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RESUMEN

El diagndstico microbiol 6gico en los Gltimos afios ha sido favorablemente modificado por el impetuoso desarrollo tecnol 6gico
actua . Laintroduccién de equipos automatizados en laidentificaci 6n de agentes etiol 6gi cos de enfermedadesinfecciosas a partir
de los cultivos microbiolégicos y sus correspondientes estudios de sensibilidad antimicrobiana, ha implicado una mejora
sustancial en el tiempo de obtencion delosresultados, mayor sensibilidad o positividad delas muestras, tanto de hemocultivos
como de otros liquidos estériles, mejoray ampliacion en la identificacion de los microorganismos, mayor confiabilidad y
reproducibilidad delos estudios de sensibilidad antimicrobiana, hadado respuestaa mayor desarrollo delabiologiamoleculary
alos cambios que se derivan en lataxonomia de |os microorganismos. Laautomatizacion ha determinado entonces mejorar la
sensibilidad y especificidad delas pruebas microbiol 6gicas, al lograr acortar €l tiempo de esperade resultados confiablesy Utiles.

Laintroduccion de estos métodos depende en gran medidadel nivel de atencién médica, del tipo de pacientesy del tamafio del

hospital, para unamejor aplicacion clinica, sin descartar estudios de costo-beneficio, yague debemostener en cuentalaadecuada
utilizacion y racionalizacion delos recursos disponibles. En este trabajo mostramos al gunos de nuestrosresultadosy el impacto
de estatecnologiaen un hospital detercer nivel de atencién médica

Palabrasclave: Automatizacion del diagndstico, resistenciabacteriana.

ABSTRACT

In past yearsthe microbiological diagnosishasbeen favorably modified dueto the significant current technol ogica development.
Theintroduction of automated equipmentsto identify etiological agents of infectious diseases from the microbiological cultures
and its corresponding studies of antimicrobial sensitivity, hasinvolved amarked improvement in the time to achieve results, a
greater sensitivity or positive samples both from blood cultures and other sterile fluids, an improvement and lengthening in
identification of microorganisms, agreater reliability and reproducibility of theantimicrobia sensitivity studies, to answer to the
great development of molecular biology and to changes derived in taxonomy of microorganisms. The objective of automationis
to improve the sensitivity and specificity of microbiological tests shortening the time waiting for useful and reliable results.
Introduction of these methods dependsin a greater measure of medical carelevel, the type of patient and the hospital’s size for
abetter clinical application without rule out the cost-benefit studies since we must to takeinto account the use and rationalization
of available resources. Present paper shows some of our results and the impact of this technology on athird level medical care
hospital.

Key words: Diagnosisautomation, bacterial resistance.

Desde sus origenes, y de forma especia en sarrollo cientifico y tecnoldgico , que ha transcu-
losUltimos afios, laMicrobiologiaclinica haexpe- rrido en forma paralela con los avances de laro-
rimentado unincremento extraordinarioenel de- béticay la automatizacion, estos han sido y son



AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA CLINICA

de inestimable ayuda ante el aumento de la de-
mandade |as pruebas microbiol6gicasy en larea
lizacion de procesos, que se han convertido en
aliados delos nuevos sistemas de gesti6n que per-
siguen laeficienciaen losservicios dediagnostico
y unincremento en lautilidad clinicadelosresul-
tados delaboratorio.

A mediado del siglo xx se pensabaquelasen-
fermedadesinfecciosas disminuirian suincidencia
y dejarian de ser un problema serio parala salud
del hombre, sin embargo larealidad se encargé de
mostrar que la lucha contra los microorganismos
productores de enfermedades estaba lejos de ser
ganaday que, en el vaivén dialéctico delarelacion
entre el ser humano y los microorganismos, estos
nos iban a dar nuevas sorpresas.*

A mediados de ladécadadelos 60 aparecen
las primeras resistencias a los antibidticos, que
han llegado en estos momentos a proporciones
alarmantes, nosotros no hemos sido capaces de
desarrollar vacunas exitosas contra enfermedades
importantes; yaque los microbios han demostrado
tener formas sorprendentes de cambiar y de eva-
dir los mecanismosinmunol 6gicos de nuestros or-
ganismos, y para completar han aparecido
enfermedades infecciosas “ emergentes y reemer-
gentes’, muchas de ellas asociadas alas drasticas
alteraciones ambientales y sociales que el mismo
ser humano haintroducido con el manejo frecuen-
tementeirracional de su entorno.

