Optimizacion de la toma y envio
de muestras de pacientes para
su estudio microbiologico

Servicio de Microbiologia
Servicio de Infectologia

Hospital General de Ninos Pedro
de Elizalde




» Adolescente de sexo femenino de 14 ahos con
diagnoéstico de LLA en induccion que ingresa con
neutropenia severa y fiebre.

» Mucositis oral grado 3

» Sin descompensacion hemodinamica

- Presenta catéter implantable.

- Ultima quimioterapia 7 dias previos.

- Ultimo episodio de NTPF 20 dias previos



- Hemograma con plaquetas

» PCR cuantitativa

- Procalcitonina

- Estudios de funcion renal, hepatica y metabdlica
« Rx torax



« Se decide iniciar tratamiento antibiotico de
urgencia (dentro de la hora de ingreso) con
cobertura para BGN incluida P aeruginosa

 {Qué estudios microbiologicos solicitaria previo
a la medicacion?



- Hemocultivos periféricos
o Cultivo a través del catéter
« Urocultivo



1)

3)

2 HMC periféricos -de sitios venosos diferentes- con 5 ml
de sangre cada uno y 2 muestras simultaneas (1 de vena
periférica y otra a través del catéter) con igual volumen de
sangre.

1 muestra a través del catéter y luego 2 HMC periféricos
con 30 min de separacion entre ambos

2 HMC periféricos -de sitios venosos diferentes, uno de
ellos en frasco de anaerobiosis- con 10 cm de sangre cada
uno y 1 muestra simultanea (a través del catéter) con igual
volumen de sangre en frasco de aerobico



Hemocultivos: sitio de toma de
muestra

Dos muestras periféricas extraidas de sitios

venosos diferentes.




Hemocultivos: volumen
recomendado®

v Adolescentes: 10-20 ml ( frasco azul y verde o
violeta: anaerobios)

v' Mayores de 2 afios: 3-5 ml (frasco amarillo o
violeta: anaerobios)

v Lactantes hasta 2 anos: 2-3 ml (frasco amarillo o
violeta: anaerobios)

v' Neonatos : 0.5-1.5 ml ( frasco amarillo)

*La relacion sangre/caldo debe ser 1/5 - 1/10 para neutralizar la accion
bactericida de la sangre y de los agentes antimicrobianos presentes en ella




Hemocultivos: introduccion del
frasco de anaerobios

Indispensable en pacientes con cirugia
abdominal, EPI, infeccion de piel y partes

blandas.

De utilidad en pacientes inmunosuprimidos:
permiten el aislamiento de bacterias anaerobias
y fastidiosas, como grupo HACEK en especial
Capnocytophaga sp




]

Hemocultivos: introduccion del

frasco de anaerobios
| Significado del Grupo HACEK Caracteristicas de los pacientes

Grupo de bacterias que forman
parte de la flora oral.

Pacientes onco-hematologicos,

Producen gingivitis y periodontitis post-quimioterapia
en adolescentes y adultos.

En el 75% de los casos de
Cuadros graves en continuidad en la mucosa oral,
inmunosuprimidos. mucositis, gingivitis o dlceras,

que sirven como puerta de
Aumento de su rescate con la entrada del microorganismo al

introduccion de los frascos torrente sanguineo.
anaerobios en la rutina del paciente
inmunosuprimido.




Hemocultivos: tipos de frasco

Azul: Aerobio adultos

r - " "'. . : FAN pediéatrico

' - ' (fastidiosos)
K
| | Violeta: anaerobio
Naranja: FAN anaerobio (fastidiosos)

Verde: FAN adultos (fastidiosos)

Negro: litico

Una de las muestras de hemocultivos periféricos debe

enviarse en frasco para gérmenes anaerobios




Cultivo a traves del cateter

Catéteres de larga permanencia (implantables y
semi-implantables):

v'una muestra del catéter

v'otra de una vena periférica

Deben realizarse en forma simultanea y con
igual volumen de sangre (colocar ambas en
frascos de hemocultivos del mismo tipo)




Hemocultivos por lisis y centrifugacion

Una muestra periférica y una a través del reservorio.

Con técnica de hemocultivo y anticoagulante estéril
en jeringa.

Permite la recuperacion del 25-50% de los hongos
patogenos y las micobacterias.




