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RESUMEN

Introduccion: Los neonatos tienen altas probabilidades de padecer bacteriemias debido a la
inmadurez de su sistema inmune. EI método convencional que se emplea para su diagnéstico
es la inoculacion de muestras de sangre en medios de cultivo especiales para hemocultivos.
En el Centro Nacional de Biopreparados (BioCen, Cuba), se disefio el medio para
hemocultivo listo para el uso HemoCen aerobio neonatal.

Objetivo: Evaluar el desempefio de HemoCen aerobio neonatal frente a muestras clinicas
procedentes de tres instituciones hospitalarias. Demostrar que este diagnosticador responde
al proposito para el cual fue disefiado.

Meétodos: Se evaluaron 96 muestras de sangre de neonatos inoculadas en frascos de
hemocultivo. Se realizd la identificacion del microorganismo a las muestras positivas. Se
determind la capacidad diagnéstica del medio ensayando: positividad, tipo de bacteria
aislada, sensibilidad, especificidad y exactitud diagndsticas, asi como el valor predictivo del
resultado positivo y negativo.

Resultados: De las muestras analizadas 11 resultaron positivas para un 11,5 % de
positividad, detectando la presencia de 8 especies de microorganismos: Staphylococcus
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saprophyticus, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Staphylococcus coagulasa negativo, Klebsiella ozaenae, Staphylococcus aureus y Candida
spp. HemoCen aerobio neonatal mostrd elevados valores de los indicadores diagnosticos.
Conclusiones: HemoCen aerobio neonatal detecta de forma satisfactoria la presencia en
muestras de sangre de neonatos, de varios de los principales microorganismos causantes de
bacteriemias y fungemias en los recién nacidos, por lo que cumple con el propdsito para el
cual fue disefiado.

Palabras claves: hemocultivos, neonatos, recién nacidos, muestras de sangre

ABSTRACT

Introduction: Neonates have high probability for developed bacteremia due to the
immaturity of their immune system. The conventional method used for the diagnosis of
bateremia is the inoculation of blood samples inspecial culture media for hemoculture. The
ready to use HemoCen aerobic neonatal culture medium was designed in the National Center
of Bioproducts (BioCen, Cuba).

Objective: To evaluate the performance of HemoCen aerobic neonatal in clinical samples
from three hospitals. To demonstrate that this medium fit to the purpose for which it was
designed.

Methods: 96 blood samples from neonates were evaluated inoculating them into
hemoculture bottles. The identification of microorganisms was executed for all positive
samples. The diagnostic capacity of the culture medium was determined by the following
variables: positivity, type of bacteria isolated, sensitivity, specificity and diagnostics
accuracy and also, predictive value of the positive and negative results.

Results: Among all the samples tested, 11 where considered positives (11,5% positivity),
detecting the presence of 8 species of microorganisms: Staphylococcus saprophyticus,
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Staphylococcus coagulase-
negative, Klebsiella ozaenae, Staphylococcus aureus and Candida spp. HemoCen aerobic
neonatal showed high values of diagnostic indicators.

Conclusions: HemoCen aerobic neonatal successfully detected the presence of several of the
main pathogens that cause bacteremia and fungemias in blood samples of newborns,
concluding that it meets the purpose for which it was designed.

Keywords: hemocultures, neonates, newborns, blood samples



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2018;37(1):1-11

INTRODUCCION

Los neonatos tienen altas probabilidades de padecer bacteriemias debido a la inmadurez de
su sistema inmune, ya que nacen con una produccion y una capacidad funcional limitadas de
todos los componentes celulares.! Unido a esto el recién nacido esta expuesto a multiples
microorganismos potencialmente patdgenos en sitios como el canal del parto y la unidad de
cuidados intensivos neonatales (UCIN), ademas el riesgo de bacteriemia aumenta con el uso
de métodos invasivos como los dispositivos intravasculares.? El peligro de infeccion se
incrementa si el neonato es prematuro o bajo peso al nacer, ya que esto conlleva a una
hospitalizacion prolongada y mayor exposicion a procedimientos y dispositivos invasivos, lo
que lo hace mas susceptibles a infecciones bacterianas.

Las bacteriemias en neonatos pueden ser precoces cuando aparecen en las primeras horas de
vida y suelen ser provocadas por contagio con gérmenes del tracto genital materno, o tardias
cuando se manifiestan después de las 72 h y son, en su mayoria, causadas por
microorganismos del ambiente hospitalario o provenientes del canal del parto. Ambas
bacteriemias son causantes de elevados indices de morbimortalidad en los recién nacidos.