Los“microbidlogosclinicos’ también debemos
formar parte de estos problemas cambiantes del
mundo actual y deberiamos ser unos "buenos
patélogos’ delasinfecciones, conocer las necesi-
dades de los médicos clinicos, poseer unaideari-
gurosa de la trascendencia del diagndstico
etiolégicoy delosrecursostécnicosde que sedis-
pone para acanzarlo. Deberiamos ser muy criti-
cos respecto a valor de dichas técnicas, sabiendo
evaluar |o nuevo con prudenciay evitar 2 extre-
mos peligrosos (el estancamiento tecnolégicoy el
ser victimadeinnovaciones) tenemos que ser ca
paces de saber €l valor delas pruebas de sensibi-
lidad in vitro y poseer un criterio solido sobre la
aplicacién de los antimicrobianos, atributos estos
que no se adquieren solo en el laboratorio, sino
también ala cabecera del enfermo. Esto, por tan-
to, esuno de nuestros obj etivos en estostiemposy
sobre todo en hospitales del 3er. nivel, donde los
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problemas de resistencia se ven aun mas elevados
por las caracteristicas propias de estos centros
asistenciales.?

Analizar cudles son en laactualidad |os méto-
dos automatizados de més relevancia en los | abo-
ratorios de microbiol ogiageneraun problemamuy
dificil y esto depende en gran medidadel ler. nivel
de atencion, el tipo de pacientesy el tamafio de
hospital

L os métodos mas novedosos en el diagndstico
secentran en el estudio delasbacteriemias, € diag-
nostico deidentificacion delosmicroorganismosy
la pruebas de susceptibilidad, |os métodos de de-
teccion de reacciones antigenos-anticuerpos y ya
mas recientemente y con aplicaciones muy espe-
cificasen el diagndsticoy laepidemiologialaintro-
duccion detécnicas de biologiamolecular.

El diagndstico de las bacteriemias que abor-
daremos ha sufrido muchos cambios con laintro-
duccion de los equipos automatizados, asi la
deteccion de positividad de las muestras  hateni-
do un gran impacto clinico en laimplementacion
de estos sistemas, en los hospitales, e monitoreo
constante y la agitacion de las botellas han de-
mostrado unaacel eracion del crecimiento por tan-
tadisminucién del tiempo dedeteccin depositividad
lo que va aparejado a un uso més racional de los
antimicrobianos.®

Esto también tiene un impacto econémico, por-
que a pesar de que son sistemas caros que
incrementan el costo de las botellas 2 6 3 veces
mas que las convencionales, esto se ve compen-
sado por unadisminucion delos subcultivos, dis-
minucion deaccidentesdel operador, un diagnéstico
mas répido que generamenor estadia hospitalaria
y una disminucion del costo de antimicrobianos,
ademés del impacto epidemiol égico que genera,
yaque el soporte informatico permite conocer 10s
resultados por salas, gérmenes, contaminantes, esto
facilitalainformacion delabacteriemianosocomial
asi como unimpacto enlamicrobiologiapuesdis-
minuye la cargadetrabajo del laboratorio laposi-
bilidad de procesamiento de grandes volimenes
demuestrasen el tiempo, ladisminucion delacon-
taminacién en el laboratorio, ademés de que au-
menta la positividad de los hemocultivos y el
espectro de gérmenes posibles aidentificar.

Todo esto hatenido no solo unagran relevan-
ciaen el aislamiento de bacterias sino también de
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hongos, en especia especiesdelevaduras que han
sido capaces de crecer en menor tiempo y con
mayor variabilidad.*

En nuestraexperiencia, y lo mostramosacon-
tinuacion, nuestro laboratorio hasido capaz de es-
tablecer unvinculo muy estrecho conlos médicos
de asistencia y hemos logrado con la
implementacidn de esta tecnol ogia un incremento
de lapositividad de masdel 10 % que con los
hemocultivos convencionales.

