y la fiabilidad a nivel de
género fue del 100% (321/321), y a nivel de especie del 96,6% (310/321); esta Gltima mds
elevada en el caso de los gram negativos (98,8% frente al 88,7%). A nivel de especie las

discrepancias fueron en el género Staphylococcus.
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Obijetivo 7: Evaluar la fiabilidad e impacto de los antibiogramas rapidos a

partir de hemocultivo positivo.

Se analizaron un total de 183 cepas (75 gram positivas, 108 gram negativas). En cada
antibiograma de gram positivos se evaluaron 7 antibioticos; 14 para los gram negativos. Los
resultados referidos al antibiograma completo de una cepa concreta, respecto a los resultados

finales ofrecidos por Microscan®, los podemos ver en la Tabla 18.

Tabla 18. Lectura del antibiograma disco-placa a las 3-4 horas. Discrepancias en funcion del tipo de
microorganismo.

Resultado

(%) Conc?:/d)anma Discrepancia (%)
(]

. . . Lectura posible
Tipo de microorganismo

Errores muy Errores Errores
graves graves leves
Gram positivo 75 12 (16%) 11 (91,7%) 1(8,3%) 0 0
Gram negativo 108 78 (72,2%) 48 (61,5%) 6 (7,7%) 12 (15,4%) 12 (15,4%)
TOTAL 183 90 (49,2%) 59 (65,6%) 7 (7,8%) 12 (13,3%) 12 (13,3%)

-Sélo se pudo realizar la lectura de los antibiogramas preliminares en el 49,2% de los casos;
con mayor éxito en el caso de gram negativos (72,2%) que de gram positivos (16%) (p<0.0001).
Los bacilos gram negativos no fermentadores (BGN-NF) de manera mas dificil (8/14, 57,1%)
que las enterobacterias (70/94, 74,5%). Respecto a los gram positivos, el antibiograma de
S.aureus es mucho mas facil de leer (6/8, 75%) que los de los ECN (6/23, 26,1%), enterococos

(0/18), estreptococos (0/20) y otros microorganismos (0/6).

-Cuando la interpretacién fue posible. la concordancia fue total en el 65,6% de los casos, con
un 34,4% de error por antibiograma completo (7,8% de errores muy graves, 13,3% de errores

graves y leves), muy similar para gram positivos y negativos.

-La concordancia global por antibidtico fue del 96,7% (1137/1176), con un 98,8% para gram
positivos (83/84 antibidticos correctos), y un 96,5% (1054/1092) para gram negativos.
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Obijetivo 8: Evaluar RAPIDEC® CARBA NP como método diagndstico rapido

de deteccidn de carbapenemasas.

149 botellas positivas fueron testadas después de cuatro horas de su cultivo para verificar la
produccién de carbapenemasas mediante CARBA NP. Otros 19 hemocultivos se inocularon
artificialmente con microorganismos productores de carbapenemasas y se testaron también
por dicho método. Los resultados se verificaron posteriormente de manera definitiva a las 24

horas. Los resultados se pueden ver en la Tabla 19:

Tabla 19. Microorganismos productores de carbapenemasas

CARBA NP presenté una
y detectados por CARBA NP. P

sensibilidad del 96,5 % y una

HC HCinoculados TOTAL especificidad del 100% en la

Microorganismos totales 149 19 168 -

deteccién de carbapenemasas
Productores de carbapenemasas 10 19 29 i 5

después de sélo 4 horas de
Detectadas por CARBA NP 9 19 28

incubacion del microorganismo.
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Objetivo 9: Conocer la etiologia de las bacteriemias y su evolucion a lo

largo de la década a estudio.

1. Etiologia global de las bacteriemias

Teniendo en cuenta los datos poblacionales del drea sanitaria IV del Principado de Asturias, a
la que da cobertura este hospital, y los obtenidos en este estudio, la incidencia de la
bacteriemia se movié de manera ascendente entre los 346,4 (afio 2008, primero del que se

tienen datos) y los 374,4 casos (afio 2016) por 100000 habitantes.

Se estudié la etiologia de las mismas globalmente, afio a afio, en funcidn de las variables
demograficas conocidas y del Servicio peticionario. La relacién entre hemocultivo (datos
presentados hasta ahora) y bacteriemia estd en el hecho de que habitualmente, para cada
episodio clinico o sospecha de bacteriemia, se extrajeron dos hemocultivos para poblacién

adulta y un hemocultivo para poblacién pediatrica.

En la Figura 40 vemos los nimeros totales en funcion del tipo de microorganismo. Para los
microorganismos mas frecuentes los resultados, en porcentaje anual respecto al total de
bacteriemias y nimero total, los podemos ver en la Tabla 20, y la evolucién numérica anual
en las Figuras 41 y 42. Para el resto de microorganismos el nimero total en la Tabla 21. Dentro
de los estafilococos coagulasa negativa, en la Tabla 22 presentamos los nimeros, totales y aiio

a afio, de los ECN responsables de bacteriemia.
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Figura 40. Evolucidn anual de las bacteriemias (n) de gram positivos,
gram negativos y hongos.

92



Tabla 20. Microorganismos causantes de bacteriemias por aiio. Porcentaje respecto al total de

bacteriemias.

Microorganismo 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 TOTAL %
GRAM POSITIVOS 64,00 719% 663% 66,6% 67,9% 657% 651% 58,1% 53,9% 52,1% 7242 62,9%
S. epidermidis 23,5%  25,0% 23,0% 21,6% 23,2% 22,4% 22,6% 19,4% 16,0% 14,8% 2418 21,0%
Otros ECN 9,3% 17,1% 15,0% 151% 16,8% 15,6% 14,6% 9,1% 11,6% 8,9% 1523 13,2%
S. aureus 11,5% 12,2% 10,8% 11,2%  11,5% 8,9% 11,3%  11,2% 8,6% 9,8% 1228 10,7%
E. faecalis 5,2% 5,5% 3,6% 4,9% 4,8% 5,2% 5,6% 5,3% 4,8% 4,1% 566 4,9%
EGV valorables 5,2% 4,4% 4,6% 4,6% 3,8% 4,6% 2,7% 3,8% 1,4% 3,4% 436 3,8%
S. pneumoniae 3,8% 2,9% 3,7% 4,9% 3,5% 2,9% 2,5% 1,5% 3,4% 2,4% 359 3,1%
E. faecium 2,8% 2,7% 3,0% 2,3% 2,4% 4,1% 2,9% 2,7% 3,2% 3,6% 343 3,0%
S. agalactiae 0,6% 0,4% 0,6% 1,0% 0,8% 0,5% 1,0% 0,8% 0,7% 1,1% 87 0,8%
Listeria spp. 0,8% 0,5% 0,5% 0,2% 0,3% 0,1% 0,5% 0,2% 0,2% 0,5% 41 0,4%
S. pyogenes 0,3% 0,5% 0,4% 0,3% 0,3% 0,3% 0,4% 0,4% 0,2% 0,3% 40 0,3%
Otros gram positivos 0,9% 0,7% 1,2% 0,6% 0,5% 1,0% 1,1% 3,6% 3,8% 3,2% 201 1,7%
GRAM NEGATIVOS 46,9% 40,1% 44,8% 46,2% 44,7% 46,0% 44,4% 54,7% 552% 60,2% 5603  48,6%
E. coli 21,3% 18,4% 22,5% 22,5% 19,1% 192% 20,1% 18,4% 21,3% 24,1% 2382 20,7%
P. aeruginosa 6,7% 5,3% 5,5% 6,5% 7,8% 8,1% 7,3% 4,7% 5,2% 5,3% 717 6,2%
K. pneumoniae 3,1% 3,1% 3,3% 6,9% 6,4% 5,4% 5,3% 7,9% 5,2% 8,2% 644 5,6%
E. cloacae 2,5% 2,6% 1,6% 1,7% 2,8% 1,7% 2,0% 1,4% 2,2% 3,7% 255 2,2%
A. baumannii 1,3% 1,6% 1,5% 1,0% 1,2% 1,4% 1,6% 2,6% 2,4% 0,5% 174 1,5%
P. mirabilis 1,9% 1,6% 1,4% 1,1% 1,4% 1,5% 0,8% 1,4% 0,9% 1,9% 157 1,4%
S. marcescens 2,1% 0,7% 0,9% 0,8% 0,9% 1,0% 1,4% 1,5% 1,3% 1,6% 140 1,2%
K. oxytoca 1,5% 1,6% 1,4% 1,0% 1,5% 1,1% 1,5% 0,9% 0,9% 0,9% 138 1,2%
Bacteroides spp. 1,6% 1,8% 0,9% 1,6% 1,1% 1,4% 0,9% 0,9% 0,6% 0,8% 131 1,1%
Salmonella spp. 0,8% 0,6% 0,5% 0,5% 0,6% 0,3% 0,1% 0,5% 0,2% 0,5% 53 0,5%
Fusobacterium spp. 0,6% 0,1% 0,4% 0,2% 0,1% 0,3% 0,3% 0,4% 0,2% 0,5% 34 0,3%
S. maltophilia 0,2% 0,5% 0,2% 0,2% 0,1% 0,9% 0,1% 0,3% 0,2% 0,2% 32 0,3%
Otros gram negativos 3,4% 2,2% 4,6% 2,2% 1,8% 3,8% 3,1% 14,0% 14,7% 12,1% 746 6,5%
ANAEROBIOS 2,4% 2,2% 1,9% 2,2% 1,7% 2,1% 1,8% 2% 1,4% 1,8% 202 1,8%
HONGOS 2,1% 1,0% 1,7% 2,1% 1,6% 2,4% 2,2% 1,6% 2% 2,4% 218 1,9%
Candida spp. 2,0% 0,8% 1,4% 2,1% 1,4% 2,2% 2,0% 1,5% 1,8% 2,3% 202 1,8%
Otros hongos 0,1% 0,2% 0,3% 0,0% 0,2% 0,2% 0,2% 0,1% 0,2% 0,1% 16 0,1%
BACTERIEMIAS MIXTAS  10,2%  10,1% 9,9% 10,8%  10,0% 9,9% 8,8% 11,5% 8,6% 11,2% 1167 10,1%
TOTAL BACTERIEMIAS 960 1030 1108 1120 1165 1156 1222 1318 1203 1239 11521
:2?:_2;:1?\:'?5 5239 5002 5097 5311 5908 5593 5777 5640 5562 6227 55356
SOSPECHAS 18,3% 20,6% 21,7% 21,1% 19,7% 20,7% 21,2% 23,4% 21,6% 19,9%  20,8%

CONFIRMADAS

E.faecalis: Enterococcus faecalis; E.faecium: Enterococcus faecium; E.cloacae: Enterobacter cloacae;

P.mirabilis: Proteus mirabilis; S.marcescens: Serratia marcescens;

K.oxytoca: Klebsiella oxytoca; S.maltophilia: Stenotrophomonas maltophilia.
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Tabla 21. Microorganismos causantes de bacteriemia ausentes en la Tabla 18. En negrita
los géneros con especies representadas en la Tabla 18. Cifras totales de los 10 afios (n).

Gram positivos

n

Gram negativos

Gram negativos

n Gram negativos

Enterococcus spp. 58 Enterobacterias BGN-NF OTROS BGN
Estreptococos R-hemoliticos 28 Enterobacter spp. 142 Pseudomonas spp. 49 Haemophilus spp. 32
Gemella spp. 20 Morganella morganii 78 Acinetobacter spp. 42 Prevotella spp. 20
Lactococcus spp. 20 Citrobacter spp. 72 Burkholderia cepacia complex 31 Campylobacter spp. 18
Actinomyces spp. 14 Proteus spp. 34 Chryseobacterium spp. 14 Neisseria meningitidis 16
Granulicatella spp. 10 Providencia spp. 32 Alcaligenes spp. 7 Aeromonas spp. 14
Aerococcus spp. 9 Hafnia alvei 17 Achromobacter spp. 6 Neisseria spp. 10
Abiotrophia defectiva 9 Pantoea spp. 10 Elizabethkingia meningoseptica 5 Capnocytophaga spp. 9
Brevibacterium spp. 4 Serratia spp. 10 Brevundimonas spp. 3 Moraxella spp. 9
Leuconostoc spp. 6 Raoultella spp. 8 Empedobacter brevis 3 Aggregatibacter spp. 8
Parvimonas spp. 4 Escherichia spp. 6 Flavobacterium spp. 3 Veillonella spp. 8
Rothia spp. 4 Kluyvera ascorbata 4 Ralstonia spp. 3 Pasteurella spp. 5
Arcanobacterium spp. 2 Yersinia spp. 3 Shewanella spp. 3 Eikenella corrodens 2
. . . " . Dialister
Bifidobacterium spp. 3 Shigella flexneri 1 Sphingomonas spp. 3 pneumosintes 1
Eggerthella lenta 2 Tatumella ptyseos 1 Roseomonas spp. 2 Leptotrichia trevisanii 1
Finegoldia magna 2 Weeksella virosa 1
Dermacoccus nishinomiyaensis 1 Cryptococcus neoformans 6
Eubacterium lentum 1 Rhodotorula spp. 3
Facklamia hominis 1 Fusarium spp. 2
Streptomyces spp. 1 Scedosporium spp. 2
Aspergillus fumigatus 1
Exserohilum rostratum 1
Histoplasma capsulatum 1
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Figura 41. Evolucién del nimero anual de
bacteriemias (n) por microorganismo (1).

Figura 42. Evolucién del nimero anual de
bacteriemias (n) por microorganismo (ll).
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Tabla 22. Bacteriemias valorables por estafilococos coagulasa negativa.

ESPECIE 2007 2008 2009 2010 2011 2012 ‘ 2013 2014 2015 2016 TOTAL
S. epidermidis 226 258 255 242 270 259 276 256 193 183 2418
S. hominis 49 87 81 87 97 91 97 69 74 68 800
S. haemolyticus 8 34 36 38 53 43 38 24 25 17 316
S. capitis 15 17 21 21 18 17 21 16 24 20 190
S. simulans 4 11 5 5 7 9 5 3 3 1 53
S. warneri 5 13 3 7 3 7 5 4 6 0 53
S. lugdunensis 3 6 6 3 8 6 6 2 2 1 43
S. auricularis 2 2 6 1 3 3 2 1 1 0 21
S. schleiferi 1 1 2 2 4 0 1 1 0 1 13
S. intermedius 0 1 0 2 1 2 3 0 0 1 10
S. saprophyticus 1 1 1 2 1 1 0 0 1 0 8
S. cohnii 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 6
S. sciuri 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 3
S. hyicus 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 2
S. saccharolyticus 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2
S. xylosus 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 2
S. pettenkoferi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
TOTAL otros ECN 89 176 166 169 196 180 178 120 139 110 1523
TOTAL ECN 315 434 421 411 466 439 454 376 332 293 3941

-Las bacterias gram positivas fueron predominantes respecto a las gram negativas. En total,
hubo 7242 microorganismos gram positivos implicados y 5603 gram negativos, por 218

fungemias.

-A partir del afio 2014 se produjo un notable descenso de las bacteriemias por gram positivos,

coincidiendo con un ascenso de los gram negativos.

-S.epidermidis y E.coli fueron los microorganismos que originaron un mayor nimero de
bacteriemias. S.epidermidis fue menos frecuente en los ultimos afios del estudio, coincidiendo

con el resto de ECN valorables y con el ascenso de E.coli.

-Destaca el aumento de las bacteriemias por K.pneumoniae a largo de estos 10 afios (del 3,1%
al 8,2% del total). Aumento mas discreto pero importante de E.cloacae, coincidiendo con el

descenso hasta casi desaparecer de A.baumannii.

-E.faecalis fue mas frecuente que E.faecium (566 bacteriemias totales frente a 343); a partir de

2014 las diferencias se redujeron de manera importante hasta la actualidad.

-El porcentaje de bacteriemias por S.aureus y P.aeruginosa se mantuvo constante a lo largo de

los afios.
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-Las fungemias se mantuvieron constantes, sin oscilaciones apreciables.

-Las bacteriemias ocasionadas por los microorganismos agrupados en “Otros” aumentaron del

4,4% al 15,4% del total en el ultimo afio.

-El nimero de bacteriemias confirmadas referido al total de sospechas se mantuvo estable, en

cifras aproximadas al 20%.

-Ademas de S.epidermidis, se aislaron otras dieciséis especies de estafilococos coagulasa
negativa responsables de bacteriemia a lo largo de estos diez afios, siendo Staphylococcus

hominis el aislado con mayor frecuencia.

Por otra parte, también relacionamos los microorganismos mas frecuentes con el nimero de
hemocultivos en las que aparecen (Tabla 23). Sélo se tuvieron en cuenta aquellos casos en los

que se recibieron 2 hemocultivos por episodio clinico.

Tabla 23. % de HCs positivos por bacteriemia en funciéon -S.epidermidis deberia presentar un valor
del microorganismo causal (afio 2016). de 2 (para ser valorable deberia aislarse en
Microorganismo  Bacteriemias | N° de HC POSITIVOS (%) los dos hemocultivos); fue valorado como

1 % 2 % verdadero en otros tres casos.
A. baumannii 5 1 20 4 80
E. cloacae 44 13 295 31 705 -De las bacterias estudiadas, las gram
E. faecalis 41 11 26,8 30 732 negativas (especialmente E.coli)
E. faecium 44 27 614 17 386 presentaron ambos hemocultivos positivos
E. coli 289 32 11,1 257 88,9 .
con mayor frecuencia que las gram

K. pneumoniae 98 37 378 61 62,2

- positivas (78,6% frente a 61,5%)
P. aeruginosa 63 24 38,1 39 61,9
S. aureus 108 34 315 74 685 (p<0,0001).
S. epidermidis 154 3 1,9 151 98,1

X -S.pneumoniae, y, sobre todo E.faecium,

S. pneumoniae 28 13 46,4 15 53,6

presentaron los 2 hemocultivos positivos
con una frecuencia mucho mas baja que los

demas microorganismos (p<0,0001).
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2. Etiologia en funcidn de la edad

Se estudiaron las bacteriemias totales en funcion de la edad de los pacientes (Tabla 24), y su
porcentaje respecto al total para cada rango de edad (Figura 43). Se realizé una divisién por
edades basada en <14 (edad pediatrica), 15-65, y >65 afios. Se analizaron los niUmeros totales y
afo a afo. La evolucién temporal se presenta para los afios 1, 4, 7 y 10 del estudio (Tabla 25),
con el objetivo de poder valorar posibles tendencias. Se estudié respecto a las 10 especies de

microorganismos mas frecuentes (descartando ECN diferentes a S.epidermidis).