La Organizacion Mundial de la Salud calcula que, en el 2015, la mortalidad neonatal a nivel
mundial estuvo alrededor de 2682000 neonatos, de ellos, el 7 % fallecioé por sepsis y otras
condiciones infecciosas antes de los 27 dias de nacidos. # Estas infecciones se encuentran
entre las tres primeras causas de muerte neonatal, junto a la prematuridad y las
complicaciones en el parto (incluyendo la asfixia). En Cuba, ocurre de forma similar, estudios
recientes reportan a la sepsis neonatal como una de las tres primeras causas de muerte en los
recién nacidos.®

Para el diagnostico de las bacteriemias y fungemias el método convencional que se emplea
es la siembra en hemocultivos, como Unico examen que permite su confirmacion. Es
conocido que la supervivencia de los pacientes sépticos es méas probable cuando se conoce el
microorganismo causal, y los mismos reciben el tratamiento de acuerdo a la susceptibilidad
antimicrobiana.

En el Centro Nacional de Biopreparados (BioCen, Cuba), se disefid6 el HemoCen aerobio
neonatal (HAN) para hemocultivo destinado a pacientes neonatales, en su forma de medio
liquido listo para el uso.® En su composicion se incorporaron los elementos necesarios para
promover el metabolismo y desarrollo de las especies de microorganismos aerobios mas
exigentes. EI mismo basa su composicion en el caldo triptona soya, enriquecido con bases
nutritivas, factores de crecimiento, vitaminas y otros componentes que satisfacen los
requerimientos nutricionales de bacterias y hongos.

Los objetivo de este estudio consistieron en: evaluar el desempefio de HAN frente a muestras
clinicas procedentes de tres instituciones hospitalarias y demostrar que este diagnosticador
responde al proposito por el cual fue disefiado.
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METODOS

Instituciones implicadas en el estudio
La evaluacion del desempefio de HAN se realizo en los servicios de microbiologia de tres
centros hospitalarios de La Habana, Cuba: Hospital Pediatrico Docente “Juan Manuel
Marquez” (HPDJMM), Hospital “Eusebio Hernandez” (HEH) y Hospital Ginecobstétrico
“Ramoén Gonzalez Coro” (HGORGC).

Disefio del estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo con caracter prospectivo, donde se evalud un total de 96
muestras de sangre procedentes de los tres hospitales. Las muestras se tomaron a los recién
nacidos, que por los sintomas presentados, fueron sospechosos de padecer sepsis neonatal,
en el periodo comprendido de mayo a junio de 2013. De las muestras evaluadas en
HGORGC, 34 se compararon con un medio de referencia de la firma Liofilchem (ltalia).

Procedimiento para hacer la toma de la muestra

Como esta recomendado, antes de inocular la muestra se comprobé el estado de cada frasco
de HAN, verificando que no mostrara turbiedad, cambio de color, opalescencia,
precipitados, rajaduras del envase, ni ausencia del protector plastico del casquillo,
desechando los frascos defectuosos. Antes de realizar la puncidn para extraer la sangre,
se desinfectd la piel en este sitio y en sus alrededores con solucion de yodo-povidona.
Seguido a esto se tird del protector del casquillo del frasco y se desinfectd el tapdn
con la misma solucion. Para la extraccion de la sangre se utilizaron jeringuillas estériles.
Se ventil6 el frasco antes de adicionar la muestra, ponchando el tapdn con una aguja esteril.
Se extrajo la sangre y se transfiri6 el contenido al frasco de HAN perforando el tapon e
inyectando asépticamente. El volumen de sangre recomendado es de 0,5 a 1 mL para el
neonato, teniendo en cuenta el tamafio y el peso del recién nacido.” Se limpi6 la piel del
paciente en el punto de extraccion con alcohol. Se mezclé el contenido del frasco con la
sangre, volteandolo varias veces. La etiqueta del frasco se rotul6 con lainformacion
del paciente y se incubo a 35+2°C. La presencia de microorganismos se detecto al observar
visualmente alguno de los signos de crecimiento microbiano como son turbidez, hemolisis,
produccién de gas, aparicion de sangre “achocolatada” o la formacion de una capa de
crecimiento en la superficie o en el fondo del frasco. Antes de extraer el cultivo crecido se
agito el frasco y se extrajo con una jeringuilla estéril un volumen apropiado, el cual se inocul6
en el agar sangre o agar chocolate.En los casos donde no se observd crecimiento en los
frascos, estos se dejaron incubando por un periodo de 5 a 7 dias y se realiz6 un subcultivo
final.