Puntas de cateteres venosos centrales

Se extrae el dispositivo en forma aséptica, se corta

su punta y envia al laboratorio en frasco seco
estéril de plastico (no agregar solucion fisiologica)




Caso clinico 1: urocultivo.
Opciones:

1) Toma de muestra al acecho previa higiene con
agua y jabon nuevo

2) Sondaje de la via urinaria

3) Toma de muestra al acecho previa higiene con
iodopovidona

4) Toma de muestra al acecho previa higiene con
clorhexidina

5) 3V 4 son correctas



Urocultivos

Solo el 10% de los pacientes con <100
neutrofilos presentaran piuria

No se recomienda la cateterizacion para la toma
de muestra

Enviar muestra tomada al acecho, con adecuada
higiene previa




_

|

Urocultivo: toma de muestra al acecho

. :

Lavar la zona anal y genital con jabon nuevo.
Enjuagar con abundante agua de la canilla.
Efectuar un ultimo enjuague con solucioén fisiologica. No secar.
Si es varon: retraer el prepucio durante la higiene y toma de
muestra.
Si es nina: separar los labios de la region genital durante la
higiene.
Recoger al acecho el chorro medio en frasco estéril, que debe
permanecer cerrado hasta el momento de la toma de muestra.
Repetir el procedimiento si pasados 30 min no se pudo recoger
la orina.
}I}efrigerar la muestra si no se va a procesar antes de las 2

oras.

RECORDAR:
iit NO RELIZAR LA HIGIENE CON IODOPOVIDONA NI
CLORHEXIDINA !!




- La paciente evoluciona a las 48 hs neutropénica,
febril con diarrea y dolor abdominal. Sospecha
de tiflitis

-« HMC x2 y cultivo a través del catéter negativos

- Urocultivo negativo

- Se toma muestra de materia fecal: positiva para
toxina Clostridium difficile

 Se agrega metronidazol por VO al tratamiento
ATB



|

Muestras de materia fecal

En caso de enteritis o diarrea, enviar muestras
para:
v Coprocultivo: frasco seco estéril

v Busqueda de Adenovirus y Rotavirus: frasco
seco estéril

v Busqueda de toxina A,B y GDH Clostridium
difficile: frasco seco estéril

v' Parasitologico: fresco y seriado




Busqueda de Clostridium difficile

BGP anaerobio, movil,
capsulado y esporulado

Forma parte de la flora
ambiental e intestinal de
muchos animales y del
hombre.

Las formas vegetativas de
las cepas patogenas
producen dos toxinas Ay
B, responsables del
cuadro clinico.

_

Toxina A o enterotoxina:
accion antigénica
produce necrosis hemorragica,

inflamacion e hipersensibilidad luego
de entrar al enterocito.

Toxina B o citotoxina:
Antigénica
inhibe la sintesis de proteinas y

destruye el citoesqueleto de los
enterocitos.

Glutamado deshidrogenasa:

presente en cepas toxigénicas y en las
no toxigénicas.

produce adhesinas, proteasas y
capsula que lo protege de la
fagocitosis




I I _

C difficile: tecnicas diagnosticas

Ensayos de citotoxicidad en cultivo de lineas
;:elulares (cepa o heces). Alta sensibilidad pero muy
ento.

Deteccion de toxinas A y B (Inmunocromatografia o
EIA) es rapido y de facil realizacién. Buena especificidad
pero sensibilidad variable.

PCR en tiempo real detecta los genes que codifican
para las toxinas Ay B

No se recomienda realizar el ensayo sobre heces formes.
Remitir en tubo seco estéril y mantener refrigerada




- La paciente persiste neutropénica y febril al 6°
dia de evolucion.

- Se observa la aparicion de aisladas lesiones
papulo eritematosas en miembros y algunas en
tronco



1)

3)

HMC x 2 periféricos y cultivo a través del catéter,
ademas de muestra por puncion aspiracion de lesiones
en piel para cultivo. Se agrega anfotericina B.

HMC x 2 periféricos y cultivo a través del catéter,
ademas de biopsia de piel con envio a anatomia
patologica y cultivo. Se agrega anfotericina B.

HMC x 2 periféricos y cultivo a través del catéter. No se
solicita muestra por piel por encontrarse
plaquetopénica. Se agrega anfotericina B.