Tabla 24. Etiologia de las bacteriemias en funcién del rango de edad.

MICROORGANISMO EDAD (afios)

<14 % 15-65 % >65 % TOTAL %

S. epidermidis 385 31,6 970 20,1 1063 19,4 2418 20,7
E. coli 147 12,1 897 18,6 1338 24,5 2382 20,7
S. aureus 118 9,7 550 11,4 560 10,2 1228 10,7
P. aeruginosa 37 3,0 307 6,4 373 6,8 717 6,2
K. pneumoniae 81 6,7 280 5,8 283 5,2 644 5,6
E. faecalis 120 9,9 201 4,2 245 4,5 566 4,9
S. pneumoniae 55 4,5 144 3,0 160 2,9 359 3,1
E. faecium 8 0,7 221 4,6 114 2,1 343 3,0
E. cloacae 41 3,4 105 2,2 109 2,0 255 2,2
A. baumannii 0 0,0 90 19 84 1,5 174 1,5
OTROS 225 18,5 1068 22,1 1142 20,9 2435 21,1
TOTAL BACTERIEMIAS 1217 10,6 4833 41,9 5471 47,5 11521

SOSPECHAS DE BACTERIEMIA 10103 18,3 23121 41,8 22132 40,0 55356

SOSPECHAS CONFIRMADAS 12,0% 20,9% 24,7% 20,8%

m<=14
W 15-65
m>65

Figura 43. Porcentaje de bacteriemias por microorganismo en funcién de la edad.
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-Las bacteriemias fueron mas frecuentes a medida que aumenta la edad (hay mas bacteriemias

en mayores de 65 afios que en todo el rango de 15 a 65 afios) (p<0,0001).

-Esto se confirma también referido a las sospechas diagndsticas confirmadas: en edad

pediatrica la tasa fue significativamente inferior, siendo la mas alta la de los >65 afios.

-S.epidermidis fue claramente el patdgeno mas frecuente en los menores de 15 afios; mas

importante que en las demas edades de manera significativa (p<0,0001).

-E.coli destacd en mayores de 65 afos. Se relaciond con el incremento de la edad (p<0,0001).

-K.pneumoniae estuvo presente en todos los rangos de edad, y al revés que E.coli, disminuyd

discretamente con la edad pero no de manera significativa (p=0,0906).

-S.aureus se relaciond ligeramente con el rango de edad intermedio (p=0,033).

-E.faecalis estuvo mucho mas presente en la poblacidn pediatrica (p<0,0001), mientras que

E.faecium lo fue, de manera muy significativa (p<0,0001), en el rango de 15 a 65 afios.

-A.baumanniiy P.aeruginosa fueron practicamente inexistentes en poblacién pediatrica

(p<0,0001), al contrario que E.cloacae y S.pneumoniae (p<0,0001).

Tabla 25. Evolucion de la etiologia de las bacteriemias en funcion del rango de edad.

2007 | 2010 2013 2016 |

MICROORGANISMO | TOTAL <14 15-65 >65 | TOTAL <14 15-65 >65|TOTAL <14 15-65 >65 |TOTAL <14 15-65 >65
A. baumannii 12 0 7 5 11 0 6 5 19 0 11 8 6 0 2 4

E. cloacae 24 7 9 8 19 5 9 5 24 0 14 10 46 2 19 25
E. faecalis 50 5 20 25 55 18 20 17 69 14 24 31 51 10 15 26
E. faecium 27 1 20 6 26 0 20 6 35 0 16 19 45 1 25 19
E. coli 204 16 89 99 252 19 93 140 | 246 10 99 137 298 9 87 202
K. pneumoniae 30 4 15 11 77 19 33 25 65 5 30 30 101 3 39 59
P. aeruginosa 64 7 29 28 73 0 34 39 89 2 50 37 66 3 24 39
S. aureus 110 5 55 50 125 15 55 55 138 8 55 75 121 13 50 58
S. epidermidis 226 34 92 100 242 39 98 105 | 276 57 127 92 183 29 70 84
S. pneumoniae 36 4 16 16 55 13 20 22 31 5 10 16 30 2 12 16
OTROS 177 20 80 77 185 24 80 81 230 25 100 105 292 25 125 142
TOTAL 960 103 432 425 | 1120 152 468 500 | 1222 126 536 560 | 1239 97 468 674

-En la evolucion a lo largo de los 10 afios, destaca el incremento de K.pneumoniae en mayores

de 65 anos y en menores de 14 afios en el afio 2010, consecuencia de un brote en

Neonatologia.
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3. Etiologia en funcidn del sexo

Se estudiaron las bacteriemias totales en funcion del sexo de los pacientes, y su porcentaje
respecto al total. Se analizé globalmente (Tabla 26), y afio a afio, aunque los resultados se

presentan para los afios 1, 4, 7 y 10 del estudio (Tabla 27).

Tabla 26. Etiologia de las bacteriemias en funcion del sexo. *: significativo.

MICROORGANISMO SEXO
H % M % TOTAL %

S. epidermidis 1316 18,9 1102 24,2 2418 20,7
E. coli 1332 19,1 1050 23,0 2382 20,7
S. aureus 889 12,8 339 7,4 1228 10,7
P. aeruginosa 494 7,1 223 4,9 717 6,2
K. pneumoniae 393 5,6 251 5,5 644 5,6
E. faecalis 384 5,5 182 4,0 566 4,9
S. pneumoniae 222 3,2 137 3,0 359 3,1
E. faecium 240 3,4 103 2,3 343 3,0
E. cloacae 187 2,7 68 1,5 255 2,2
A. baumannii 125 1,8 49 1,1 174 1,5
OTROS 1380 19,8 1055 23,1 2435 21,1
TOTAL BACTERIEMIAS 6962 60,4 4559 39,6 11521
SOSPECHAS DE BACTERIEMIA 32424 58,6 22932 41,4 55356
SOSPECHAS CONFIRMADAS 21,5% 19,9% 20,8%

-Las bacteriemias fueron significativamente mas frecuentes en hombres (6962 frente a
4559, practicamente un 53% mas) (p<0,0001), siendo asi a lo largo de los 10 afios de
estudio (Figura 44). También en los hombres hubo un mayor porcentaje de

bacteriemias confirmadas.

- En las mujeres, S.epidermidis y E.coli tuvieron mayor peso en el numero total de
bacteriemias (p<0,0001), mientras que en los varones ocurrié con S.aureus -con un
12,8% frente a un 7,4%-, P.aeruginosa, E.cloacae (todo ello p<0,0001), E.faeciumy
E.faecalis (p=0,0002), y A.baumannii (p=0,0019). Para K.pneumoniae y S.pneumoniae

no se hallaron diferencias (p>0,05).
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Tabla 27. Evolucion de la etiologia de las bacteriemias en funcién del sexo.

2007 201 2013 2016

MICROORGANISMO | TOTAL H M | TOTAL H M | TOTAL H M | TOTAL H M

A. baumannii 12 10 2 11 9 2 19 15 4 6 2 4

E. cloacae 24 19 5 19 13 6 24 20 4 46 31 15
E. faecalis 50 29 21 55 39 16 69 50 19 51 34 17
E. faecium 27 18 9 26 18 8 35 20 15 45 37 8

E. coli 204 118 86 252 132 120 246 146 100 298 162 136
K. pneumoniae 30 14 16 77 44 33 65 44 21 101 67 34
P. aeruginosa 64 43 21 73 49 24 89 58 31 66 51 15
S. aureus 110 74 36 125 94 31 138 96 42 121 93 28
S. epidermidis 226 122 104 242 132 110 276 144 132 183 105 78
S. pneumoniae 36 24 12 55 31 24 31 19 12 30 20 10
OTROS 177 117 60 185 115 70 230 140 90 292 180 112
TOTAL 960 588 372 1120 676 444 1222 752 470 1239 782 457

-Respecto a la evolucion temporal, destacé el incremento de K.pneumoniae (p<0,0001) en los

hombres. Los porcentajes se pueden ver en la Figura 44.
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Figura 44. Evolucion del porcentaje de bacteriemias en funcién del sexo (TOTAL -n1- y K.pneumoniae -
n2- ). *: significativo.
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4. Etiologia en funcion del mes de solicitud

Se estudiaron las bacteriemias totales por microorganismo y su porcentaje respecto al total en

funcion del mes de solicitud (Tabla 28). Se analizé afio a afio pero se presentan los porcentajes

totales de cada mes al no encontrarse diferencias significativas por afios.

Tabla 28. Etiologia de las bacteriemias en funcién del mes de solicitud. Porcentaje respecto al total.

MICROORGANISMO

Enero  Febrero Marzo  Abril Mayo  Junio Julio  Agosto Septiembre Octubre Noviembre Diciembre TOTAL
% % % % % % % % % % % % %

S. epidermidis 23,1 19,1 19,2 28,7 21,7 17,3 20,6 24,6 20 19,7 16,9 20,8 21
E. coli 18 18,9 18,4 19,8 22,8 23,9 22,8 20,9 21,4 24,4 20,2 16,6 20,7
S. aureus 7,9 9,8 15,6 7,4 13 8,8 12,8 12,8 9,2 10,4 11,1 8,9 10,7
P. aeruginosa 7 6,9 4,4 5,2 4,6 8,4 6,8 5 6,7 8,7 4,8 5,9 6,2
E. faecalis 5,2 4,7 7 4 4,2 2,9 3,5 3,3 6,1 5,4 4,1 7,9 4,9
K. pneumoniae 55 6,5 53 3,4 3,2 7,5 5,5 7,8 8,1 3,7 53 4,9 5,6
E. faecium 3,6 2,9 2,8 2,7 0,9 3,1 2,8 2,4 2,4 3 5,9 3,5 3
S. pneumoniae 4,6 3,7 4,2 3,3 3,7 1,9 0,5 2 1,2 2,1 5,4 51 31
E. cloacae 2,3 1,4 1 2 2,3 1,9 2,6 2,5 3,7 2,5 1,5 2,5 2,2
A. baumannii 0,3 3,7 1,4 1,1 1,7 0,6 1 1 1,2 1,2 2,5 2,3 1,5
OTROS 22,4 22,3 20,5 22,3 21,9 23,6 21 17,8 20,3 18,6 22,3 21,5 21,1
TOTAL BACTERIEMIAS 974 938 959 901 895 883 956 1008 1006 1084 921 997 11521
SOSPECHAS DE
BACTERIEMIA 5118 4728 5036 4666 4698 4362 4374 4331 4229 4661 4340 4813 55356
SOSPECHAS 19,00% 19,80% 19,00% 19,30% 19,10% 20,20% 21,90% 23,30% 23,80% 23,30% 21,20% 20,70% 20,8

CONFIRMADAS

-Se observoé estacionalidad para E.coli (mayor frecuencia de mayo a octubre) y S.pneumoniae

(menor de junio a octubre) (p<0,0001). Se representan en la Figura 45 junto con S.epidermidis
y S.aureus. Para el resto de microorganismos se apreciaron oscilaciones pero no tendencias de

varios meses consecutivos..
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Figura 45. Variacién mensual de las bacteriemias (n) por algunos microorganismos.
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5. Etiologia en funcidn del servicio peticionario

Se estudiaron las bacteriemias totales en funcidn del servicio solicitante, presentandose

aquellos servicios con un nimero total de peticiones global superior a 5000, ademas de otros

tres que no llegaron a dicha cifra: Cirugia General y Urologia por ser los Servicios Quirurgicos

con mas peticiones y la UVI de Neonatologia (Tabla 29).

Tabla 29. Etiologia de las bacteriemias en funcién del servicio solicitante (total de los 10 aiios).

Servicio Microorganismo Servicio Microorganismo Servicio Microorganismo n
::'::;::: S. epidermidis 339 | Nefrologia S.aureus 96 | Hematologia S. epidermidis 301
P. aeruginosa 172 E. coli 91 E. coli 195
E. coli 160 S. epidermidis 81 P. aeruginosa 103
S. aureus 148 K. pneumoniae 31 E. faecium 77
K. pneumoniae 83 E. faecalis 15 S. aureus 49
A. baumannii 82 P. aeruginosa 14 K. pneumoniae 47
E. faecalis 82 E. faecium 10 E. faecalis 46
E. cloacae 55 E. cloacae 7 E. cloacae 28
E. faecium 45 S. pneumoniae 5 S. pneumoniae 23
S. pneumoniae 26 A. baumannii 3 A. baumannii 8
OTROS 449 OTROS 135 OTROS 417
TOTAL 1641 TOTAL 488 TOTAL 1294
m:;':;na E. coli 326 Digestivo E. coli 331 | Urologia E. coli 136
S. epidermidis 178 S. epidermidis 102 P. aeruginosa 50
S. aureus 167 E. faecium 68 S. epidermidis 26
S. pneumoniae 68 K. pneumoniae 66 K. pneumoniae 17
K. pneumoniae 53 S. aureus 64 E. faecalis 16
P. aeruginosa 48 P. aeruginosa 43 E. cloacae 9
E. faecalis 43 E. faecalis 30 S. aureus 8
E. cloacae 10 E. cloacae 22 E. faecium 4
E. faecium 8 S. pneumoniae 12 A. baumannii 1
A. baumannii 2 A. baumannii 5 S. pneumoniae 0
OTROS 429 OTROS 222 OTROS 93
TOTAL 1332 TOTAL 965 TOTAL 360
Cirugia E. coli 120 Urgencias E. coli 194 | Urgencias S. pneumoniae 29
General Generales de Pediatria
S. epidermidis 99 S. epidermidis 52 S. epidermidis 29
S. aureus 27 S. aureus 51 S. aureus 21
K. pneumoniae 26 S. pneumoniae 42 E. coli 21
E. faecalis 24 K. pneumoniae 30 E. faecalis 15
P. aeruginosa 23 P. aeruginosa 29 K. pneumoniae 2
E. faecium 19 E. faecalis 17 E. cloacae 0
E. cloacae 11 E. faecium 8 P. aeruginosa 0
A. baumannii 7 E. cloacae 6 A. baumannii 0
S. pneumoniae 4 A. baumannii 1 E. faecium 0
OTROS 161 OTROS 336 OTROS 34
TOTAL 521 TOTAL 756 TOTAL 151
UVI de Neonatologia S. epidermidis 186 P. aeruginosa 12
E. coli 54 E. faecium 3
K. pneumoniae 49 S. pneumoniae 1
E. faecalis 37 A. baumannii 0
E. cloacae 24 OTROS 197
S. aureus 23 TOTAL 586
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-S.epidermidis fue, con mucha diferencia, el microorganismo mas frecuente en Medicina

Intensiva, Hematologia y UVI de Neonatologia.

En el resto de servicios, excepto Nefrologia (S.aureus) y Urgencias de Pediatria (S.pneumoniae

junto con S.epidermidis), E.coli fue el microorganismo que produjo mayor nimero de

bacteriemias.

- P.aeruginosa destacé en Medicina Intensiva, Hematologia y Urologia.

-A.baumannii estuvo presente mayoritariamente en Medicina Intensiva.

-Respecto a la relacién entre E.faecalis y E.faecium, E.faecalis fue mas frecuente en todos los

servicios, excepto en Hematologia y Digestivo.

La evolucion temporal se analizé afio a afo. Los resultados se presentan paralos afios 1,4, 7y

10, de 4 de los 5 servicios con mayor numero de peticiones (en Urgencias Generales no

pudimos valorar la evolucion de los primeros afos) y para aquellos microorganismos con un

numero total de bacteriemias de 100 como minimo (Tabla 30).

Tabla 30. Evolucion de la etiologia de las bacteriemias en funcidn del servicio solicitante.

Servicio Microorganismo 2007 % 2010 % 2013 % 2016 %

uvi S. epidermidis 40 19,9 35 23,5 40 22,5 27 19,1
P. aeruginosa 21 10,4 26 17,4 28 15,7 11 7,8
E. coli 24 11,9 22 14,8 24 13,5 13 9,2
S. aureus 19 9,5 13 8,7 28 15,7 14 9,9
TOTAL 201 149 178 141

Hematologia S. epidermidis 15 13,9 36 34,3 40 33,3 36 24,3
E. coli 20 18,5 26 24,8 16 13,3 18 12,2
P.aeruginosa 10 9,3 5 4,8 11 9,2 15 10,1
TOTAL 108 105 120 148

M. Interna E. coli 29 19,1 45 30,4 40 31,3 25 20,5
S. epidermidis 33 21,7 28 18,9 10 7,8 14 11,5
S. aureus 12 7,9 19 12,8 18 14,1 15 12,3
TOTAL 152 148 128 122

Digestivo E. coli 29 34,1 36 35,3 34 40,5 43 41,3
S. epidermidis 15 17,6 13 12,7 7 8,3 4 3,8
TOTAL 85 102 84 104

-El nimero de bacteriemias por S.epidermidis evolucionaron con los afios: aumentaron en

Hematologia y disminuyeron en M.Interna y Digestivo. En el resto de casos hubo variaciones

puntuales, pero no tendencias claras ascendentes o descendentes.