La identificacion final se completd con pruebas bioguimicas establecidas en los
procedimientos de rutina de los centros hospitalarios. El procedimiento de
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identificacion tuvo en cuenta la discriminacion de contaminantes casuales procedentes
de la piel o de otras fuentes.

Determinacion de la capacidad diagnéstica de HAN

Las variables analizadas incluyeron la positividad del hemocultivo y tipo de bacteria aislada.
Se calcularon pardmetros como sensibilidad (S), especificidad (E) y exactitud (EX)
diagndsticas. Ademas valor predictivo del resultado positivo (VPP) y valor predictivo del
resultado negativo (VPN), segiin la norma ISO 16140 del 2013 .8

RESULTADOS

De las 40 muestras de sangre evaluadas en el HPDJMM, procedentes de pacientes de la sala
de neonatologia, resultaron positivas dos, correspondientes a Staphylococcus saprophyticus
y Enterobacter cloacae. En las restantes 38 muestras no hubo crecimientos. Lo que
representa un 5 % de positividad (Tabla 1).

Tabla 1. Relacion de muestras de sangre neonatal evaluadas en HemoCen aerobio neonatal
en los tres hospitales y porciento de positividad

HPDIJMM* HGORGC** HEH*** Total
No. % No. % No. % No. %
Hemocultivo positivo 2 5 4 11,1 5 25 11 11,5

Hemocultivo negativo 38 95 32 88,9 15 75 85 88,5

Total 40 100 36 100 20 100 96
*HPDJMM: Hospital Pediatrico Docente “Juan Manuel Marquez”

**HGORGC: Hospital Ginecobstétrico “Ramoén Gonzélez Coro”

***HEH: Hospital “Eusebio Hernandez”

En el HEH de las 20 muestras de sangre ensayadas, cinco resultaron positivas, para un 25 %
de positividad. Los microorganismos identificados fueron: Enterobacter aerogenes (1),
Klebsiella ozaenae (1), Staphylococcus aureus (2) y Staphylococcus coagulasa negativo
(SCN) no patdgeno (1) (Tabla 1).

En el caso del HGORGC, de las 36 muestras de sangre tomadas de los neonatos con sepsis 0
sospecha de esta, 34 se evaluaron en paralelo con el medio de referencia de Liofilchem. De
ellas, una resulté contaminada, cuatro positivas en el medio HAN (para un 12,5 %) y tres
positivas en el medio de referencia (9,4 %). De los resultados positivos solo uno
(Enterobacter aerogenes 1945) coincidié en ambos medios. Las restantes muestras positivas
en HAN, correspondieron a Escherichia coli (1), que no se sembro en el medio de referencia
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y Candida spp (2), que no crecio en el mismo. Mientras los otros dos resultados positivos en
el medio de referencia fueron Candida spp. y SCN, los que no crecieron en HAN.

De forma general el medio HAN detecto la presencia de microorganismos en 11 muestras de
las 96 evaluadas, para un 11,5 % de positividad (Tabla 1).

La composicion del medio HAN permitié la recuperacion de ocho especies de
microorganismos de diferentes géneros: S. saprophyticus, E. cloacae, E. coli, E. aerogenes
1945, E. aerogenes, SCN, K. ozaenae, S. aureus y Candida spp. (Figura ).

S.
K_o0zaenage™™™ saprophyticus™ E. cloacae®
9% 9% 9 %

S. aureus™*
18 %

Candida

SCN no o
patdégeno®™* Spp-
9% E. col** 19 %
E. E. aerogenes 99,
aerogenes** 1945
9% 9%

Fig. Especies aisladas de las muestras de sangre neonatal positivas en HemoCen
aerobio neonatal.

HAN mostré elevados valores de los indicadores diagndsticos: 100 % de S, E y Ex
diagnostica. También los valores predictivos de los resultados positivos y negativos de HAN
fueron 100 % (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de los parametros de capacidad diagnostica de HemoCen aerobio neontal

' Variable %
' Sensibilidad 100
 Especificidad 100
 Exactitud 100
' Valor predictivo positivo 100
' Valor predictivo negativo | 100
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DISCUSION

Varios estudios, realizados en hospitales del sistema de salud cubano, dan como principal
causa de mortalidad neonatal o entre las tres primeras causas, las sepsis e infecciones.>° Por
tal motivo es de vital importancia contar con los medios de cultivo necesarios para
diagnosticarlas a tiempo y mitigar su efecto sobre los recién nacidos.