Muestras de piel y partes blandas

En caso de tlceras, ptastulas, nédulos se
recomienda la obtencion de una biopsia y enviar:

v'una muestra en tubo seco estéril para
microbiologia

v'otra muestra a anatomia patologica




Biopsias de piel y tejidos

Hongos y micobacterias: tubo seco estéril
Piezas so6lidas de 1 a 5 cm3 en tubo seco, sin formol y
con 1 cm3 de solucidn fisiologica estéril para evitar
desecacion.

Bacteria aerobias: tubo seco estéril.

Bacterias anaerobias:

1 opcion: tubo seco estéril en bolsa con generador de
anaerobiosis, sellada

2° opcion: introducir el tejido en un tubo con medio
Stuart bien cerrado. Tiempo de duracion 2-3 horas.

« Remover la flora superficial previo a la toma de muestra.
Tomar la muestra cercana al borde activo de la lesion.
Si fuera necesario tomar muestras multiples rotular cada una de ellas
indicando de donde provienen




.

Muestras de piel y partes blandas

En caso de celulitis o lesiones purulentas tomar
muestra por puncion aspiracion.
v' Cargar en forma estéril una jeringa con 0,5 ml de
solucion fisiologica
v Punzar desde piel sana.
v" Aspirar (sangre o material purulento).

v Colocar en tubo de Tab (Britania) arrastrando con
el embolo la solucion fisiologica que contiene la
jeringa.




Muestras de piel y partes blandas

En caso de ulceras o vesiculas solicitar:

v Inmunofluorescencia indirecta (IFI) de muestra
obtenida por raspado (con la parte sin filo de un
bisturi) y colocada en impronta.




Se obtienen resultados en el cultivo a través del catéter y
en cultivo de biopsia de piel positivos para Candida
albicans

Se retira el catéter. Cultivo del reservorio positivo para C
albicans.

Se solicita busqueda de focos profundos para descartar
otros focos candidiasicos, siendo negativos.

Se completan 14 dias de tratamiento con anfotericina B,
con resolucion de la neutropenia y de la fiebre.



Paciente de 1 mes y 10 dias de edad que ingresa en la
guardia de fin de semana febril sin foco clinico en regular
estado general.

Laboratorio: leucocitosis a predominio PMN
El paciente se interna

Se toman HMC x2, urocultivo por sonda y se decide realizar
puncion lumbar previo a medicar con ceftriaxona +
ampicilina.



1)

La muestra de LCR se toma gota a gota en 3
frascos secos: uno para citoquimico, uno para
cultivo de gérmenes comunes y otro se conserva
en la heladera en caso de requerirse para PCR
viral

Como es fin de semana la muestra de LCR se
ingresa en: 1 tubo seco y en un frasco de
hemocultivo (se recolecta gota a gota en jeringa
para luego traspasar con aguja al frasco de HMC)



Muestras de LCR

En caso de sospecha de infeccion del SNC solicitar
muestras de LCR* para:
v Citoquimico: tubo seco estéril

v Directo y cultivo para gérmenes comunes: tubo seco
estéril

En caso de sospecha de infeccion del SNC por otros

gérmenes, solicitar muestras para:

v" Directo y cultivo para hongos, latex y tinta china: 1
tubo seco estéril

v Directo y cultivo para Mycobacterias: 1 tubo seco
estéril

v PCR virales (especificar cual /es): 1 tubo seco de
plastico estéril

* Transfundir con plaquetas previamente, en caso de recuento menor a 50.000




El nifo presenta LCR con 80 celulas (pred PMN),
glucorraquia 50 (glucemia 90) y proteinas 80. Tincion Gram
negativa.

Se envia el restante tubo seco a estudio para PCR virales
(btisqueda de EV y HVS) y se agrega al esquema terapeutico
aciclovir 60 mg/kg/dia EV

Con resultado positivo para EV, cultivos para gérmenes
comunes negativos de 72 hs y, muy buena evolucion clinica se
otorga el alta al paciente.



Caso clinico 3

- Paciente de 5 ahos con LMA que ingresa NTPF con foco
respiratorio alto. Sin requerimientos de oxigeno
suplementario.

- Se realizan HMC periféricos y a través del catéter central,
urocultivo y se medica con piperacilina-tazobactam +
amikacina parenterales.

« Rx: infiltrado intersticial difuso bilateral

 ¢{Qué muestras respiratorias tomaria?