103




Objetivo 10: Estudiar los patrones de resistencia de dichos

microorganismos y su evolucion a lo largo de los 10 afios.

1. Evolucion de las resistencias por microorganismo

Se compararon las tasas de sensibilidad (aunque en el texto hablaremos basicamente de
resistencias) de los 10 microorganismos ya comentados previamente (5 gram positivos y 5
gram negativos) viendo su evolucidn a lo largo de los 10 afios de estudio. Se examinaron todos
los antibidticos, pero se presentan aquellos con especial utilidad clinica, representativos de
una familia de antibidticos, o donde se produjeron tendencias a lo largo de los afios, omitiendo
el resto (incluidos aquellos a los que el microorganismo en cuestidn presenta resistencia
intrinseca y aquellos que no estuvieron presentes en los 10 afios completos del estudio). Lo

podemos ver en las siguientes figuras:
1.1. Microorganismos gram negativos

Figuras 46 y 47. Evolucién de las sensibilidades de E.coli (n total=2382).
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Figura 46. Porcentaje de cepas de E.coli Figura 47. Porcentaje de cepas de E.coli
sensibles a distintos antimicrobianos (1). sensibles a distintos antimicrobianos (l1).
A/C: amoxicilina-acido-clavulanico. SXT: cotrimoxazol.

Pip/Tazobactam: piperacilina/tazobactam.

Se incrementaron las resistencias a cefalosporinas de 32 generacién (cefotaxima) —en base a las
cepas productoras de BLEEs-, pasando de un 5% de las cepas a un 20% a lo largo del estudio. No se
han objetivado apenas cepas productoras de carbapenemasas. Las sensibilidades se mantuvieron

relativamente estables para el resto de antimicrobianos.
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Figuras 48 y 49. Evolucion de las sensibilidades de K.pneumoniae (n total=644):
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Figura 48. Porcentaje de cepas de K.pneumoniae
sensibles a distintos antimicrobianos (1).

A/C: amoxicilina-acido-clavulanico.
Pip/Tazobactam: piperacilina/tazobactam.

Figura 49. Porcentaje de cepas de K.pneumoniae
sensibles a distintos antimicrobianos (I1).
SXT: cotrimoxazol.

Significativo aumento de las resistencias. Inicialmente las tasas de BLEEs (resistencia a

cefalosporinas de 32 generacion) estaban en un 10-20% de las cepas pero a partir de 2011 se

situaron en el 40%. Asimismo, hasta ese afio, no existian cepas productoras de carbapenemasas.

En la actualidad el porcentaje de éstas es del 15% aproximadamente. También se objetiva una

disminucion de la sensibilidad para cotrimoxazol, ciprofloxacino y aminoglucésidos de un 20/30%.

Figuras 50 y 51. Evolucién de las sensibilidades de E.cloacae (n total=255):
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Figura 50. Porcentaje de cepas de E.cloacae
sensibles a distintos antimicrobianos (1).
Pip/Tazobactam: piperacilina/tazobactam.

Figura 51. Porcentaje de cepas de E.cloacae
sensibles a distintos antimicrobianos (lI1).
SXT: cotrimoxazol.

Inicialmente, la resistencia a cefalosporinas de 32 generacién rondaba el 20%, y al resto de

antibidticos era casi uniformemente sensible. En la actualidad practicamente el 50% son

resistentes a cefalosporinas de 32 generacidn y hasta un 10% de las cepas son productoras de

carbapenemasas. La resistencia a la mayoria del resto de antibiéticos también ha aumentado.
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Figuras 52 y 53. Evolucién de las sensibilidades de P.aeruginosa (n total=717):
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Figura 52. Porcentaje de cepas de P.aeruginosa
sensibles a distintos antimicrobianos (1).

Figura 53. Porcentaje de cepas de P.aeruginosa
sensibles a distintos antimicrobianos (I1).
Pip/Tazobactam: piperacilina/tazobactam.

Las tasas de resistencia se han mantenido o incrementado para todos los antibiéticos, destacando

que las cepas resistentes a carbapenemes han pasado de ser un 10% a casi un 50%. Colistina

mantiene un buen perfil de sensibilidad.

Figuras 54 y 55. Evolucién de las sensibilidades de A.baumannii (n total=174):
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Figura 54. Porcentaje de cepas de A.baumannii
sensibles a distintos antimicrobianos (1).

Figura 55. Porcentaje de cepas de A.baumannii
sensibles a distintos antimicrobianos (I1).
Pip/Tazobactam: piperacilina/tazobactam.

Las tasas de sensibilidad fueron estables a lo largo de los diez afios del estudio. Ya presentaba unas

tasas de resistencia muy elevadas inicialmente, con sensibilidad Unicamente a colistina y asi se

mantuvieron con el tiempo.
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1.2. Microorganismos gram positivos

Figuras 56 y 57. Evolucion de las sensibilidades de S.aureus (n total=1228):
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Figura 56. Porcentaje de cepas de S.aureus
sensibles a distintos antimicrobianos (1).

Figura 57. Porcentaje de cepas de S.aureus
sensibles a distintos antimicrobianos (11).
SXT: cotrimoxazol.

Las tasas de resistencia se han mantenido bastante estables a lo largo de estos diez afios, con

resistencia a oxacilina en el 30% de las cepas, sensibilidad a penicilina en el 10%, sin resistencia

apenas a cotrimoxazol y con tasas de resistencia a levofloxacino y aminoglucésidos del 20-30%.

Figuras 58 y 59. Evolucion de las sensibilidades de S.epidermidis (n total=2418):
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Figura 58. Porcentaje de cepas de S.epidermidis
sensibles a distintos antimicrobianos (1).

Figura 59. Porcentaje de cepas de S.epidermidis
sensibles a distintos antimicrobianos (I1). SXT:
cotrimoxazol.

Las tasas de sensibilidad han disminuido ligeramente. Presentd una gran resistencia a la mayoria

de antimicrobianos de uso clinico: aminoglucésidos (60-70%), levofloxacino (60-70%) y

cotrimoxazol (incrementdndose notoriamente hasta el 50%) . El porcentaje de cepas sensibles a

oxacilina fue del 20%, mientras que la sensibilidad a penicilina practicamente no existio. Respecto

al linezolid, se ha pasado de una sensibilidad practicamente uniforme a llegar el Gltimo afio a una

tasa de resistencia del 15%.
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Figuras 60 y 61. Evolucidn de las sensibilidades de E.faecalis (n total=566):
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Figura 60. Porcentaje de cepas de E.faecalis
sensibles a distintos antimicrobianos (1).

Figura 61. Porcentaje de cepas de E.faecalis
sensibles a distintos antimicrobianos (l1).

Figuras 62 y 63. Evolucion de las sensibilidades de E.faecium (n total=343):
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Figura 62. Porcentaje de cepas de E.faecium
sensibles a distintos antimicrobianos (1).

Figura 63. Porcentaje de cepas de E.faecium
sensibles a distintos antimicrobianos (l1).

Para los enterococos no se han incrementado las resistencias; al contrario, la resistencia a

aminoglucésidos de alto nivel ha disminuido. Para el resto de antibidticos se ha mantenido

estable. En los ultimos afios han empezado a aparecer resistencias a linezolid.
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Figuras 64 y 65. Evolucidn de las sensibilidades de S.pneumoniae (n total=359):
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Figura 64. Porcentaje de cepas de S.pneumoniae

sensibles a distintos antimicrobianos (1).
A/C: amoxicilina/acido clavulanico.

Figura 65. Porcentaje de cepas de S.pneumoniae
sensibles a distintos antimicrobianos (11).
SXT: cotrimoxazol.

Se ha producido un aumento de la sensibilidad a penicilina pasando de tener un 30% de cepas

resistentes a practicamente ninguna en la actualidad. Al resto de antimicrobianos de uso clinico

presenté bastante sensibilidad, y sin cambios a lo largo de los afios.
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2. Evolucidn de las resistencias (microorganismo y servicio)

Estudiamos la variacidn de los patrones de resistencia de los 10 microorganismos mas
frecuentes en funcién del servicio en el que se hubieron aislado. Se considerd un minimo de 15
aislados por Servicio y aio, lo que ocurre en casos limitados. Por tanto, aqui reflejamos los
resultados del primer y Ultimo afio de aquellos Servicios y microorganismos con un nimero
total de bacteriemias de 150 el total de la década de estudio.

Tabla 31. Evolucion de las sensibilidades en Medicina Intensiva: S.epidermidis (n=339),
P.aeruginosa (n=172) y E.coli (n=160).

S. epidermidis %S P. aeruginosa %S E. coli %S

Afio 2007 2016 2007 2016 2007 2016
n 40 27 21 11 24 13

Penicilina 8,8 4 Ciprofloxacino 77,8 63 Ampicilina 27,3 38,5
Oxacilina 14,7 8 Tobramicina 88,9 72 A/C 72,7 53,9
Levofloxacino 23,5 12 Amikacina 88,9 90 Ciprofloxacino 54,5 69,2
SXT 41,2 20 Imipenem 88,9 72 SXT 63,6 76,9
Gentamicina 32,4 16 Ceftazidima 55,6 81 Gentamicina 95,5 100
Eritromicina 32,4 16 Cefepime 66,7 72 Imipenem 100 100
Clindamicina 38,2 24 Pip/Tazobactam 83,3 72 Cefotaxima 90,9 84,6
Rifampicina 94,1 60 Colistina 100 100 Pip/Tazobactam 86,4 100
Vancomicina 100 100

Linezolid 100 64

-S.epidermidis sufrié un gran incremento de resistencias, superior al reflejado en los resultados
globales. E.coli experimentd un incremento de resistencias con aparicion de cepas productoras de
BLEE. Para K.pneumoniae las tasas de produccion de BLEEs se dispararon hasta el 50% en los afos
finales del estudio y se produjo la aparicidon de cepas productoras de carbapenemasas. También para

P.aeruginosa se produjo un aumento significativo de la resistencia a carbapenemes.

Tabla 32. Evolucidn de las sensibilidades en Hematologia: S.epidermidis (n=301) y E.coli (n=195).

S. epidermidis %S E. coli %S ) o
2007 2016 2007 2016 Se produjo una disminucion
n 15 36 20 18 de las sensibilidades, de
Penicilina 0 4,4 Ampicilina 20 9 d d E.coli
manera moderada en £.coll
Oxacilina 20 18,8 A/C 80 68,2 !
Levofloxacino 46,7 26,1  Ciprofloxacino 65 50 y mas acusada en
SXT 80 24,6 SXT 45 31,8 . ..
S.epidermidis (excepto
Gentamicina 66,7 31,9 Gentamicina 90 100
Eritromicina 33,3 18,8  Imipenem 100 100 betalactamicos), con
Clindamicina 53,3 44,9  Cefotaxima 100 90,9 aparicién de resistencias a
Rifampicina 93,3 75,4 Pip/Tazobactam 90 90,9
Vancomicina 100 100 linezolid.
Linezolid 100 85,5
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Tabla 33. Evolucion de las sensibilidades en Medicina Interna: E.coli (n=326),
S.epidermidis (n=178) y S.aureus (n=167).

E.coli %S S.epidermidis %S S.aureus %S
Afo 2007 2016 2007 2016 2007 2016
n 29 25 n 33 14 n 12 15
Ampicilina 31,0 20,0 Penicilina 0,0 7,1 Penicilina 8,3 13,3
A/C 72,4 64,0 Oxacilina 24,2 35,7 Oxacilina 58,3 53,3
Ciprofloxacino 65,5 48,0 Levofloxacino 30,3 35,7 Levofloxacino 66,7 40,0
SXT 65,5 72,0  SXT 72,7 64,3 SXT 100,0 100,0
Gentamicina 93,1 84,0 Gentamicina 36,4 42,9 Gentamicina 83,3 93,3
Imipenem 100,0 100,0  Eritromicina 42,4 35,7 Eritromicina 75,0 73,3
Cefotaxima 96,6 80,0 Clindamicina 51,5 85,7 Clindamicina 83,3 93,3
Pip/Tazobactam 96,6 92,0 Rifampicina 84,8 92,9 Rifampicina 100,0 100,0
Vancomicina 100,0 100,0 Vancomicina 100,0 100,0
Linezolid 100,0 92,9 Linezolid 100,0 100,0

Se siguieron los patrones generales ya comentados. El porcentaje de S.aureus resistente a oxacilina se

mantuvo cercano al 50% de las cepas, superior a los nimeros globales.

Tabla 34. Evolucion de las sensibilidades en Digestivo: E.coli (n=331). Urgencias Generales: E.coli
(n=194). UVI de Neonatologia: S.epidermidis (n=186).

Digestivo Urgencias Generales UVI Neonatologia

E.coli S.epidermidis
2010 2016 2010 2016 2007 2013
n 29 43 n 11 71 n 16 34
Ampicilina 44,8 44,2 Ampicilina 36,4 31 Penicilina 0 0
A/C 89,7 79,1 |A/C 81,8 78,9 | Oxacilina 0 8,8
Ciprofloxacino 69,0 74,4 | Ciprofloxacino 72,7 64,8 | Levofloxacino 68,8 55,9
SXT 79,3 69,8 | SXT 81,8 71,8 | SXT 100 97,1
Gentamicina 96,6 95,3 | Gentamicina 100 80,3 | Gentamicina 12,5 14,7
Imipenem 100 100 | Imipenem 100 98,6 | Eritromicina 0 5,9
Cefotaxima 100 79,1 | Cefotaxima 81,8 84,5 | Clindamicina 6,3 14,7
Pip/Tazobactam 96,6 95,3 | Pip/Tazobactam 100 94,4 | Rifampicina 100 100
Vancomicina 100 100
Linezolid 100 100

Digestivo: como ya comentamos, destacé la aparicidn de resistencias a cefalosporinas de tercera

generacion (en la actualidad alrededor del 20% de las cepas).

Urgencias Generales: el estudio en este caso se refiere a los afios 2010 y 2016, al no haber aislados
suficientes en 2007. En el afio 2010 las tasas de BLEEs ya rondaban el 20% y se mantuvieron.

Disminuyé la sensibilidad a SXT, ciprofloxacino y aminoglucésidos.

UVI de Neonatologia: el estudio en este caso se refiere a los afios 2007 y 2013, al no haber aislados en

2016. Las tasas de resistencia ya eran muy altas en 2007 y se mantuvieron en 2013.
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3. Andlisis de resistencias 2016: ingresados y urgencias

En el afio 2016 se compararon las resistencias en pacientes ingresados y en pacientes que
habian acudido al Servicio de Urgencias Generales. Valoramos aquellos microorganismos con
al menos 10 bacteriemias en Urgencias.

Tabla 35. Comparativa de sensibilidades entre microorganismos aislados en pacientes ingresados y
Urgencias (aifio 2016).

. INGRESADOS URGENCIAS INGRESADOS URGENCIAS
E. coli S. aureus
(%S) (%) (%) (%)
n 227 71 n 109 12
Ampicilina 30,1 31 Penicilina 9,0 8,3
A/C 68,1 78,9 Oxacilina 66,3 66,7
Ciprofloxacino 60,9 64,8 Levofloxacino 65,6 66,7
SXT 64,8 71,8 SXT 99,2 100,0
Gentamicina 89,7 80,3 Gentamicina 91,8 91,7
Imipenem 99,3 98,6 Eritromicina 76,2 66,7
Cefotaxima 79,6 84,5 Clindamicina 86,1 83,3
Pip/Tazobactam 93,8 94,4 Rifampicina 99,2 100,0
Vancomicina 100,0 100,0
Linezolid 100,0 100,0
& e INGRESADOS URGENCIAS & INGRESADOS URGENCIAS
(%S) (%S) (%S) (%S)
n 167 16 n 17 13
Penicilina 3,1 0,0 Penicilina 96,7 92,9
Oxacilina 17,0 31,3 A/C 93,3 100
Levofloxacino 28,5 56,3 Cefuroxima 80,0 71,4
SXT 50,3 93,8 Cefotaxima 96,7 100
Gentamicina 37,8 68,8 Eritromicina 76,7 71,4
Eritromicina 23,2 31,3 Levofloxacino 100,0 100
Clindamicina 46,1 68,8 SXT 73,3 64,3
Rifampicina 82,4 100,0 Vancomicina 100,0 100
Vancomicina 100,0 100,0
Linezolid 86,0 100,0

Para E.coli, S.aureus y S.pneumoniae no fue significativa la diferencia de sensibilidades entre
los 2 tipos de cepas; si para S.epidermidis (las cepas procedentes del Servicio de Urgencias —
cepas “comunitarias”- presentaron tasas de resistencia mas bajas a todos los antimicrobianos

de uso clinico.
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Obijetivo 11: Evaluar la influencia de los cambios tecnoldgicos habidos en
el laboratorio en los tiempos de respuesta de emisién de informes de

resultados.

Se estudiaron los tiempos de respuesta previos y posteriores a los cambios acaecidos en el
laboratorio en el afio 2014 (Pre-MALDI-TOF MS y Post-MALDI-TOF MS, principalmente). Estos
tiempos de respuesta eran referidos a la informacidn proporcionada al clinico responsable del
paciente acerca de un microorganismo causante de bacteriemia, a nivel de identificaciény
susceptibilidad antibidtica, y con distinto grado de precision. Para ello se analizé dicha
informacidn acerca de los 100 primeros microorganismos causantes de bacteriemia en los

afos 2013 y 2016. Los datos se pueden ver en la Tabla 36.

Tabla 36. Tiempos para la emision de informacion en funcién del algoritmo diagndstico.