En nuestro estudio el 11,5 % de las muestras presentaron hemocultivos positivos. El
porcentaje de positividad esta en correspondencia con lo reportado en la literatura por otros
autores, como Mendoza y col. que obtuvieron un 5,9 % de positividad en su estudio.'°En los
hemocultivos la positividad depende de varios factores entre ellos el mas importante que la
determina es el volumen de sangre procesada, a mayor volumen mayor posibilidad de que
caiga en el frasco la cantidad de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) necesarias para
gue un hemocultivo sea positivo, segin Lancaster y col. la cantidad minima necesaria es 10
UFC en 0,5 mL de sangre.!

Algunos autores describen el crecimiento de SCN en hemocultivos, como contaminacion de
la muestra por manipulacion.'® Pero en los Gltimos afios se les esta dando mayor importancia
a la presencia de este tipo de microorganismo en hemocultivos, ya que han resultado los que
con mayor frecuencia se detectan. Estudios recientes, como es el caso de Nerselles y col.,?
donde el 50 % de los aislamientos de bacteriemias neonatales fueron por SCN, seguidos de
K. pneumomiae y S. aureus, evidenciaron la relacion de las bacteriemias neonatales con el
uso de los diferentes tipos de dispositivos intravasculares. En dicho estudio S. aureus es el
principal microorganismo aislado con el uso de catéter venoso periférico, seguido de SCN y
K. pneumoniae. En aislamientos a partir de catéter umbilical y catéter venoso central por via
percutanea SCN fue el mas predominante seguido de K. pneumoniae.? En adultos, SCN,
también se reporta como uno de los primeros causantes de bacteriemias asociadas a la
asistencia sanitaria.'? En Cuba, ocurre de forma similar donde predomina el crecimiento de
SCN en hemocultivos, seguido de Klebsiella spp.t2 En otro estudio similar, también reportan
a SCN como el microorganismo mas aislado de hemocultivos, en la UCIN en el periodo que
duré dicho estudio.'*

Las bacteriemias por Staphylococcus spp.se relacionan a infecciones asociadas a los procesos
sanitarios, ya que son los microorganismos del medio ambiente que mas se aislan en este tipo
de infecciones. Mendozay col. plantean que tanto S. aureus como los SCN estan relacionados
mas frecuentemente a sepsis tardia y sepsis asociada a la atencion en salud, especialmente en
neonatos prematuros.°

En nuestro estudio S. saprophyticus es otro de los microorganismos aislados de HAN, a partir
de las muestras de sangre de los recién nacidos. Se dificulta encontrar estudios que reporten
la presencia de este microorganismo en hemocultivos, ya que en la mayoria la identificacion
Ilega hasta SCN. Solo en el estudio de Montufar y col., en pacientes mayores de 15 afios, se
detectd la presencia S. saprophyticus en dos de las 130 muestras de sangre analizadas.'? A
pesar de que no es comun encontrar a este patdbgeno como causante de bacteriemias
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neonatales, lo hallado en nuestro estudio se puede explicar, por el hecho de que S.
saprophyticus tiene capacidad patogénica para causar infeccion del tracto urinario
especialmente en mujeres jovenes sexualmente activas y esta considerado como el segundo
agente mas frecuente de cistitis después de E. coli.’® Por lo que puede existir transmision
vertical de la madre al recién nacido durante el parto.

Candida spp. y E. coli son reconocidos colonizadores del tracto genitourinario materno, por
lo que es comdn, que estos microorganismos sean con frecuencia causantes de sepsis
neonatales, tal como lo evidencia los resultados obtenidos por Mendoza y col.,'° donde E.
coli fue el segundo microorganismo mas aislado de sepsis tempranas después de
Streptococcus agalactiae y el primero en sepsis tardias.

En una revision realizada por lzquierdo y Santolaya, se describe al canal del parto como
principal fuente de contagio por Candida albicans de los neonatos, siendo esta, dentro de las
levaduras la que con mayor frecuencia se aisla (43,8 %) seguida de C. parapsilosis (27 %).16
Pérez y col. reportaron que, junto a SCN, Candida spp. fue el microorganismo mas aislado
(18,1 %) de 105 muestras analizadas en su estudio.*

Las enterobacterias que mas se repiten en las UCIN son E. coli, Klebsiella spp. y
Enterobacter spp.l’” E. coli mayormente tiene un origen materno, aunque la transmision al
recién nacido puede ser también a través del personal de enfermeria. Las especies de
Klebsiella suelen tener su origen en el personal que manipula al recién nacido o en el entorno
y se considera una importante causa de infeccion epidémica en las UCIN.Y" En nuestro
estudio se aislé K. ozaenae, este microorganismo es poco frecuente en bacteriemias
neonatales, pero si se ha descrito en adultos y se destaca por ser causante de alta mortalidad
y por la resistencia a los antibidticos cominmente usados.*®