Caso clinico 3. Opciones:

1) Muestra por sonda de secreciones nasales para IFI virus
respiratorios (VSR, Influenza, Parainfluenza, Adenovirus)

2) Muestra por sonda de secreciones nasales para IFI virus
respiratorios y otra muestra para PCR Influenza y
Mycoplasma. Se agrega macrolido y oseltamivir al
esquema terapéutico.

3) Muestra por sonda de secreciones nasales para IFI virus
respiratorios, una muestra para PCR Influenza,
Adenovirus y Mycoplasma y otra para P jiroveci. Se agrega
macrolido, TMS y oseltamivir al esquema terapettico



Muestras respiratorias

En caso de NTPF con infiltrados pulmonares
precoces (aparecen junto a la fiebre), tomar muestra
de secreciones respiratorias altas (sonda) para:

v IFI: - VSR, Parainfluenza,
Pmetaneumovirus
- Influenza, Adenovirus: sensibilicacd @

v PCR: Mycoplasma, Influenza A y B (incluido HiN1),
Adenovirus: enviar en tubo seco plastico estéril

v'P jiroveci (IFI)



_

Diagnostico molecular de M. pneumoniae

Carece de pared celular y presenta requerimientos nutricionales especiales,
siendo dificil de cultivar

Diagnostico:
Serologia

PCR o PCR real time: de eleccion en huéspedes inmunocomprometidos,
(método rapido y que pueden realizarse sobre muestras con alto contenido de
bacterias acompanantes).

Al poder expresarse en niimero de copias, permite diferenciar infeccion de
colonizacion residual (persistencia del gérmen luego del tratamiento antibi6tico).

Las muestras de eleccion:
Esputo
exudado faringeo
aspirado nasofaringeo: discultido (contiene mayor niimero de inhibidores)




Caso clinico 3

- El niho evoluciona neutropénico con
persistencia de la fiebre al 5° dia, hipoxemia y
empeoramiento de las imagenes radiograficas

- Se agrega vancomicina al esquema antibi6tico
(en ese momento con meropenen)

« Opciones....



Caso clinico 3

1) Debido a la evolucion refractaria de la infeccidon
respiratoria deberia iniciar tratamiento con
anfotericina (probable infeccidén fiingica invasiva) y
evaluar respuesta al tratamiento

2) Solicitar dosaje de galactomananos y TC de pulmon
y senos paranasales. Medicar con anfotericina B.
Evaluar solicitud de BAL (etiologia no posible de
predecir por imagenes)



Muestras respiratorias

En caso de NTPF con infiltrados pulmonares:
refractarios (sin mejoria tras 72 hs de tratamiento)
tardios (luego del 7° dia de tratamiento)

Solicitar técnicas invasivas
BAL o biopsia pulmonar




Muestra de BAL

Enwviar:

v Tubo seco: directo y cultivo gérmenes comunes

v Tubo seco: directo y cultivo Mycobacterias y hongos

v IFI: VSR, Parainfluenza 1,2 y3, Adenovirus, Influenza,
Pmetaneumovirus.

v Tubo seco: PCR: Mycoplasma, Influenza Ay B
(incluido H1N1), Adenovirus, CMV.

v Tubo seco: P jiroveci

v Tubo seco: dosaje de galactomananos




_

Muestra de biopsia pulmonar

Enwviar:

v Tubo seco para directo y cultivo para gérmenes
comunes

v Tubo seco para directo y cultivo para
Mycobacterias y hongos

v Muestra anatomia patologica (Gomori- Grocott):
P jiroveci




Pneumocystis jiroveci

Es un hongo que abunda en el ambiente.
Afecta a pacientes VIH+ con CD4 bajos o aquellos que
realizan quimioterapia anti neoplasica.
Manifestaciones clinicas:

respiratorias (neumonia reticulo nodular)

lesiones de piel: mucho menos frecuentes

Puede estar presente sin modificaciones en el patron
radiologico.

Muestras: esputo inducido, aspirado nasofaringeo y la
ideal el BAL.

Técnica: IFI con anticuerpos monoclonales de alta
sensibilidad (98%) y buena especificidad (90%).

Comentarios: todas las técnicas tienen la desventaja de no
poder discernir con certeza entre colonizacion e infeccion.




.

Muestra galactomananos en sangre

Enviar dos muestras por semana mientras dure la
neutropenia.