TIPO DE IDENTIFICACION TIPO DE TURNO Tiempo promedio (h.)/ANO
Pre-MALDI-TOF MS  Post-MALDI-TOF MS
Gram (morfotipo) Turno habitual 60 2,5 2,5
Turno de guardia 40 1 1
GLOBAL 100 1,9 1,9
Identificacion provisional Turno habitual 60 24,2 10,1
Turno de guardia 40 16,8 9,9
GLOBAL 100 21,2 10
Antibiograma provisional Turno habitual 60 24,2 17,9
Turno de guardia 40 16,8 14,4
GLOBAL 100 21,2 16,6
Identificacion definitiva Turno habitual 60 47,3 10,1
Turno de guardia 40 36,5 9,9
GLOBAL 100 43,2 10
Antibiograma definitivo Turno habitual 60 43,2 36
Turno de guardia 40 36 33,6
GLOBAL 100 40,3 35

-Como se puede ver, la ganancia de tiempo con el algoritmo nuevo es significativa (p<0,05) en
practicamente todos los casos. Principalmente a nivel de identificacion del microorganismo (entre 11,2

y 33,2 horas de mejora, al ser, con MALDI-TOF MS, la identificacién provisional y la definitiva idénticas).

-A nivel de antibiograma, se obtuvieron mejoras de 5,6 y 5,3 horas referidas al antibiograma

provisional y definitivo respectivamente.
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DISCUSION
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La sepsis es un sindrome clinico de extremada gravedad, con una mortalidad muy elevada, una
incidencia en ascenso, y unos costes muy importantes. Todo esto ha generado la necesidad en
el entorno sanitario de optimizar su diagndstico y su manejo, implicando a profesionales de

distintos campos: clinicos, microbidlogos, farmacéuticos, preventivistas...

La variable fundamental que influye en la mortalidad y costes derivados de la sepsis es el
tiempo. Es sabido que la mortalidad se incrementa un 7,6% por cada hora sin un tratamiento
antimicrobiano adecuado (Kumar et al., 2006), y se estima que entre el 25% y el 33% de los
pacientes reciben una terapia incorrecta el primer dia (Verroken et al., 2016) (Rodriguez Diaz
et al., 2017). La reduccion de mortalidad pasa, por tanto, por tratamientos empiricos mejor
disenados y, fundamentalmente, por pasar lo antes posible a tratamientos dirigidos (Weinbren

et al., 2018).

Dentro del enfoque multidisciplinar comentado, el Servicio de Microbiologia es uno de los
pilares fundamentales pues su labor es la de confirmar la bacteriemia, paso obligado de una
infeccién hacia la sepsis, de una manera rapida y fiable. La optimizacién de las técnicas
diagndsticas existentes y la incorporacidn de otras nuevas apuntan hacia este objetivo, asi
como la mejora de la fase preanalitica y el andlisis de la etiologia y los patrones de resistencia

de los distintos microorganismos implicados.

Este trabajo estd centrado en el estudio de las bacteriemias en el Servicio de Microbiologia,
desde el punto de vista del laboratorio, analizando las variables que influyen en las fases
preanalitica, analitica y postanalitica, y utilizando los datos proporcionados por los programas
de gestién de laboratorio. No se revisaron las historias clinicas de los pacientes. De esta
manera ciertos datos clinicos fueron innacesibles: no pudimos hablar de foco de infeccién ni

hacer la distincidn entre bacteriemia comunitaria o nosocomial.

117



FASE PREANALITICA

Asi como el clinico es el que decide cuando solicitar hemocultivos, el Servicio de Microbiologia
participa, junto con Enfermeria, en la elaboracidn de protocolos para la fase preanalitica
(Willems et al., 2012). Los indicadores de calidad de dicha fase (Willems et al., 2012), que se

deberian monitorizar, controlar e intentar mejorar, son los siguientes:
-Volumen extraido (influye en el rendimiento del hemocultivo) (Cockerill et al., 2004).

-Tiempo de procesamiento (puede condicionar el rendimiento del hemocultivo y los tiempos

de positividad) (Mancini et al., 2010).

-Numero de hemocultivos contaminados (suponen un aumento de los costes y la morbilidad

(Hall y Lyman, 2006; Garcia et al., 2015)).

De estos indicadores, solamente pudimos monitorizar el tiempo de procesamiento y el nUmero

de hemocultivos contaminados.

Limitacién del estudio: la ejecucién de esta fase no dependid directamente del Servicio de

Microbiologia. Existian indicaciones acerca de cdmo realizar las extracciones de sangre, a nivel
de tiempo, volumen y nimero de muestras, y de cdmo realizar la conservacién y transporte,

pero su cumplimiento no fue monitorizable.

Objetivo 1: Estudiar la evolucién de las solicitudes de hemocultivo en un hospital de tercer
nivel a lo largo de un periodo de 10 aios y su relacion con factores demograficos como la

edad, el sexo, la estacionalidad o el Servicio solicitante.

El nimero de hemocultivos recibidos va a ser dependiente del tipo de hospital (en nuestro
caso un hospital de tercer nivel), del tamafio poblacional del drea sanitaria y de las
caracteristicas de la poblacidn que atiende (una poblacién envejecida es un factor de riesgo de

bacteriemia (Henriksen et al., 2015)).

Nuestro promedio de solicitudes ha sido de aproximadamente 15000 hemocultivos al afio, con
mas de 5000 sospechas de bacteriemia o episodios clinicos, y habitualmente mas de 1000
bacteriemias valorables anuales confirmadas, lo que lleva a una incidencia, con los datos de
poblacién disponibles, de unos 350 episodios de bacteriemia confirmados por 100000
habitantes. Estas cifras se incrementaron paulatinamente entre 2007 y 2016 (un 17% el
numero de hemocultivos, un 18,9% las sospechas clinicas, un 29,1% las bacteriemias

confirmadas, y un 10,8% la incidencia). Esto coincide con lo descrito en la literatura, en la que
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se demuestra que la incidencia de la sepsis va en aumento, y por ende, su causa fundamental,
la bacteriemia. Concretamente, en un estudio comparativo realizado en los EE.UU. entre 1979
y 2000, los casos de sepsis se incrementaron anualmente un 8,7%, pasando de 83 a 240
episodios por cada 100000 habitantes (Martin et al., 2003). Ya con datos del presente siglo,
Hall et al. (2011) y Walkey et al. (2015) también encuentran este incremento. En nuestro
mismo hospital, en los afios 80, las bacteriemias tuvieron una incidencia claramente inferior,
de 218 casos por cada 100000 habitantes (Vazquez et al., 1994), con un incremento
aproximado del 60% de los afios 80 a los afios de este estudio, de manera paralela al nimero
total de hemocultivos procesados (58039 en 10 afios -unos 5800 de promedio anual, frente a

los mas de 15000 actuales-).

La solicitud de hemocultivos esta relacionada con una serie de caracteristicas epidemioldgicas

de los pacientes, como el sexo, la edad, la estacionalidad o el Servicio solicitante.

a) El nimero de peticiones de hemocultivos, segin nuestros datos, ha sido mayor para los
varones que para las mujeres (un 50% mas). Esto estaba descrito en nuestro mismo entorno ya
hace 30 afios, con un 70% mas de solicitudes en los afios 80 (Vazquez et al., 1994), y es algo

conocido en la literatura (Mayr et al., 2013).

b) Comparar el nUmero de hemocultivos solicitados entre edad pediatrica y adulta es
complejo, pues ademas de ser pacientes con caracteristicas muy diferentes, los episodios
clinicos en edad pediatrica se resolvieron con un Unico hemocultivo por dos de los adultos. Lo
gue mas llama la atencidn es la significativa disminucidn de los hemocultivos pediatricos a lo
largo de los 10 afos. Hace tiempo que se sabe que la rentabilidad de la extraccién de
hemocultivos en edad pedidtrica es baja, y la tasa de contaminaciones alta (Hall y Lyman,
2006). Esto es debido a dos razones fundamentalmente. En estos pacientes la etiologia virica
predomina sobre la bacteriana (Roman Riechmann et al., 2010; Garcia y Fresnadillo, 2002),
siendo los hemocultivos pediatricos raramente positivos en infecciones respiratorias y de piel y
partes blandas (Parikh et al., 2014). Ademads, el hecho de que para pacientes pediatricos
Unicamente se extraiga un hemocultivo hace perder rendimiento a esta peticion, cuyo
resultado puede ser confuso como consecuencia de la dificil interpretacion de los
microorganismos que pueden causar contaminaciones. Esto condiciona que, segin
publicaciones recientes (Parikh et al., 2014), la solicitud de hemocultivos en pacientes
pediatricos esté justificada en pocas circunstancias y acaba suponiendo cambios en los

protocolos de los servicios pedidtricos que llevan a una disminucién del nimero de solicitudes.
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¢) No se encontré estacionalidad significativa en nuestro estudio al respecto del nimero de
peticiones recibidas. Algunos afios si se encuentra un mayor nimero de peticiones en los
meses de invierno, que se justificaria por un repunte de la patologia respiratoria en esa época

del afio (ya descrito en los afios 80 del pasado siglo por Weinstein et al. (1983).

d) Los servicios que solicitaron mds hemocultivos no sufrieron modificaciones. En este orden:
Medicina Intensiva, Hematologia, Medicina Interna, Urgencias Generales y Digestivo; si bien el
dato de Urgencias Generales merece un comentario aparte, pues esta sesgado hasta la llegada
de los nuevos programas informaticos; a partir de 2014, seria el Servicio con mayor nimero de
peticiones. También apreciamos una demanda de peticiones muy superior de los Servicios
médicos respecto a los quirdrgicos (Cirugia General es el primer servicio quirurgico, en la
novena posicién global). Hay pocas referencias bibliograficas respecto a todo esto; corroboran
nuestros datos a nivel de la importancia del Servicio de Urgencias Generales (Weinstein et al.,
1997) y también encuentran un nimero de peticiones mas elevado en los servicios médicos
(Weinstein et al., 1983; Angus et al., 2001). Estos datos se explican por el hecho de que son
servicios que manejan patologias infecciosas que frecuentemente cursan con bacteriemia
(Medicina Interna, Urgencias Generales, Digestivo), por ser los servicios en los cuales las
bacteriemias nosocomiales son mas frecuentes (Medicina Intensiva) o por manejar pacientes
de mayor gravedad, en los cuales la solicitud de hemocultivos se justifica con mayor facilidad

(Hematologia).

e) Con el paso de los afos, las solicitudes de Medicina Intensiva, Medicina Interna, Cirugia
General y Urologia disminuyeron, en tanto que las de Anestesiologia, Cardiologia y
principalmente Hematologia subieron su nimero de peticiones. Una posible causa en
M.Intensiva seria la implementacion en la misma del programa Bacteriemia Zero, pues esta
demostrada su relacidn con la disminucién de bacteriemias relacionadas con el catéter
(Alvarez-Lerma et al., 2014). En el resto de casos no encontramos apoyo bibliogréfico ni

justificacién sencilla.

Limitaciones del estudio: en el afio 2014, como consecuencia de la implantacion del sistema

de gestidn de historias clinicas Millennium y el cambio de sistema informatico en el
laboratorio, ocurrieron una serie de eventos, que no dependieron del Servicio de

Microbiologia, que justifican alguno de los resultados presentados:

-En el afio 2014 el nimero de peticiones del tipo de servicio Otros/Desconocido es muy

superior al resto de afios.
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-Previamente a 2014, la mayoria de los hemocultivos de Urgencias Generales se terminaban

registrando en el servicio destino del paciente, de ahi su bajo nimero.

-A partir de 2014 todos los servicios pediatricos se van integrando progresivamente, a nivel

informatico, en uno genérico: Pediatria. En 2016 ya recoge todas las peticiones.
-A partir de 2014 Obstetricia se integra en Ginecologia.

-A partir de 2014 los hemocultivos de consultas desaparecen como entidad propia,

integrandose en el servicio correspondiente.
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Objetivo 2: Evaluar el tiempo de procesamiento del hemocultivo.

El tiempo que se tarda en procesar los hemocultivos puede tener una serie de consecuencias,

que relacionamos con nuestro estudio de la siguiente manera:

-Influye de manera evidente en el tiempo de respuesta.

-Puede influir disminuyendo la rentabilidad neta del hemocultivo (porcentaje de hemocultivos

positivos) (Saito et al., 2009).

La mayoria de las referencias recientes sugiere un tiempo maximo de procesamiento de 2
horas (Baron et al., 2005) o 4 horas (Isenberg, 2010), mientras que otras guias hablan de un
maximo de 18 horas (Loza et al., 2003) sin que suponga pérdida de rendimiento del
hemocultivo. En nuestro estudio en el 72,1% de las peticiones el tiempo de procesamiento no
superd los estandares de 4 horas, y no hubo influencia en el rendimiento del hemocultivo
hasta superar las 18 horas, lo que ocurrid sélo en el 5% de los casos. Acerca de este tema, una
revisién reciente coincide con nuestro estudio y sélo ve influencia en la rentabilidad a partir de

las 24 horas de retraso (Kirn y Weinstein, 2013).

-Puede influir incrementando los tiempos de positividad (Saito et al., 2009).

Nosotros no hemos encontrado relacidn entre el tiempo de procesamiento y el tiempo de
positividad en los verdaderos positivos. Si, en cambio, en el caso de las contaminaciones, en las
gue se aprecia una disminucién del tiempo de positividad a medida que el tiempo de
procesamiento aumenta; quiza pueda estar relacionado con el menor indculo presente en las

contaminaciones. No se encontraron referencias de este tema concreto.

Por tanto, pudemos concluir que, seglin nuestros datos, el tiempo de procesamiento apenas
influye en la rentabilidad del hemocultivo pero si en los tiempos de respuesta. Para tratar de
minimizar el tiempo de procesamiento, es necesario optimizar los flujos de transporte. En
nuestro hospital se han realizado actuaciones con este objetivo, principalmente con el uso de
botellas de plastico que permiten la utilizacion del tubo neumatico para el transporte, si bien
su influencia real no se pudo comprobar pues los tiempos de procesamiento previos a 2014 no

fueron conocidos.
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Objetivo 3: Evaluar los resultados y contaminaciones del hemocultivo.

Con respecto al andlisis de la tasa de positividad, ésta fue de alrededor de un 15%, de manera
estable a lo largo de los diez afios. Esto coincide con la literatura, que, aunque con variabilidad,
se mueve en cifras similares: Cisneros-Herreros et al. (2007) la sitian entre un 2 y un 20%;

Wilson et al. (2015) entre un 8 y un 12%.
Estas tasas de positividad tan bajas se pueden justificar por varias razones:

-Debido a la importancia de la sepsis y a su elevada mortalidad, estd justificada la peticion de
hemocultivos con unos criterios muy laxos (Singer et al., 2016; Cisneros-Herreros et al., 2007).
Coburn et al. (2012) encontraron un gran nimero de peticiones de hemocultivos innecesarias
en adultos. Ademas, hay determinadas patologias que raramente cursan con bacteriemia, pero
en las cuales la solicitud de hemocultivos es obligada (Baron et al., 2005), como puede ser la
neumonia, la pielonefritis, las infecciones de piel y partes blandas y las infecciones
intraabdominales. Para estas patologias se empieza a discutir la necesidad de extraer

hemocultivos debido a su bajo rendimiento (Willems et al., 2012).

-El hemocultivo, considerado el patrén oro para el diagndstico de bacteriemia, quizad no tenga
la sensibilidad necesaria, ya que incluso en casos de shock séptico su positividad no supera el

50% (Cohen et al., 2015).

En el estudio global de positividad separamos entre edad pediatrica y adulta. En edades
pediatricas el porcentaje global de hemocultivos positivos es mas bajo, pero con matices, pues
hay una gran diferencia entre los distintos tipos de pacientes pediatricos, que discutiremos

posteriormente en el estudio por servicios.

En general, en los hombres se encuentran tasas de positividad ligeramente superiores de
manera constante a lo largo del estudio. Algunos autores lo relacionan con el hecho de que los
varones sufren con mayor frecuencia bacteriemias nosocomiales (Uslan et al., 2007) y

patologias que ocasionan bacteriemia de manera habitual (Mayr et al., 2013).

Las tasas de positividad son mayores en los meses de verano respecto a los de invierno. En
invierno hay muchas solicitudes derivadas de infecciones respiratorias, en las cuales la
etiologia virica es muy importante (Dolin, 2016); en los meses de verano las infecciones
urinarias son mas prevalentes (Richet, 2012), y al ser la etiologia fundamentalmente

bacteriana es mas factible el desarrollo de bacteriemia.
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En funcidn del servicio solicitante se encuentran diferencias acusadas en la positividad, pues
ésta depende del foco, y cada servicio suele manejar unos focos concretos. Esto puede
justificar las altas tasas en determinados Servicios (Digestivo, Cirugia General, Urologia)
respecto a otros, que se ocupan de patologias que habitualmente no cursan con bacteriemia
(Neumologia, Obstetricia y Ginecologia, Neurocirugia) (Willems et al., 2012). Se produjo un
aumento llamativo en el porcentaje de positivos en Cirugia General. Las causas no fueron
conocidas, pero puede deberse a una solicitud mejor dirigida de los hemocultivos, pues el
incremento de la positividad se consigue en base a una disminucién de los hemocultivos

negativos.

Con respecto al andlisis de las contaminaciones, hay que tener en cuenta que para detectarlas
se pueden utilizar criterios clinicos o microbiolédgicos, ya comentados en material y métodos;
estos ultimos son los utilizados en nuestro caso, y se basan en el tipo de microorganismo
aislado y su presencia en uno o varios hemocultivos. No hay muchas referencias que comparen
ambos criterios; Hall y Lyman (2006) no ven grandes diferencias (2,1% de contaminaciones

utilizando criterios clinicos frente al 2,5% con criterios microbioldgicos).