Segun el estudio de Castro y col., Enterobacter fue el género menos aislado de hemocultivos
positivos antes de las 72 h de vida de los neonatos, sin embargo, en las infecciones asociadas
a cuidados sanitarios, E. cloacae encabez0 la lista de agentes causales de tales infecciones.
Ademas en los Gltimos afios este patogeno se ha podido relacionar con brotes infecciosos en
UCIN.Y" Nuestro estudio se detectd la presencia de estas tres enterobacterias en los
hemocultivos positivos que se sembraron en HAN.

Enterobacter aerogenes es un microorganismo poco aislado de hemocultivos, aunque en
nuestro estudio se encontrd en dos muestras de dos hospitales diferentes (HGORGC y HEH).
Resultado semejante obtuvieron Kangozhinova y col., donde hallaron E. aerogenes en cuatro
muestras de 47 hemocultivos positivos de sepsis tardias para un 8,5 %.%°

En el HPDJMM se procesaron 40 muestras de sangre neonatal, mientras en el HGORGC y
el HEH se utiliz6 una menor cantidad, 36 y 20 respectivamente. Sin embargo, la positividad
en los dos ultimos hospitales resultd superior en 2 y 2,5 veces, respectivamente, en
comparacion con el primero. Estos resultados pueden estar dados por el hecho de que el
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HGORGC y el HEH son centros ginecobstétricos. Los mismos tienen mayores
probabilidades de encontrar hemocultivos positivos, ya que en estos se realizan partos y los
recién nacidos estan en riesgo de padecer sepsis tempranas por diversos factores. Entre estos
factores se encuentran la exposicion a los microorganismos del canal del parto, la
prematuridad, el bajo peso al nacer, la inmadurez de su sistema inmunoldgico y sumado a
esto pueden aparecer las sepsis tardias por toda la manipulacion del personal médico, los
procedimientos invasivos a los que son sometidos como catéteres y ventilacion mecanica,
entre otros. Mientras el HPDJMM es un hospital pediatrico, donde existe una sala de
neonatologia y las causas por las cuales los neonatos ingresan en este tipo de unidades son
multiples. Cuando un neonato ingresa por sepsis en un hospital pediatrico, la sepsis es tardia
o la infeccién fue contraida en la comunidad, por lo que el nimero de estos casos de
bacteriemia, tiende a ser menor en el hospital pediatrico que en los maternos, lo que justifica
que la positividad del HAN en el HPDJMM haya sido menor que en los otros dos hospitales,
a pesar de que se analizé un mayor numero de muestras.

En la comparacion de HAN con respecto al medio de referencia de la firma Liofilchem en el
HGORGC, se observa que de las tres muestras positivas en el medio de referencia una sola
coincidio con HAN, los restantes dos microorganismos no fueron detectados por HAN
(Candida spp. y SCN), lo que no significa que sea incapaz de promover su crecimiento, ya
gue en otras dos muestras de sangre del mismo hospital se detecto la presencia de Candida
spp.y en otra muestra del HEH si promovio el crecimiento de un SCN.

La S, E y Ex diagnosticas son parametros de calidad relacionados directamente con el
desempefio de un método. Para que un método analitico se pueda declarar confiable, la Sy
la E deben ser superiores al 90 %.%° Los elevados valores de estos parametros obtenidos en
nuestro estudio, refuerzan los criterios de calidad en cuanto, a la capacidad del HAN para
diagnosticar adecuadamente la presencia de microorganismos causantes de enfermedades en
personas enfermas que realmente son portadoras de estos agentes patdgenos.

El VPP es la probabilidad de estar infectado que tiene un individuo, cuando el resultado del
ensayo ha sido positivo y el VPN es la probabilidad de no estar infectado que tiene un
individuo, cuando el resultado del ensayo ha sido negativo. En nuestro estudio estos valores
fueron del 100 %. Es decir, todas las veces que HAN fue positivo, el paciente realmente
presentaba una bacteriemia y todas las veces que fue negativo el paciente no estaba infectado
por ningln microorganismo. Por lo que podemos afirmar que este medio es una herramienta
confiable para el personal médico a la hora de proporcionar o descartar un diagndstico y en
la aplicacién del tratamiento adecuado y oportuno.
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