Sensibilidad: 93%, especificidad: 95%

Falsos positivos:

v’administracion de piperacilina/tazobactam,

v'reacciones cruzadas con infecciones por otros
hongos como: Penicillium chrysogenum, P.
digitatum, Rhodotorula rubra, Paecilomyces
variotii.




Galactomananos II

Pueden aumentar en suero y otros fluidos, hasta 7
dias previos a las manifestaciones clinicas e
imagenes de pacientes con Al

Envio de muestra:
4 cm de sangre, en tubo seco estéril.
Descontaminar la piel con gasa no con algodon
porque contiene galactomananos.

Remitir al laboratorio con resumen de historia clinica
(edad del paciente, tratamientos antibioticos,
antifangicos, administracion de leches de féormula,
ete).




Galactomananos Il

ELISA doble sandwich, con precipitacion por calor de los
galactomananos termosensibles que provienen de la dieta.

Tiene anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno EBA-2 del
compuesto.

El valor se expresa como un indice I, que resulta del cociente de DO
entre la muestra y el Cut off.

Interpretacion:

mayor de 0,5 en dos muestras de suero

o bien I mayor de 0,7 en una muestra

o I mayor de 1,0 en BAL es considerado Aspergilosis probable
Sensibilidad = 85% dependiendo de la poblacion estudiada
Especificidad = 95%, con lo cual tiene un VPN cercano al 100%.




Caso clinico 3

El paciente presenta imagen TC pulmonar compatible
con infeccidn fungica invasiva (aspergilosis probable)

Dosaje de galactomananos: 1,2

Se realiza biopsia de lesion pulmonar periférica: Directo:
hongos filamentosos. Cultivo: negativo

Completa tratamiento con anfotericina B liposomal y
voriconazol



- Nifna de 8 anhos de edad, que ingresa por guardia con
sindrome febril de 15 dias de evolucion y pancitopenia
(aplasia medular)

- Examen fisico: hepatoesplenomegalia
- Se solicita:

- HMC x 2, urocultivo

= Serologias: HIV, Chlamydia, Mycoplasma, hepatitis
A, B, C, Toxoplasmosis, Epstein Barr y CMV.

> Rx de torax

= Ecografia abdominal

> Ecocardiograma



« HMC x 2 y urocultivo: negativos

- Serologias negativas, excepto:

= EBV no concluyente (se requiere diagnostico
molecular) VCA IgM +, VCA IgG negativa, EBNA +

s CMVIgM + /Ig G +

» Se solicita PAMO....



1) La muestra de médula 6sea se debe realizar a fin de
descartar enfermedad hematologica. Al tener HMC
negativos el rédito del cultivo de médula es bajo, con lo
cual no es de utilidad su estudio microbiologico.

2) Debe solicitarse estudio anatomopatologico y
microbiologico, incluyendo envio de muestra para PCR
viral en tubo seco con heparina.

3) 1y 2 son incorrectas



Muestra de medula osea

En caso de requerir el cultivo de médula enviar las
muestras en tubos de plastico estériles con EDTA
(hemograma: tapa rosa). Enviar:
v Uno para directo y cultivo de gérmenes comunes
v' 2° para directo y cultivo de hongos y
Mycobacterias
v'3° para busqueda de PCR virales (especificar
cuales)
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Diagnostico molecular de VEB

Linfoma de Hodgkin (monitoreo de la respuesta al
tratamiento por carga viral, si previo al tratamiento
se demostro que EBV era el agente etiologico)

Linfoma de Burkitt .

Sindrome hemofagocitico

Post-trasplante de MO y OS: monitoreo semanal
hasta D+100. Luego seguimiento de los pacientes
con reactivacion o enfermedades relacionadas a
EBV.

Limite de deteccidn es 1000 copias/ ml.

NO EXISTE PUNTO DE CORTE , ELL MISMO
DEPENDE DEL METODO




» Mielocultivo: Salmonella typhi

- El rendimiento del cultivo de MO en la fiebre
tifoidea es del 95% durante todo el periodo de
convalecencia, mientras que los hemocultivos se
negativizan aproximadamente a la tercera
semana.

- PCR para EBV fue negativa (reaccion cruzada)






Cultivos de vigilancia

Solicitar al ingreso y cada 15 dias de internacion
hisopados:

v'Nasales y axilares: buisqueda de SAMR

v'Anales: busqueda de enterobacterias productoras
de BLEE y EVR y Carbapenemasas tipo KPC, MBL