Las tasas de contaminaciones del hemocultivo son un indicador de calidad de la fase
preanalitica, y el estandar no deberia exceder el 3% segun las guias (Wayne, 2007). En nuestro
hospital nos encontramos con tasas muy elevadas, del 8,4% de media a lo largo de los 10 afios,
con una ligera tendencia descendente pero en ningln caso por debajo del 7%. En la literatura
se encuentran resultados muy dispares, con cifras por encima y por debajo del estandar del
3%: en una revision de Hall y Lyman (2006) entre el 0,6% y el 6%; en otra de Dawson (2014)

entre el 2,1% y el 10%; la mayoria de los estudios claramente por debajo de nuestros datos.

Las contaminaciones en pacientes pediatricos fueron mayores que en adultos, y asi lo
corrobora la literatura consultada (Hall y Lyman, 2006). Sin embargo, en la mayoria de ellos
Unicamente se recibié un hemocultivo por episodio clinico, siendo en estos casos diferente, y
no tan fiable (Hall y Lyman, 2006), el criterio de discriminacion entre verdadero positivo o
contaminante (definimos contaminacidon como el hecho de que un microorganismo
potencialmente contaminante sdlo aparezca en una de las dos botellas). Por tanto, nuestra
comparacion de tasas de contaminacidn entre pacientes pediatricos y adultos presenta un
sesgo claro. Por otra parte, y relacionado con la misma problematica, el primer afio de este
estudio, 2007, los hemocultivos pediatricos presentaron de manera anormal tasas de
positividad muy bajas y de contaminacidon muy altas respecto a los otros nueve afios, en los

cuales dichos valores se mantuvieron estables. Esto se debié a un cambio en la interpretacién
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de los ECN. En dicho afo se consideraron contaminantes salvo excepciones condicionadas por

la clinica; a partir de dicho afio se utilizaron criterios Unicamente microbiolégicos.

Las contaminaciones en mujeres son mas elevadas que en los hombres, de manera
significativa. Este hallazgo se comprobd en los Servicios de Medicina Interna y Medicina
Intensiva, lo que parece confirmar que esa diferencia es atribuible al sexo y no al peso que las
peticiones realizadas en Ginecologia y Obstetricia pudiera tener. En las referencias
bibliograficas consultadas no hallamos justificacion a esto, pues no encuentran relacién entre

tasas de contaminacion y sexo (Roth et al., 2010; Chang et al., 2015).

No hemos encontrado estacionalidad en las contaminaciones. En la literatura no hay apenas
referencias al respecto; alguna encuentra relacién con el periodo de verano (Alnami et al.,

2015).

Conocer los resultados en funcion del servicio solicitante fue uno de los objetivos principales
del estudio de contaminaciones, puesto que éstas varian en funcién del personal y del
seguimiento de los protocolos de antisepsia. Utilizamos para ello graficos de control, que

minimizan el factor del azar otorgando fiabilidad estadistica.

En nuestro caso se observan grandes diferencias en las tasas de contaminacion en funcion del
servicio. Una de las mas elevadas la encontramos en el Servicio de Urgencias Generales
(siempre por encima del 10%); esto esta descrito en la literatura (Self et al., 2014), y se justifica
por el tipo de actividad que se realiza, la rapidez, la falta de entrenamiento del personal
eventual y el flujo de trabajo (Dawson, 2014). Neonatologia también presenta un gran nimero
de contaminaciones, lo que también es conocido (Chukwuemeka y Samuel, 2014) y se
relaciona con el hecho de que la extraccidén en este tipo de pacientes suele ser especialmente
dificil.

Como vemos en los graficos de control, hay un descenso simultaneo en las contaminaciones en
varios de los servicios con mayor nimero de peticiones al llegar al nuevo hospital (Medicina
Interna, Hematologia y Digestivo); en Medicina Intensiva y en el Servicio de Urgencias
Generales no se observé dicho descenso. Esta descrito que en hospitales nuevos la microbiota
inicial del mismo es diferente, con menos presencia de los contaminantes habituales como los

ECN, lo que podria justificar este hecho (Lax et al., 2017).

Respecto a los microorganismos contaminantes, los resultados obtenidos son los que cabia
esperar (el origen de las mismas suele ser la piel del propio paciente, Hall y Lyman (2006)) y

con lo reflejado en la literatura. Los ECN estdn presentes en mas del 90% de las
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contaminaciones, siendo muy minoritarios, en este orden, EGV, Corynebacterium spp. y
Propionibacterium spp. Hall y Lyman (2006) encuentran el ECN en el 70-80% de las

contaminaciones.

Estos microorganismos potencialmente contaminantes en determinadas ocasiones pueden ser
responsables de bacteriemias verdaderas. Es el caso de las bacteriemias por catéter en caso de
ECN o las endocarditis en el caso de EGV. Segln nuestros datos, el microorganismo mds
frecuente en las contaminaciones, el ECN, ocasiona bacteriemias verdaderas en menos de un
tercio de los casos (30%). Las bacteriemias reales por EGV son mas frecuentes (la mitad de los
casos). Cockerill et al. (2004) obtienen resultados similares para los ECN y mds elevados para
los EGV (30% y 70%, respectivamente). Sin embargo, para Weinstein (1996), los ECN sélo
representan verdaderas bacteriemias en el 12-15% de los casos, asi como para Garcia et al.
(2015) que los fijan en un 10-15%. El resto de microorganismos considerados contaminantes,
en general, raramente causan bacteriemias verdaderas; habitualmente aparecen como
consecuencia de ser microbiota cutanea, sin significacién clinica (Propionibacterium spp. y
Corynebacterium sp.). Para Weinstein (1996) los géneros Corynebacterium, Propionibacterium
y Bacillus sélo causaron verdaderas bacteriemias en menos del 5% de los casos, reafirmando

de esta manera nuestros datos (alrededor del 10% de bacteriemias verdaderas).

La presencia de contaminaciones (pseudobacteriemias o bacteriemias falsas) supone un

problema serio (Bates et al., 1991; Dawson, 2014):

-Econdmico: gasto innecesario en antibidticos y procedimientos diagndsticos, y aumento de las
estancias de los pacientes. Importante aumento también a nivel de laboratorio (un 80% de
incremento, segun estimaciones recientes de Garcia et al. (2015)). El impacto econdmico de las
contaminaciones estd estudiado: Garcia et al. (2015) lo estiman entre 4500$ y 10078 $ por

contaminacion; otras referencias lo fijan en 8720S (Gander et al., 2009).

-Clinico: aumento de morbilidad por infecciones nosocomiales debido al aumento de las
estancias de los pacientes (Garcia et al., 2015). Kothari et al. (2014) relacionan el tratamiento

de los ECN contaminantes con un incremento en la estancia.

-Ecoldgico: aumento de microorganismos multirresistentes por el uso de tratamientos

antibidticos innecesarios (Garcia et al., 2015; Bates et al., 1991; Hall y Lyman, 2006).

Por tanto, y centrandonos en nuestro hospital, al haber unas tasas de contaminacién tan
elevadas el margen de mejora en el momento en el que se apliquen medidas correctoras es

muy elevado. Algunas de estas medidas, de eficacia demostrada (Dawson, 2014; Gander et al.,
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2009), estan incluidas dentro del programa denominado por nosotros “Contaminacion Zero”

que se estd poniendo en marcha en el hospital con este objetivo:

-Formacién a la hora de realizar las extracciones (seguimiento riguroso de los protocolos de

antisepsia).
-Obtencién y andlisis de indicadores de contaminaciones por servicios.

-Realizacidn de un correcto “feedback” de los datos obtenidos, entre el Servicio de

Microbiologia y los servicios solicitantes a través de la Direccidon de Enfermeria.

Limitaciones del estudio: como consecuencia del cambio de sistema informatico, ocurrieron
una serie de eventos ya comentados que justifican la ausencia de resultados en los servicios

pediatricos y Obstetricia a partir de 2014.
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FASE ANALITICA

En el laboratorio de Microbiologia Clinica, el hemocultivo es el método de referencia para el
diagndstico de la bacteriemia y la sepsis. El éxito del mismo se define por la tasa de positividad
y el tiempo de deteccidn (mayor éxito a mayor tasa de positivos y menor tiempo de

deteccidn). Estos son los parametros a estudiar y optimizar.

Objetivo 4: Analizar las posibles mejoras aportadas por la introduccién de nuevos sistemas

de incubadores.

Con el perfeccionamiento de los incubadores, se intentan conseguir mejoras en los
parametros comentados (tasa de positivos y tiempo de deteccidn), ademas de en la
especificidad (evitar falsos positivos) y la facilidad de uso. El cambio de incubador en 2014

perseguia estos objetivos. Pudimos apreciar una serie de mejoras:

a) Especificidad, disminuyendo los falsos positivos en mds de un 90%. Esto supone un ahorro
econdmico para el laboratorio, tanto a nivel de reactivos como de tiempo de personal
facultativo y técnico. No encontramos referencias que cuantifiquen este coste o corroboren

nuestros datos.

b) Facilidad de uso: el incubador nuevo cuenta con un software optimizado, que permite la
introduccion, obtencién y manejo de los datos de manera mucho mas intuitiva, asi como un

manejo de las muestras y del propio aparato mucho mas sencillo.

En cambio, la tasa de hemocultivos positivos y los tiempos de respuesta no experimentaron

cambios.

En la literatura no encontramos referencias a comparativas entre estos dos incubadores. En Ia
actualidad, en el mercado, encontramos tres tipos de incubadores diferentes, de casas
comerciales y métodos de deteccion diferentes: BACTEC™ (BD; método fluorimétrico),
BACT/ALERT® (bioMérieux; método colorimétrico) y VersaTREK™ (Thermo Fisher Scientific;
método de diferencias de presidn). Existen estudios comparativos de dichos incubadores (Kirn

y Weinstein, 2013), pero no comparando dos de la misma casa comercial.
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Objetivo 5: Analizar el tiempo de positividad de los microorganismos y su utilidad como

herramienta predictiva y diagnostica.

La incubacién maxima de los hemocultivos fue de cinco dias por protocolo (salvo excepciones).
Sin embargo, las bacteriemias verdaderas fueron detectadas mucho antes, un 72% y un 93,7%
en 1y 2 dias, respectivamente. En la literatura se ofrecen resultados similares. Ning et al.

(2016) detectan, en los mismos tiempos, el 68% y el 88% respectivamente.

En general, los tiempos de positividad descritos en la literatura (Rocchetti et al., 2016) son
parecidos o ligeramente mds cortos que los nuestros, que oscilaron entre las 22 y las 27 horas

en funcién del tipo de botella y del incubador.

El analisis en profundidad del tiempo de positividad puede aportar informacién muy valiosa,
tanto de tipo clinico como microbiolégico. Sirve para predecir la evolucién de la infeccidn y el
prondstico (Martinez et al., 2007; Sowden et al., 2008), y el tiempo de estancia (Martin-
Gutiérrez et al., 2017). Orienta también acerca de cudl puede ser el foco de la infeccion
(Martinez et al., 2007), de si ésta es nosocomial o comunitaria (Friedman et al., 2002) y de si el
microorganismo es multirresistente (Lai et al., 2011). En nuestro estudio quisimos relacionarlo

con lo siguiente:
a) Verdadero positivo y contaminacion:

Esta descrito que el tiempo de positividad puede permitir diferenciar entre bacteriemia
verdadera y contaminacién (Kassis et al., 2009; Hall y Lyman, 2006). Nosotros demostramos
que, de manera significativa, para un mismo tipo de microorganismo determinado
(principalmente de interés son los ECN), el tiempo de positividad cuando la bacteriemia se
considera verdadera es inferior a los casos de contaminacion: unas 10 horas de diferencia en
general, independientemente del tipo de botella e incubador, y entre 5y 8 horas valorando
solo los ECN. Otros microorganismos considerados contaminantes también presentaron
tiempos de positividad muy elevados (Corynebacterium spp., Propionibacterium spp.). Esto es

debido a que el indculo bacteriano es inferior en caso de contaminacion (Hossain et al., 2016).
b) Tipo de microorganismo:

No todos los microorganismos crecen igual de rdpido en el hemocultivo (Martinez et al., 2007).
En nuestro caso, los cocos gram positivos en cadenas (estreptococos y enterococos), fueron los
microorganismos con tiempos de crecimiento mds reducidos (alrededor de 10 horas de

promedio). El tiempo de crecimiento de S.aureus fue menor (mas 5 horas de media) que el de
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los ECN valorables, lo cual coincide con la mayoria de referencias bibliograficas (Kim et al.,
2010; Park et al., 2010; Ruimy et al., 2005), aunque otros autores no encuentran diferencias

(Ning et al., 2016).

Dentro de los bacilos gram negativos, las enterobacterias también presentan tiempos de
positividad muy bajos (<15 horas), inferiores a los BGN-NFs (P.aeruginosa y similares). Ning et

al. (2016) comparan E.coliy P.aeruginosa y obtienen resultados semejantes.

Los microorganismos valorables de crecimiento mas lento, coincidiendo con las referencias
encontradas (Ning et al., 2016), fueron las levaduras y las bacterias anaerobias. En nuestro
estudio C.parapsilosis presenté tiempos de positividad mas cortos que C.albicans. En la
literatura no se hallan diferencias entre C.albicans y C.parapsilosis, lo que se refleja
principalmente es que C.glabrata presenta los tiempos de crecimiento mas cortos, (Lai, 2012;

Cobos-Trigueros, 2014); no tuvimos casuistica suficiente para confirmar este hecho.

c¢) El modelo de incubador:

El nuevo incubador no disminuye los tiempos de positividad (de hecho, es ligeramente mas
lento que el antiguo), con la excepcidn de P.aeruginosa, en la que se pasa de 30 a 20 horas con
el cambio de incubador, sin explicacidn sencilla ni apoyo bibliografico al respecto. Para los
otros microorganismos en los que se observan diferencias entre incubadores (C.parapsilosis,
A.baumannii y Bacteroides spp.) el nUmero de aislados es insuficiente para hacer una
valoracion. El hecho de que los tiempos en general no varien de forma significativa es légico,

puesto que los dos incubadores comparados utilizan el mismo tipo de tecnologia.

d) El tipo de botella

Las botellas anaerobias ofrecen tiempos de positividad mas bajos que las aerobias en aquellos
microorganismos que pueden crecer en los dos medios (anaerobios facultativos).
Especialmente en enterobacterias, S.aureus y enterococos. La diferencia entre las dos botellas
no es solo el tipo de atmdsfera; las botellas anaerobias llevan un medio ligeramente diferente,
con la adicidn de un agente lisante (saponina) y con un volumen también diferente (30 ml. la
botella aerobia por 40 ml. la anaerobia). En una revisidn muy reciente también se percibe que

los tiempos de positividad son inferiores en los medios anaerobios (Rocchetti et al., 2016).

Una aportaciéon muy importante de estos tiempos de positividad es su combinacién con la
tincidon de Gram del hemocultivo positivo. De esta manera podemos llegar a conocer las

probabilidades de encontrarnos ante un microorganismo concreto con un determinado grado
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de fiabilidad. Este tipo de algoritmos esta descrito en la literatura (Ruimy et al., 2005; Martinez
et al., 2007; Martin-Gutiérrez et al., 2017), habitualmente para diferenciar entre bacteriemias

verdaderas y contaminaciones por ECN.

En nuestro propio algoritmo diagnédstico, después de analizar los resultados, utilizamos un

punto de corte de 12 horas para el tiempo de positividad, puesto que:

a) Para los cocos gram positivos en grupos proporciona una discriminacién fiable entre
microorganismos contaminantes y valorables, incluido S.aureus (muy improbables por encima

de 12 horas).

b) Los cocos gram positivos en cadenas, con < 12 horas, son practicamente siempre valorables.

c) Respecto a los bacilos gram negativos, por debajo de 12 horas aseguramos con mas un 93%

de probabilidades que se trata de una enterobacteria.
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Objetivos 6 y 7: Evaluar la fiabilidad e impacto de MALDI-TOF MS en los flujos de trabajoy
el tiempo de respuesta. Evaluar la fiabilidad e impacto de los antibiogramas rapidos a partir

de hemocultivo positivo.

Como ya hemos comentado, en el manejo de las bacteriemias es fundamental pasar a
tratamiento dirigido lo antes posible. Esto se consigue reduciendo los tiempos de respuesta
hasta la obtencién de la identificacion y el antibiograma del microorganismo, para lo cual son
necesarios métodos diagndsticos mas rapidos que los clasicos, y cuyas caracteristicas ideales
serian, segun Sinha et al. (2018), una alta sensibilidad y especificidad, capacidad de detectar un
amplio espectro de patdgenos, rapidez (menos de 3 horas) y facil integracion en los flujos de
trabajo del laboratorio. Con este fin, han aparecido distintas técnicas en el mercado (Kothari et
al., 2014), basadas en la amplificacién gendmica, la proteémica (MALDI-TOF MS) y en otro tipo

de técnicas.

Algunas pueden utilizarse directamente desde la muestra directa (Sinha et al., 2018); otras a
partir del hemocultivo positivo, pero sin subcultivo del mismo; y otras a partir del
microorganismo ya crecido en cultivo en medio sdlido. Cuanto antes se introduzca la técnica

rapida en el flujo de trabajo, mayor sera la ganancia de tiempo.

Por el momento, el impacto mds elevado e inmediato en los laboratorios de Microbiologia

Clinica lo ha proporcionado el uso del MALDI-TOF MS.

MALDI-TOF MS surgié recientemente como un método totalmente nuevo de identificacion
bacteriana que presenta la ventaja fundamental respecto a los métodos tradicionales de ser
mucho mas rapido (minutos frente a aproximadamente un dia partiendo de un subcultivo

crecido).

Ademas ofrece la posibilidad de trabajar directamente sobre el hemocultivo positivo, sin
subcultivo a medio sélido, con lo que la ganancia de tiempo todavia seria mayor. Este es un
proceso complejo debido a que nos encontramos, ademds de las proteinas bacterianas, una
gran celularidad proveniente del propio paciente y muchos otros compuestos que estan
presentes en dicho medio que interfieren en la identificacidn. Los resultados publicados en la
literatura acerca de este tipo de utilizacién de MALDI-TOF MS no han sido de momento muy
prometedores (Verroken et al., 2016). Una alternativa consiste en realizar el MALDI-TOF MS
del microorganismo con escaso tiempo de incubacidn (3-4 horas). Es ligeramente mas lenta,
pero se obtienen mejores resultados y su realizacion es mucho mas simple y operativa. Esta

fue la opcién elegida en nuestro laboratorio.
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En primer lugar, evaluamos la capacidad de identificacion de MALDI-TOF MS sobre
microorganismos con un tiempo de crecimiento éptimo (24 horas). La concordancia fue muy
buena respecto a los métodos clasicos y cuando hubo discrepancias, principalmente a nivel de
especie dentro del género Staphylococcus, |la secuenciacién del ARNr 16S otorgd mas fiabilidad
a MALDI-TOF MS que a los métodos tradicionales. En la literatura, desde el primer momento
en que se empezo a utilizar como rutina en Microbiologia Clinica (Seng et al., 2009),
numerosos estudios realizados reflejan la fiabilidad de la identificacién por MALDI-TOF MS.
Revisiones recientes la sitian mayoritariamente por encima del 90% (Rodriguez-Sanchez et al.,
2014; van Belkum et al., 2015). Ademas, al crearse o ampliarse bases de datos especificas de
ciertos microorganismos las identificaciones son aun mas completas (Schulthess et al., 2014;
Girard et al., 2017) presentandose Unicamente dificultades con determinadas especies (ciertas

especies de estreptococos, Shigella spp., etc.) (Hernandez, 2016).

Posteriormente, se estudio la validez de las identificaciones de microorganismos con entre 3y
4 horas de incubacidn. Los resultados obtenidos fueron muy buenos. En la mayoria de los
casos se obtuvo identificacidn, y ésta fue correcta, concordante con la realizada a las 24 horas
de incubacion por el mismo método (96,1% para gram negativos y 84% para gram positivos, a
nivel de especie). Estos porcentajes son similares o incluso mejores que los presentes en la
literatura: Verroken et al. (2015) los situan en un 81,1% con 5 horas de incubacién, y Curtoni et
al. (2017) en un 64,1% y 85,0% con 3 y 5 horas de incubacién, respectivamente. Las
identificaciones, al igual que nos ocurre a nosotros, son mejores para microorganismos gram

negativos (Schulthess et al., 2014).

Por otra parte, a lo largo del desarrollo de este trabajo, hemos visto que con la utilizacion de
MALDI-TOF MS aumenta el abanico de microorganismos que estan implicados en las
bacteriemias (los microorganismos agrupados bajo la denominacion “Otros” pasé de un 5% a
un 15% del total de bacteriemias aproximadamente). En determinados géneros, como
Staphylococcus, Enterococcus, Enterobacter y otros han empezado a “aparecer” especies que
anteriormente no estaban presentes, seguramente porque no se identificaban como tales sino
como especies mds comunes. En la literatura hemos encontrado referencias a este respecto,

pero relativas a hongos (Gautier et al., 2014), no asi para bacterias.

Podemos concluir, por tanto, que MALDI-TOF MS ha supuesto una revolucion para la
Microbiologia Clinica, con identificaciones fiables y rapidas (Rodriguez-Sanchez et al., 2014), asi
como coste-efectivas y simples comparadas con los métodos clasicos basados en pruebas

bioquimicas.
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Sin embargo MALDI-TOF MS presenta la limitacion de no proporcionar la susceptibilidad
antibidtica del microorganismo. La identificacidn en si ya es una ayuda importante a este nivel,
puesto que hay muchas bacterias que presentan patrones de resistencia innata muy
caracteristicos, pero en muchos otros casos no es asi, sobre todo aquellos microorganismos
capaces de adquirir con facilidad factores de resistencia, y que por tanto pueden tener
patrones de sensibilidad muy variables (E.coliy K.pneumoniae pueden ser sensibles a casi

todos los antimicrobianos o multirresistentes).

Es cierto que hay estudios segun los cuales MALDI-TOF MS puede ser utilizado en solitario para
detectar resistencias, como ya comentamos en la introduccidn. Sin embargo, estos estudios
aun son escasos, dificiles de realizar y de interpretar, con resultados muy variables y con una

fiabilidad cuestionable (De Carolis et al., 2014).

Para que las ventajas que proporciona MALDI-TOF MS a nivel de rapidez de identificacion
tengan mas repercusion a nivel clinico resultaria interesante contar con algliin método que
proporcionara informacién rapida acerca de la sensibilidad del microorganismo en cuestion.
Existen distintas técnicas rdpidas para la deteccidon de resistencias (March Rosselld y Bratos
Pérez, 2016), basadas principalmente en la PCR. Pero presentan dos problemas: son técnicas
con un coste elevado, y no proporcionan un antibiograma como tal, sino que Unicamente

informan de la presencia o no de determinados genes de resistencia.

Otra opcidn es tratar de recortar los tiempos utilizando los métodos cldsicos de antibiograma
ya disponibles. Utilizando el método de referencia para la obtencion de las susceptibilidades
antibidticas, la microdilucién en caldo, no es posible hacerlo puesto que los protocolos estan
estandarizados y requieren, en primer lugar, el crecimiento del microorganismo en subcultivo

(aproximadamente un dia), y posteriormente un minimo de 16 horas de incubacion.

Existe otra alternativa. Desde hace tiempo, y dada la importancia que tiene la rapidez en el
diagndstico de las bacteriemias, en los laboratorios de Microbiologia Clinica se realizan
antibiogramas provisionales de difusion disco-placa a partir del hemocultivo positivo, sin
esperar al subcultivo, cuya lectura se realiza entre 16 y 24 horas después. Estos antibiogramas
se realizaban sin ajustarse a criterios CLSI o EUCAST, y por tanto, sin estandarizacidn. Los
resultados de estos métodos, respecto al de referencia, han sido razonablemente buenos.
Mirrett y Reller (1979) ya publicaron estudios, con un 5% de error por antibidtico testado. En
una revisién muy reciente -(Menon et al., 2016)- se encuentra un 9% de error por antibiético
analizado, con errores graves o muy graves en un 8,1% de los microorganismos. Dependiendo

del mismo, éstos variaron desde el 1,5% en caso de estafilococos al 16% para los
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estreptococos/ enterococos, pasando por el 8,3% en BGNs. Otros estiman un porcentaje de
errores entre el 5,3% y el 8,2% en funcidn del microorganismo (Edelmann et al., 2007). EI CLSI,
en una publicacidon muy reciente, valora la fiabilidad de este tipo de antibiogramas en un 90%,

sin errores muy graves (Chandrasekaran et al., 2018).

Con el objetivo de acortar ain mas los tiempos y adaptarnos a las posibilidades de MALDI-TOF
MS, nos propusimos intentar la lectura de dichos antibiogramas simultaneamente a la
identificacion del microorganismo por MALDI-TOF MS (3-4 horas de incubacién). Con tan poco
tiempo, en muchos de los casos los halos de inhibicién no fueron interpretables (un 50,8%), si
bien fue muy dependiente del tipo de microorganismo: en un 72,2% la lectura fue posible para
los gram negativos (74,5% para enterobacterias, 57,1% para BGN-NF) por sélo un 16% para los
gram positivos (excepcion hecha de S.aureus, que si suele presentar un crecimiento suficiente
como para evaluar los halos de inhibicién -75%-). Chandrasekaran et al. (2018) estudia los
antibiogramas de gram negativos a las 6 horas de incubacion y los encuentra interpretables en
un 80,1% de los casos, mas para las enterobacterias respecto a los BGN-NF (E.coli un 83,8%,
P.aeruginosa un 7,6%), reafirmando de esta manera nuestros datos. Cuando la lectura del
antibiograma fue posible, nuestro porcentaje de error fue ligeramente superior (7,8% de
errores muy graves frente al 1,8-3%, 13,3% de errores graves frente al 2,8-25,4%)

(Chandrasekaran et al., 2018).

La conclusidn a la que llegamos es que, aunque la fiabilidad es mejorable, el antibiograma
rapido es extremadamente rentable en la mayoria de los microorganismos que causan
bacteriemias graves, como es el caso de los bacilos gram negativos y S.aureus. Con su
utilizacion se produce un incremento en la supervivencia (Barefanger et al., 1999), una
disminucién del tiempo necesario para la aplicacién de una adecuada terapia antibidtica
(Verroken et al., 2016), con cambios en el tratamiento antibidtico en el 28,1% de los casos
(Menon et al., 2016). También influye en una menor generacién de resistencias y en la

reduccion de costes (Barefanger et al., 1999).

Hay que tener en cuenta que el antibiograma rapido es menos util si no se dispone de la
identificacion del microorganismo (March Rossellé y Bratos Pérez, 2016), debido a las
resistencias intrinsecas de algunos de ellos, que no siempre pueden observarse en el

antibiograma. De ahi la importancia de combinarlo con la identificacion por MALDI-TOF MS.
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Objetivo 8: Evaluar RAPIDEC® CARBA NP como método diagndstico rapido de deteccion de

carba penemasas.

Existen otras tecnologias que pueden ser de ayuda en el manejo de las resistencias
antibidticas. Como parte de este trabajo, evaluamos un tipo de técnica colorimétrica basada
en principios bioquimicos—RAPIDEC® Carba NP-. Desde el afio 2012, en nuestro hospital, nos
encontramos con el creciente problema de los microorganismos gram negativos productores
de carbapenemasas (principalmente K.pneumoniae y E.cloacae). Representa un gran problema

a nivel mundial (el CDC en las “Amenazas de resistencia antibidtica 2013” clasifica la

resistencia a los carbapenemes en su categoria mas grave — amenaza urgente —) a distintos

niveles:

-Tratamiento, puesto que los antibiéticos carbapenémicos suelen ser la ultima o penultima
alternativa antibiética. Muchas de las opciones de tratamiento empirico en infecciones o

pacientes complicados pasan por la utilizacién de estos antibidticos.

-Diseminacién de resistencias, puesto que los genes que las codifican suelen estar situados en
elementos genéticos maviles que hacen que su propagacion intra- e interespecie sea posible e

incluso frecuente (Queenan y Bush, 2007).

Habitualmente, para la confirmacién de que un microorganismo es productor de
carbapenemasas el tiempo requerido desde la positividad del hemocultivo puede ser hasta de
48 horas, con el problema afiadido de que no puede ser recortado ni mediante la utilizacién de
MALDI-TOF MS ni mediante los antibiogramas disco-placa répidos, pues requiere de
procedimientos mas especificos y complejos (EUCAST. Deteccién de mecanismos de

resistencia).

Se realiza, en principio, a partir del microorganismo ya crecido en medio sdlido. Con el objetivo
de combinar estos resultados con la identificacién por MALDI-TOF MS, se realizé
simultdneamente a la identificacién rapida (3-4 horas). Se demostré que, en estas
circunstancias, su fiabilidad (sensibilidad y especificidad) es muy elevada (por encima del 95%),

de acuerdo con otras publicaciones (Hombach et al., 2015; Fernandez et al., 2016).

Teniendo en cuenta estos resultados, el hecho de que Carba NP permite detectar cualquier
tipo de carbapenemasa (al contrario que las técnicas de PCR, que detectan dianas concretas) y
gue ademas es mucho mas econdmico, su implantacidn en los Servicios de Microbiologia es
interesante, principalmente si la prevalencia de bacterias productoras de carbapenemasas es

elevada, como es en nuestro caso.
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FASE POSTANALITICA

Objetivo 9: Conocer la etiologia de las bacteriemias y su evolucién a lo largo de la década a

estudio.

En nuestro estudio los microorganismos gram positivos causaron mas bacteriemias que los
gram negativos, aunque a partir del ano 2013 esta tendencia empieza a cambiar y a partir de
2015 son éstos los mayoritarios. Numerosos estudios apoyan estos datos (Oriol et al., 2017;
Mikulska et al., 2013; Vincent et al., 2009) y atribuyen estos cambios al aumento de
resistencias en gram negativos y a la disminucidn del uso de catéteres vasculares. Estos dos
factores concurren en nuestro caso: comentaremos posteriormente el incremento de las
resistencias en gram negativos, mientras que el proyecto Bacteriemia Zero, iniciado en el
hospital en el afio 2012, tiene como objetivo la disminucién de las bacteriemias relacionadas

con el catéter.

Las fungemias se mantuvieron estables con los afios, algo que ya es conocido en el presente
siglo (Arendrup, 2013), y se demostraron ligeros cambios en la etiologia a nivel de especie, con
un aumento de las fungemias por C.parapsilosis, lo que concuerda con la bibliografia

consultada (Peman et al., 2012).

Las bacteriemias por microorganismo anaerobios estrictos no presentaron grandes variaciones
en la década. Representaron sélo entre el 1,4% vy el 2,4% del total de las mismas, muy por
debajo de lo registrado en nuestro mismo hospital en la década de los 80, que fue del 5,4%
(Vazquez et al., 1994). Es conocido el descenso de la incidencia por bacterias anaerobias en los
afios 90 (Rosenblatt, 1997), mientras que ya en épocas mas recientes una mayoria de estudios

las considera estables (Vena et al., 2015). Estas dos afirmaciones reafirman nuestros hallazgos.

Las bacteriemias mixtas significaron de manera constante un 10% del total. En la literatura los

valores son similares (una revisiéon de Reimer et al. (1997) las situa entre el 6% y el 18%).

En lo que se refiere a agentes etioldgicos concretos, en nuestro estudio los mayoritarios son
similares a los descritos en la literatura en nuestro entorno (Rodriguez Diaz et al., 2017).
S.epidermidis y E.coli fueron los mas frecuentes, presentes cada uno en un 20% de las
bacteriemias, seguidos por otros estafilococos (tanto coagulasa negativa como S.aureus),

P.aeruginosa, K.pneumoniae, E.faecalis, S.pneumoniae, E.faecium, E.cloacae y A.baumannii.

S.epidermidis y E.coli estan presentes como agentes etioldgicos de bacteriemia con tanta

asiduidad debido a causas muy diferentes. S.epidermidis suele ocasionar bacteriemias
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relacionadas con el catéter, al ser un colonizante habitual de la piel, lo que le convierte en el
mayor agente de bacteriemia de origen nosocomial (Cisneros-Herreros et al., 2007). Por otra
parte, E.coli suele ocasionar bacteriemias con foco urinario o intraabdominal, y es el principal

causante de bacteriemia de origen comunitario (Cisneros-Herreros et al., 2007).

A lo largo de los 10 aiios se produjeron los siguientes cambios:

a) Disminucion de S.epidermidis. Principal bacteria gram positiva implicada en las bacteriemias,
su descenso y la justificacion del mismo a partir de 2013 (pasa de ocasionar el 22,6% del total
de bacteriemias a menos del 15%) coincide con la incorporacion de nuestro hospital al

proyecto Bacteriemia Zero.

b) Incremento en el porcentaje de bacteriemias por E.coli, probablemente vinculado con el
envejecimiento paulatino de la poblacidn, pues se sabe que la incidencia de bacteriemia por

E.coli aumenta con la edad (Siegman-Igra et al., 2002).

c¢) Las bacteriemias por K.pneumoniae suben de manera muy significativa, favorecidas por la
aparicidon de multirresistencias, que lo han convertido en patégeno nosocomial ademas de

comunitario.

d) Lo mismo ocurre con E.cloacae; ademas del desarrollo de multirresistencias, ha aumentado
con el descenso de A.baumannii, ocupando parcialmente el espacio dejado por el mismo en el

Servicio de Medicina Intensiva.

Todos estos comentarios coinciden con el incremento de bacteriemias por enterobacterias

descrito en la literatura (Oriol et al., 2017; Mikulska et al., 2014; Vincent et al., 2009).

e) A.baumannii es considerado como un patdégeno fundamentalmente nosocomial (Cisneros-
Herreros et al., 2007). En nuestro hospital ha tenido siempre una gran relevancia, con un alto
porcentaje de pacientes colonizados e infectados (pacientes de larga estancia, especialmente
en Medicina Intensiva), ademas de ser extremadamente resistente a los antimicrobianos.
Durante el afio 2012 se empezaron a tomar medidas en dicho servicio para tratar de
erradicarlo y a partir del afio 2015, aprovechando el cambio de hospital, ese objetivo se

consiguié casi totalmente, como se puede observar en las cifras del ultimo afio.

f) S.aureus, P.aeruginosa, E.faecalis, E.faecium y S.pneumoniae mantuvieron una frecuencia

estable a lo largo de los diez anos del estudio.
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Mas a largo plazo, si comparamos este patrén etioldgico con lo publicado por Vazquez et al.

(1994) sobre los afos 80, podemos apreciar de manera destacada lo siguiente:

-Aumento muy acusado del porcentaje de bacteriemias por ECN (mas del doble), y mas

discreto de E.coli, P.aeruginosa, E.faecium y de las fungemias.

-Disminucidn del porcentaje de enterobacterias distintas de E.coli y K.pneumoniae, y de

S.aureus, asi como de Neisseria meningitidis y Haemophilus spp.

Respecto a la influencia de la edad en la etiologia, ya en los afios 80 se relacionaban las
bacteriemias con las edades extremas de la vida (Weinstein et al., 1983). Esto continuda siendo
asi en la actualidad (Sinha et al., 2018). En nuestro estudio, el rango de edad mas afectado
fueron los mayores de 65 afos. Si bien es cierto que en los pacientes pediatricos, en general,
las bacteriemias fueron muy poco frecuentes ocurrioé lo contrario en los recién nacidos, lo que

apoya la teoria de las edades extremas. Conclusiones relevantes fueron:

a) Las bacteriemias por E.coli aumentan significativamente con la edad. Esto ya estaba descrito
en los afios 80 (Weinstein et al., 1983) para los gram negativos en general. Bou-Antoun et al.

(2016) lo describen muy recientemente para E.coli en un estudio multicéntrico.

b) S.epidermidis es mucho mas frecuente en menores de quince afios (31,6% frente al 21% en
el total). Esto se apoya mayoritariamente en las bacteriemias nosocomiales en Neonatologia
(apenas hay bacteriemias en Urgencias de Pediatria). En la literatura esta descrito que la gran
mayoria de este tipo de infecciones estan causadas por ECN con origen en el catéter (Pérerz-

Lépez et al., 2013), como es nuestro caso.

¢) También es significativa una incidencia muy superior en edad pediatrica para E.faecalis (el
doble respecto a su incidencia global), E.cloacae y S.pneumoniae. Se han publicado datos

similares (Irwin et al., 2015).

d) Por el contrario, A.baumannii y P.aeruginosa estan practicamente ausentes en pediatria.
Suelen ser patégenos nosocomiales y en los pacientes pediatricos la gran mayoria de estas
infecciones estan causadas por ECN, siendo el resto de microorganismos muy minoritarios

(Pérerz-Lopez et al., 2013).

e) S.aureus presentd una ligera relacidn con la edad entre 15 y 65 afios. Algunos estudios lo

asocian con picos en edades entre 20-30 afos y mayores de 65 (Bryan, 1989).

f) K.pneumoniae no presentd asociacion significativa con la edad.
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g) E.faecium presenta un nimero significativamente bajode bacteriemias en los rangos de
edad extremos del estudio, de manera muy significativa. Parece que se complementa con
E.faecalis, cuyo comportamiento es exactamente a la inversa, con menor porcentaje de
bacteriemias en el rango intermedio de edad. En la literatura no hay apenas referencias al
respecto, y las que comparan las dos especies no encuentran estas diferencias (Tedim et al.,

2015).

Respecto al sexo, se aprecia de manera significativa un mayor nimero de bacteriemias en
varones (en nuestro caso, ademas, la diferencia a lo largo de los afios se va haciendo mas

acusada), lo que es conocido y esta publicado (Uslan et al., 2007).

S.epidermidis y E.coli se aislan en mayor porcentaje en mujeres, mientras que en hombres lo
hacen S.aureus y P.aeruginosa, y en los ultimos afios K.pneumoniae. La relacion del sexo con la
etiologia es estudiada por varios autores (Uslan et al., 2007; Moon et al., 2014). Observaron
como E.coli predomina en mujeres, pero no S.epidermidis (como es nuestro caso), y el resto

de microorganismos en hombres.

A nivel de estacionalidad, el nimero de bacteriemias confirmadas fue estable en funcidn del
mes; hubo un mayor nimero de sospechas de enero a mayo (invierno-primavera), en relacion

con el mayor nimero de casos de patologia respiratoria en esa época.

Respecto a microorganismos concretos, hay cierta estacionalidad relacionada con el tipo de
patologia origen de la bacteriemia. En los meses de invierno, con predominio de las infecciones
respiratorias, hay un aumento de S.pneumoniae, mientras que en los meses de verano
encontramos un incremento de bacteriemias por E.coli. Esto es habitual y se refleja en
numerosos estudios, tanto antiguos (Weinstein et al., 1983) como recientes (Gradel et
al.,2016; Al-Hasan et al., 2009). A.baumannii no presenta estacionalidad en nuestros datos; en
la literatura algunos autores la asocian al verano (Eber et al., 2011; McDonald et al., 1999). El
mismo autor (Eber et al., 2011) ve disminucion de Enterococcus spp. en verano. En nuestra

serie no se observa este patroén.

La etiologia varia en funcién del servicio solicitante, debido al diferente tipo de pacientes y
principalmente a los diferentes focos infecciosos relacionados. Algunos servicios manejan
principalmente bacteriemias de origen comunitario (Servicio de Urgencias Generales) mientras
las bacteriemias nosocomiales se suelen concentrar en los Servicios de Medicina Intensiva
(EPINE 2017). De manera general, esta descrito (Cisneros-Herreros et al., 2007) que en las

bacteriemias comunitarias predominan las bacterias gram negativas, S.aureus y S.pneumoniae,
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mientras que en las bacteriemias nosocomiales lo mas habitual son las bacterias gram

positivas.

Nuestros hallazgos corroboran estas afirmaciones. En Medicina Intensiva destacaron
S.epidermidis y P.aeruginosa, como también se comenta en la literatura (Wisplinghoff et al.,
2004) y tienen lugar la mayoria de bacteriemias por A.baumannii (también es conocido)
(Garnacho-Montero et al., 2015). En otros servicios que atienden a pacientes graves y en los
que se originan bacteriemias nosocomiales como consecuencia del uso de catéteres, como son
Hematologia y Neonatologia, S.epidermidis fue, con mucha diferencia, el microorganismo mas

frecuente.

En el resto de servicios el microorganismo mas usual fue E.coli, como causante de bacteriemias
de origen urinario o intraabdominal, y fundamentalmente comunitarias (patologias atendidas

en Urgencias Generales, Digestivo y Urologia).

Como excepciones nos encontramos el Servicio de Nefrologia, donde S.aureus es el
microorganismo mas prevalente. Esto es debido a las infecciones del catéter de hemodidlisis
(tunelitis), donde S.aureus iguala o incluso supera en incidencia a los ECN (Farifias et al, 2008).
En Urgencias de Pediatria, servicio con un nimero de bacteriemias muy bajo, destaca
S.pneumoniae debido a lo habitual de la patologia respiratoria en estos pacientes (Irwin et al.,

2015).

Dentro del género Enterococcus, E.faecium esté presente de una manera mas acusada en los
Servicios de Hematologia y Digestivo respecto a los demds. Por un lado, debido a su elevado
perfil de resistencia antibidtica es un microorganismo habitual en pacientes multitratados
(Hematologia); por otro lado estd descrito (Billington et al., 2014; Pinholt et al., 2014) que en
las infecciones con foco en el tracto gastrointestinal (Digestivo) predomina frente a E.faecalis,

que hace lo propio en el foco genitourinario.
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Objetivo 10: Estudiar los patrones de resistencia de dichos microorganismos y su evoluciéon

alo largo de los 10 aios.

La instauracidn de un tratamiento antibidtico correcto es la medida, dentro del manejo del
paciente, que mas disminuye la mortalidad (Sinha et al., 2018), ademds de reducir los tiempos
de estancia hospitalaria, el gasto en antibidticos y la aparicién de resistencias (Orsi et al.,
2015). En la actualidad, los fendmenos de multirresistencia bacteriana son un fendmeno muy
frecuente (Bhattacharya, 2013), lo que dificulta enormemente su eleccidn, principalmente en

las infecciones nosocomiales (Cisneros-Herreros et al., 2007).
Es importante tanto el tratamiento empirico como el dirigido:

-El tratamiento empirico se establece sin conocer cudl es el microorganismo causante de la
bacteriemia ni su patrén de sensibilidad antibiética. Para poder ajustarlo lo maximo posible es

por tanto necesario tanto conocer la etiologia, como los patrones de resistencia.

-El tratamiento dirigido es aquél en el cual ya se conoce tanto el microorganismo responsable
del cuadro clinico como su sensibilidad antibidtica. Es un tratamiento que por tanto ya esta

optimizado en las guias clinicas en lo que respecta al antibiético, la dosificacién y la duracidn.

Desde el Servicio de Microbiologia se contribuye a una eleccién correcta de los tratamientos
empiricos con un mayor conocimiento de la etiologia, de los patrones de resistencia locales y
de su evolucién a lo largo del tiempo. Hay que tener en cuenta que las resistencias
antimicrobianas para cada microorganismo dependen fundamentalmente del factor
geografico; puede haber diferencias enormes en las tasas de resistencia en funcion del pais en
el que nos encontremos, entre hospitales de la misma region e incluso intrahospitalarias (Calvo

Montes et al., 2014).
A lo largo de la década pudimos apreciar lo siguiente:

a) El nivel de resistencias detectado en las cepas de nuestro hospital es, en general, alto. Las
resistencias en gram positivos se mantuvieron estables, mientras que en gram negativos
aumentaron considerablemente. Comparado con lo hallado en nuestro mismo entorno hace
30 afos (Vazquez et al., 1994), el porcentaje de cepas resistentes en la actualidad es muy
superior independientemente del microorganismo. A nivel mundial, en la actualidad, se puede
apreciar variabilidad en las tasas de resistencia, siempre siendo elevadas (Mikulska et al., 2014;
Montassier et al., 2013), e incrementandose principalmente en gram negativos (Vasoo et al.,

2015). En otros estudios en Espafia (Cantdn et al., 2011), se pueden observar resultados
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similares: alta resistenciay aumento de la misma en gram negativos. Esta apreciacidn general
es consecuencia de que los elementos genéticos responsables de dichas resistencias son mas

facilmente transmisibles en el caso de bacterias gram negativas (Bhattacharya, 2013).

b) El porcentaje de cepas de S.aureus resistentes a meticilina se mantuvo estable -alrededor
del 30%-, en rangos similares a lo encontrado en la literatura espaiola (Vindel et al., 2009,
Trevifio et al., 2015) y sin aparicién de resistencias a vancomicina, linezolid o daptomicina, las
ultimas alternativas de tratamiento. Hubo muy pocas cepas sensibles a penicilina; en los afios

90 del siglo pasado las tasas de resistencia ya superaban el 90% (Lowy, 1998).

Respecto a S.epidermidis, en la literatura consultada las tasas de resistencia a oxacilina suelen
ser elevadas, entre el 50 y el 80% (Garcia de la Maria et al., 2015; Mikulska et al., 2014), en
general inferiores a las nuestras (alrededor del 80%). Hemos empezado a encontrar
resistencias a linezolid, en casi el 15% de las cepas, lo que ya se refleja en la literatura (Baos et

al., 2013).

En Enterococcus spp. también destacé la aparicion de resistencias a linezolid, descritas ya hace

tiempo a nivel mundial (Ross et al., 2011).

Para S.pneumoniae no se apreciaron cambios en los niveles de resistencia. Si nos referimos a la
penicilina, incluso las resistencias disminuyeron a partir de 2008. Sin embargo, esto es
atribuible principalmente a cambios en los puntos de corte por parte del CLSI en dicho afo

(Al-Waili et al., 2013).

¢) En gram negativos, se ha producido un incremento preocupante de las resistencias en estos
diez afios con un incremento notable de las cepas productoras de BLEEs y la aparicién y
diseminacién de las productoras de carbapenemasas. Se produjo también un incremento de
las resistencias a otros antimicrobianos, en muchos de los casos asociadas a las anteriores pues

se pueden transmitir en los mismos elementos genéticos moéviles (Vasoo et al., 2015).

En el caso de E.coli se produce un incremento en los primeros afios del estudio de las cepas
productoras de BLEEs, refrendado en la bibliografia consultada (Angel et al., 2009). Respecto a
los demas antibidticos, las tasas de resistencia se han mantenido relativamente estables, y no

han aparecido cepas productoras de carbapenemasas.

K.pneumoniae es el microorganismo que mayores problemas ha generado a nivel de

resistencias en la Ultima década. Se produjo un gran aumento de cepas productoras de BLEEs y
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aparicion de productoras de carbapenemasas (Oteo et al., 2014; Chong et al., 2018). En

nuestro caso, mayoritariamente se tratd de carbapenemasas OXA-48.

Respecto a E.cloacae, sus tasas de resistencia se han incrementado de manera significativa,
principalmente para las cefalosporinas de tercera generacidn (representadas por la cefotaxima
en resultados). También aparecieron cepas productoras de carbapenemasas del tipo OXA-48,

como también comentan otros autores (Oteo et al., 2014).

P.aeruginosa repite la tendencia que hemos visto anteriormente. Aumento de la resistencia,
en este caso a los carbapenémicos y aminoglucdsidos. En una revision muy reciente (Mikulska

et al., 2014) se encuentran tasas muy similares de resistencia a carbapenemes (44%).

Para A.baumannii la situacién se ha mantenido estable: desde principio del estudio las cepas

fueron multirresistentes, habitualmente sélo sensibles a colistina, y asi se han mantenido.

Como comentamos previamente, la microbiota puede ser variable incluso entre Servicios del
mismo hospital (Cisneros-Herreros et al., 2007), por lo que resulta interesante estudiar a este
nivel tanto las resistencias como su evolucidn. La limitacién con la que nos encontramos es que
el nimero de aislados requeridos para hacer un estudio de resistencias valorable es de 30
anuales (Calvo Montes et al., 2014); nosotros lo redujimos a 15 para poder realizar un estudio
un poco mas amplio. Aun asi, esto se pudo realizar Unicamente para servicios y
microorganismos puntuales. En general no se observaron diferencias respecto a las tendencias
ya comentadas: estabilidad en gram positivos, y aumento de resistencias en gram negativos; si
destacaron S.epidermidis en Medicina Intensiva y S.aureus en Medicina Interna al presentar

cepas aln mas resistentes que el promedio general.

Durante 2016 quisimos comparar la resistencia de los aislados obtenidos en el Servicio de
Urgencias Generales frente a los del resto del hospital. El fundamento es comparar cepas
comunitarias con nosocomiales de manera tentativa, basados en el hecho de que en el Servicio
de Urgencias los aislados son en su mayoria de origen comunitario mientras que en el resto del
hospital los aislados puede ser de origen comunitario, pero es muy posible que sean de origen
nosocomial. Se sabe, desde hace muchos afios, (McGowan et al., 1989) que la microbiota
nosocomial puede presentar mayores resistencias que la comunitaria. En nuestro caso, esto

Unicamente fue significativo para S.epidermidis (no para E.coli, S.aureus y S.pneumoniae).
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Objetivo 11: Evaluar la influencia de los cambios tecnolégicos habidos en el laboratorio en

los tiempos de respuesta de emision de informes de resultados.

De nada sirven las mejoras diagndsticas comentadas en las fases preanalitica y analitica, con
las que se pueden conseguir resultados mas fiables y rapidos, si dicha informacién no llega al
clinico responsable del paciente a tiempo y supone una mejora en el manejo del mismo. Por
ello evaluamos lo que los avances ya analizados supusieron a nivel del tiempo de respuesta
necesario para proporcionar informacion sensible, comparando los algoritmos de trabajo antes

y después de la aplicacion de los cambios sefialados.

La informacidn fue facilitada con una ganancia de tiempo muy importante con los nuevos
algoritmos de trabajo, principalmente la identificacion del agente causal de la bacteriemia
(entre 10 y 30 horas de mejora), pero también el antibiograma, con mas de cinco horas de
reduccion. Esta disminucion en el tiempo necesario para informar el antibiograma se debe a su
asociacién con MALDI-TOF MS, pues como acabamos de comentar ambas informaciones son
necesarias y complementarias, e idealmente deberian ser simultadneas. En la literatura hay
descritos estudios similares al nuestro, en los que se consiguen mejoras de 18 horas para la
identificacion y de 12 horas para la susceptibilidad antibiética (Verroken et al., 2016). Con ello
podemos concluir que el trabajo de mejora realizado en el Servicio de Microbiologia tuvo un
reflejo real en el manejo de la sepsis; lo que teniendo en cuenta la gravedad de dicha patologia
y lo fundamental de los tiempos de respuesta en la misma es un buen punto de partida de cara

al futuro.

Un futuro en el que, combinando las nuevas tecnologias, como MALDI-TOF MS y las basadas
en la PCR (el panel de PCR multiple FilmArray de Sepsis acaba de ser aprobado para su uso en
el hospital), y las mejoras en los flujos de trabajo (trabajar 24 horas los hemocultivos
realizando identificaciones y antibiogramas tiene unas repercusiones muy positivas -Eveillard
et al., 2010-) y en la fase preanalitica esperamos contribuir a un mejor manejo de la sepsis,

disminuyendo los costes y principalmente la mortalidad de los pacientes con esta patologia.
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10.

11.

12.

Las solicitudes de estudio de bacteriemia se han incrementado un 17% en la ultima
década, aumentando en poblacién adulta y disminuyendo en la poblacidn pediatrica.
El incremento del tiempo de procesamiento de las muestras no se relaciond con una
disminucién de la recuperacién de hemocultivos positivos para periodos de tiempo
inferiores a 18 horas.

El porcentaje de resultados positivos del hemocultivo (15,2%) estuvo en los rangos
habituales conocidos, y fue ligeramente superior en hombres y en pacientes de mas de
65 afnos.

El porcentaje de hemocultivos contaminados en nuestro hospital (8,4%) estuvo muy
por encima de los estandares maximos recomendados, lo que supone una gran
oportunidad de mejora a nivel clinico y econdmico.

El cambio de incubador supuso menos falsos positivos, pero no aumenté la
sensibilidad ni redujo los tiempos de respuesta.

El estudio del tiempo de positividad del hemocultivo en combinacién con la tincién de
Gram facilito la realizacién de algoritmos diagndsticos muy utiles. El punto de corte de
12 horas permitio distinguir entre bacteriemias verdaderas y contaminaciones y
orientar acerca del microorganismo causante de la bacteriemia.

La identificacién de los microorganismos por MALDI-TOF MS fue mas rapida y fiable
que la realizada por métodos tradicionales, incluso con muy pocas horas de incubacion
del microorganismo.

Los antibiogramas directos de lectura rapida fueron interpretables y fiables
principalmente para enterobacterias.

RAPIDEC® CARBA NP se demostré como un buen método para la deteccién de
carbapenemasas, rdpido y con un 95% de sensibilidad y 100% de especificidad.

La mayoria de las bacteriemias tuvieron lugar o fueron atendidas en los Servicios de
Medicina Intensiva, Hematologia, Medicina Interna, Urgencias Generales y Digestivo,
como cabia esperar puesto que atienden a pacientes mas graves o proclives a
infecciones.

Las bacteriemias fueron mas frecuentes en hombres y en pacientes de mas de 65 afios,
y no se relacionaron con el mes de peticion. Fueron infrecuentes en poblacion
pediatrica, principalmente en los nifios atendidos en Urgencias de Pediatria,
exceptuando en los pacientes neonatos.

Los microorganismos que se aislaron con mayor frecuencia fueron S.epidermidis y
E.coli. A'lo largo de los 10 afios, se produjo un descenso significativo de las

bacteriemias por gram positivos y también por A.baumannii, coincidiendo con el
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13.

14.

aumento de los miembros de la familia Enterobacteriaceae, principalmente E.coli,
K.pneumoniae y E.cloacae.

Las resistencias antibidticas mostraron un ascenso en las bacterias gram negativas, en
base al gran aumento de las BLEEs en E.coli y K.pneumoniae, a la aparicion de las
carbapenemasas en K.pneumoniae y E.cloacae, y a la disminucidn de la sensibilidad a
carbapenémicos en P.aeruginosa. En cambio, en gram positivos se han mantenido
estables, siendo lo Unico resefiable la aparicion de resistencias a linezolid en
S.epidermidis y Enterococcus spp.

Las innovaciones tecnoldgicas habidas en el laboratorio, junto con los cambios en los
flujos de trabajo asociados a las mismas, han supuesto una reduccidon muy sustancial
de los tiempos de respuesta, contribuyendo con informaciones mas rapidas (entre 5,3

y 33,2 horas) y fiables al manejo de los pacientes con sepsis.
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Identification of the etiologic agent and rapid establishment of ap-
propriate antimicrobial therapy are essential to increase the survival
rate of patients with sepsis [1,2]. Several methods have been developed
aimed at the prompt identification of bacterial pathogens and definition
of their antimicrobial susceptibility directly from positive blood culture
bottles. MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectrometry) can be used for rapid identification
of bacteria in positive blood cultures [3,4].

Gram negative bacilli, particularly species belonging to Enterobacte-
riaceae, are among the most common causative agents of sepsis [2,5].
Carbapenemase-producing Enterobacteriace have emerged in recent
years, compromising the traditional therapeutic arsenal [6]. According-
ly, rapid detection of this type of resistance is essential to implement
early and effective treatment and to establish infection prevention and
control measures to limit the spread of resistant microorganisms [6].

Several methods have been proposed for the rapid detection of
carbapenemases. Some molecular methods have been validated to be
applied directly to clinical specimens, but they are expensive and re-
quire specialized personnel [7,8]. Other methods involve bacterial
growth, delaying diagnosis at least 18-24 h [7,8]. Recently, the Carba
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NP test, based on phenotypic detection of carbapenemases, has been
evaluated directly on blood cultures, showing excellent results [9].

The aim of this study was to evaluate a protocol applicable to the
routine work of clinical microbiology laboratories, both for the rapid
identification of Enterobacteriaceae and also for the prompt detection
of carbapenemase-producing isolates in positive blood cultures, by
combining MALDI-TOF MS with the Carba NP test after four hour sub-
culture in Mueller Hinton.

Over a three month period (June-August 2015), all blood cultures
recovered in a Spanish hospital (Central University Hospital of Asturias),
which were positive for Gram negative bacilli by Gram staining, were
included in the study. A single specimen per patient was studied, except
when a period of at least one week had passed since the last positive cul-
ture. With these criteria, a total of 149 samples from 137 patients were
selected, of which 122 were positive for Enterobacteriaceae, with 110
corresponding to monomicrobial cultures.

Blood cultures were performed as part of routine clinical practice
using the Plus Aerobic/F Blood Culture Plastic Bottles and the BD
BACTEC FX system (Becton Dickinson, Sparks, Maryland, USA). After
subculture, bacterial identification was done with the MicroScan Sys-
tem (MicroScan; Beckman Coulter, CA, USA), which was also applied
for determination of the minimal inhibitory concentrations (MIC) to a
panel of 21 antimicrobials. The modified Hodge and Carba NP tests [8],
were applied for phenotypic detection of carbapenemases in all entero-
bacterial isolates non-susceptible to ertapenem and/or imipenem. The
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presence of genes responsible for carbapenemase production was con-
firmed by Carba-R Xpert PCR (Cepheid, Sunnyvale, CA) following the
manufacturer's instructions.

In parallel, and as an objective of the present study, eight drops
(~200 pL) of each of the selected positive blood culture bottles contents
were inoculated on two Mueller-Hinton plates (MH; Becton Dickinson,
Sparks, MD) and incubated at 37 °C in a CO, atmosphere for 4 h. Then,
MALDI-TOF MS (Microflex™; Bruker Daltonik GmbH, Bremen Germa-
ny) was applied to the bacterial growth. The Carba NP test was per-
formed on all bacteria identified as Enterobacteriaceae using as much
inoculum as possible from the two MH agar plates. In cases in which
there was disagreement between the MALDI-TOF MS identification
and the routine identification, PCR amplification of the gene encoding
16S ribosomal RNA and subsequent sequencing was performed as pre-
viously described [10].

As shown in Table 1, a total of 110 isolates were directly identified
from monomicrobial cultures. The MALDI-TOF MS identification
after four hour incubation coincided with results obtained with
MicroScan for all isolates except three. A single isolate identified as
Citrobacter braakii by MALDI-TOF MS was identified as Citrobacter
freundii by the MicroScan system, and two isolates from the same
patient identified as Pantoea dispersa by MALDI-TOF MS, were
assigned to Enterobacter agglomerans by the MicroScan after the
MH subculture. The same MALDI-TOF MS results were obtained
from blood culture bottles and pure isolates. Subsequent sequencing
of the 16S rDNA confirmed the former as C. freundii and the latter as

Table 1
Direct bacterial identification and carbapenemase detection in blood subcultures using
MALDI-TOF MS and the Carba NP test in comparison with alternative methods.

N MALDI MicroScan rRNA 16S H/Carba Carba OXA-48
TOF-MS? identification PCR NP© NP? PCRY

1  C braakii C. freundii C —/— — NA

freundii

4 E. aerogenes E.aerogenes NA® —/— — NA

2 E.cloacae E. cloacae NA —/— - NA

59 E. coli E. coli NA —/—= - NA

3 K oxytoca K oxytoca NA —/— — NA

13 K K. pneumoniae NA —/— — NA
pneumoniae

7 K K. pneumoniae NA +/+ + +
pneumoniae

1 K K. pneumoniae NA +/+ — +
pneumoniae

6 M. morganii M. morganii NA —/— — NA

2 P dispersa® E.agglomerans P. —/— — NA

dispersa

5  P.mirabilis  P. mirabilis NA —/— — NA

6 S S. marcescens NA —/— - NA
marcescens

1 S S. marcescens NA +/+ + +
marcescens

1 E. aerogenes E.aerogenes,E. NA —/— — NA

faecium

1 E cloacae E. cloacae, E. faecalis ~ NA —/— — NA

1 E coli E. coli, E. faecium NA —/— — NA

1 E coli E. coli, P. mirabilis NA —/— — NA

2 E coli E. coli, CoNS NA —/— — NA

1 E coli E. coli, A. baumanii NA —/— — NA

1 E coli E. coli, E. faecalis NA —/— — NA

2 E coli E. coli, K. pneumoniae  NA —/— — NA

1 K K. pneumoniae, E. coli, NA +/+4 + +¢
pneumoniae E. faecalis

1 M. morganii M. morganii, B. fragilis NA —/— — NA

N, number of isolates; CoNS, coagulase-negative staphylococci, not identified for being
considered as contaminants; —, negative result; +, positive result; NA, not applicable.

2 MALDI-TOF MS and Carba NP performed after 4 h of incubation.

b Isolates belonging to the same patient.

¢ Results of the Hodge (H) and Carba NP tests.

4 PCR performed in isolated colonies of all enterobacteria displaying increased MICs to
imipenem and/or ertapenem.

€ Hodge test, Carba NP test and PCR positives in K. pneumoniae isolate.

P. dispersa. Twelve mixed blood cultures were also analyzed but,
after four hour incubation, only one of the bacterium could be iden-
tified by MALDI-TOF MS in each case.

Concerning carbapenemase detection, 10 isolates (nine Klebsiella
pneumoniae and one Serratia marcescens) showed increased MICs to
at least one of the test carbapenems. All of them gave a positive result
when analyzed with the modified Hodge and the Carbs NP tests, and
the presence of the blaoxa_4s gene was revealed by PCR. The Carba NP
test performed on blood culture bottles after MH subculture was
positive in nine out of 10 instances (Table 1). Bacterial identification
and carbapenemase detection according to the aforementioned
protocols were also applied to a collection of 19 previously
characterized Enterobacteriaceae, belonging to eight species and
producing diverse carbapenemases (OXA-48, KPC, VIM or NDM).
For each bacterium, vials containing 10 mL of sterile total human
blood were inoculated with 10> CFU (colony forming units),
prepared as previously reported [9]. After four hour incubation in
MH, all were accurately identified by MALDI-TF MS and, indepen-
dently of the enzyme, all tested positive with the Carba NP (Table 2).

The protocol studied herein is economical, simple and effective.
Other methods for bacterial identification from spiked-blood culture
have been proposed, but they are not always practical for routine use
in clinical microbiology laboratories, since they include numerous
steps of washing and centrifugation, and sensitivity may be
suboptimal [11,12]. A limitation of this study was the MALDI-TOF
MS bacterial identification in mixed blood cultures, which still
remains problematic as previously reported [11]. Also, the
discrepancies in the identification of C. freundii and P. dispersa
between MALDI-TOF MS and traditional methods based on
biochemical tests, have been previously reported [13,14].

Regarding the Carba NP, the method here presented provides
results in about the same time (4 h) as the protocol described by
Dortet et al. [9] Unlike the latter, the incubation in enriched media,
centrifugation and washing steps are unnecessary, making its
performance considerably easier, and values of 96.5% sensitivity
and 100% specificity were achieved. The negative result obtained
for a single OXA-48 producer could be due either to insufficient
inoculum or to occasional failures of the Carba NP test in detecting
this enzyme [7,9].

In conclusion, the implementation of this protocol in clinical
microbiology laboratories could contribute to an improvement in
the early management of sepsis and to establish infection prevention
and control measures to prevent the spread of carbapenemase-pro-
ducing Enterobacteriaceae in hospitals.

Table 2

MALDI-TOF MS identification and Carba NP test results after four hour incubation of
carbapenemase-producing Enterobacteriaceae isolates artificially inoculated in blood cul-
ture vials.

N Species MALDI-TOF Carbapenemase Carba
MS NP

3 K. K. pneumoniae VIM +
pneumoniae

1 K. K. pneumoniae NDM +
pneumoniae

1 K. K. pneumoniae KPC +
pneumoniae

1 E. aerogenes E. aerogenes KPC +

1 E. asburiae E. asburiae KPC +
K. K. pneumoniae OXA-48 +
pneumoniae

3 E. coli E. coli OXA-48 +

2 S. marcencens S. marcencens OXA-48 +

1 K. oxytoca K. oxytoca 0OXA-48 +

1 E. cloacae E. cloacae OXA-48 +

1 C. koseri C. koseri 0OXA-48 +

N, number of isolates.
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IDENTIFICATION AND ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITY OF POSITIVE
BLOOD CULTURES AFTER A 3 HOURS SUBCULTURE
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BACKGROUND

One of the critical factors in reducing mortality of bacteremia is the
speed in obtaining the identification and susceptibility of the
microorganism. MALDI-TOF/MS technology has achieved significant

reduction in the time necessary for identification, but without the

antibiotic susceptibility information. This can be solved in several
ways, one of which is the realization of disk diffusion susceptibility
testing methods from positive blood cultures making the reading of

them as soon as possible.

MATERIAL AND METHODS

In our hospital (a tertiary hospital in northern Spain), from January 1st
to October 31th of 2015, microorganisms causing bacteremia were
studied. Bacterial growth was detected with the BACTEC Plus
Aerobic/Anaerobic system (BD®) and then were subcultured and disk
diffusion antimicrobial susceptibility testing method was performed. In
the case of Gram+, 7 antibiotics were tested and in the case of Gram-,
14 antibiotics.

Identification by MALDI-TOF/MS (Bruker Daltonik GmbH®) and

reading of susceptibility testing method was performed, if possible, 3
hours after inoculation.
Results were compared with those obtained by conventional methods

(MicroScan WalkaAway Beckman Coulter®) to assess the reliability of

MALDI-TOF and disk diffusion antimicrobial susceptibility testing

method as predictors for identification and antimicrobial susceptib

RESULTS

In the study period, 183 microorganisms responsible for
episodes of bacteremia were studied.. Identification results

are shown in Table 1.

IDENTIFICATION BY MALDI-TOF (3 h.)

TOTAL CORRECT

ISOLATES "uUOmm."Mm_._M ATION IDENTIFICATION %

STUDIED (GENUS LEVEL)
Gram- 108 101 101 93.5
Gram+ 75 71 71 94.7
TOTAL 183 172 172 94.0

Of these 172 matching identification to genus level was
complete (172/172); at the species level was 94.2%
(162/172), 63/71 in Gram+ and 99/101 in Gram-.

The susceptibility testing could be read at 3 hours in
47.5% of cases (87/183). Results are shown in Table 2.

SUSCEPTIBILITY TESTING (3 h.)
SUSCEPTIBILITY

TOTAL  restinG

ISOLATES %

S POSSIBLE TO

READ

Gram - 108 A 722
Enterobacteriaceae 94 70 74.5
zo:.ﬁmaam.imﬁzm 14 8 57.1
Gram- baci
rams 75 G 12 II._.m_o_m 2
Staphylococcus 3 5 62.5
aureus.
nommc_mmm.:m.mmﬁzm 23 4 17.4
staphylococci
Enterococci 18 0 ©
Streptococci 20 0 ©
Other
microorganisms 6 0 0
Gram+
TOTAL 183 87 475

The susceptibility was identical in 56/87 cases (64.4%), 48/78 in

Gram- and 8/9 in Gram+. In the 31 different susceptibilities the
differences were minimal, mostly (23/31) in a single antibiotic

without clinical consequences for the patient.

CONCLUSIONS

Staphylococcus aureus.

*MALDI-TOF/MS enables very reliable identification of microorganisms responsible for bacteremia in only 3h.
*The combination with a disk diffusion susceptibility testing method allows in 3h. antibiotic susceptibilities in Gram-

microorganisms with a high degree of reliability; in Gram+ usually growth in 3h. is insufficient, with the exception of
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CLINICAL RELEVANCE OF THE STUDY OF THE POSITIVITY TIMES

OF BLOOD CULTURES
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BACKGROUND

Bacteremia is a very important disease that causes high
mortality. Microbiological diagnostic methods are based on blood
culture, posing the problem that they are not always represent a true
positive bacteremia because contamination thereof are possible. The
study of the time to positivity of blood cultures can be used to
distinguish between positive and contaminated blood cultures, as well

as guidance on the causative microorganism.

MATERIAL AND METHODS

In our hospital (a tertiary hospital in northern Spain), during 1
year (July 2013-June 2014) times to positivity of blood culture bottles (2
blood culture bottles: Plus Aerobic / F and Plus Anaerobic / F BD®)
were studied. BACTEC9240 automatic incubator (BD®) was used. The
maximum incubation period of blood cultures was 5 days. These times
to positivity was subsequently correlated with the microorganism
identified by conventional techniques (MicroScan WalkAway Beckman
Coulter®). The coagulase-negative staphylococci and viridians-group
streptococci were considered contaminants and are not identified to
species level if not detected in two different blood cultures with the

same biochemical and antibiotic sensitivity profile. In this study the

positive blood cultures with more than one microorganism were

discarded.

RESULTS

bottles.

can see in Figure 1.

Hours 70
60
50
40 324
30 23,1
20 11,6 12,2 139 173
10

Staphylococcus aureus (160) and Pseudomonas aeruginosa (71).

Time to positivity of 764 blood culture bottles (412 aerobic and 352 anaerobic) from 569 extractions were studied. The
average time to positivity was 23.3 hours (22h. aerobic bottles and 24.6h. anaerobic bottles).
Positive bottles considered contaminants were significantly slower (30.3h.) that considered true positives (20.1h.) (p <0.05).

In facultative microorganisms there were no significant differences in the time to positivity between aerobic and anaerobic

Microorganisms isolated in greater numbers were Escherichia coli (243), Staphylococcus epidermidis (169),

Microorganisms showed faster growth rate were Streptococcus pyogenes (6.4h.), Streptococcus agalactiae (8.1h.) as we

-Regarding coagulase-negative staphylococci contaminants
presented a measured time to positivity significantly higher than
considered true positive (30h. vs. 22.2h., p <0.05).

-Candida species were slower (47.8h.), with a statistically
significant difference (p <0.05) between Candida albicans
(57.7h.) and Candida parapsilosis (32.4h.).

-Considered contaminants streptococci showed positivity time
25.6h.

CONCLUSIONS

bacteremia.

*The study of the times to positivity of blood cultures may be useful for important information in the management of

*Provides guidance on the type of microorganism may be involved, and, most importantly, about if blood culture is or not
contaminated (time positivity of contaminated blood cultures is significantly higher), mainly in the case of staphylococci and

streptococci, which can cause true bacteremia and blood culture contamination.

~N

J













	Identification of Enterobacteriaceae and detection of carbapenemases from positive blood cultures by combination of MALDI-�...
	Conflict of interests
	Acknowledgements
	References