En el laboratorio se introdujeron los equipos
automatizados en el afio 2000 con una sustitucion
detecnologiaen 2006 por el Bact/alert con el que
se han estudiado las muestras hasta enero de 2008
como mostramos en la tabla (tabla 1).

Tabla 1. Muestras tomadas en el Laboratorio de Microbiologia.
2006-2008

Muestras Total Positivas %
LCR 210 53 25,2
L. Pleural 39 17 43,5
L. Peritoneal 16 9 56,2
L. Pericérdico 3 2 66

Sangre 2828 972 34,3

Durante el afio 2007 serealizaron en el hospi-
tal 1 468 muestras de hemocultivos automatiza-
dos, se realizaron fundamentalmente en las
unidades de atencién al paciente grave, en estos a
diferenciadelos hemocultivos convencional es ob-
tuvimos una positividad del 32,3 % quesi lacom-
paramos con los hemocultivos realizados en eso
periodo vemos quelapositividad fuedeun 23,1 %
, ademas queel tiempo de deteccidn de positividad
permitio un diagnostico mas rapido de las
bacteriemias en 2 dias (tabla 2).

Tabla 2. Resultados de hemocultivos automatizados en &reas de
atencion a paciente grave HHA 2007

Total Positivos %

Hospital 1468 468 32,3
UCI 5 332 138 41,5
UCl 8 202 85 42,6
CCv 23 192 75 39,0
CCv 24 48 5 10,4
Hema 12 B 12 4 33,3

Los principales gérmenes aislados se mues-
tran en el siguiente grafico, como vemos los
estafilococos coagulasanegativa, han sidoy siguen
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siendo |os protagonistasdeinfeccionesdel torren-
te sanguineo, aungue en ocasiones lano adecuada
recoleccién de lamuestra constituye una causa de
hemocultivos contaminadosy latomade muestras
de catéteres y otros dispositivos intravasculares
la causa de hemocultivos falsos positivos ya que
se sabe que los catéteres después de 24 horas, en
su totalidad estan colonizados por gérmenes de la
piel.

Lamayoriadelos microorganismos son capa-
ces de invadir el torrente sanguineo. La distribu-
cion delos agentes causales de labacteriemiay la
fungemiahavariado en los Ultimos afios y actual-
mente |0s microorgani Smos grampositivos, espe-
cialmente estafilococos y enterococos, igualan o
superan en frecuencia alos bacilos gram- negati-
vos.*

Dentro de los bacilos no fermentadores el gé-
nero que con mayor frecuencia se aislé fue el
Acinetobacter spp, género este que se ha mante-
nido en los2 Ultimos afios como lasegunda causa
de bacteriemia. Estos son la principal causa de
sepsis grave en pacientes hospitalizados y en es-
tos momentos también constituyen los primeros
agentes biol 6gicos causal es de sepsis nosocomial,
lo que muchos autores incluso o reportan como
los protagonistas de unas de las epidemias més
grandes del siglo 21 por laatatasa de mortalidad
alaque se ve asociada, debido a laataresisten-
ciaalosantimicrobianos.®

Laslevadurasocuparon € numero 3 en cuanto
afrecuenciade aislamiento de gérmenesy esto es
un resultado muy significativo, yaque mundiamen-
te se reporta que las candidemias o funguemias
son cada vez més frecuentes en la préctica médi-
cay suincidencia haaumentado en 500 % enlos
ultimos afios en hospitales de alta complgjidad,
como es el caso del nuestro.® Las especies més
frecuentes encontradas por nosotros en pacientes
con funguemias son diferentes de Candida
albicans, exhibiendo mayor resistenciao disminu-
cién delasensibilidad alosantifungicos utilizados
enlapracticaclinica.

En nuestro centro se ha observado un ascen-
so de las funguemias en general, muchas de ellas
incluso sin evidenciaclinicadeinfeccion, temaeste
muy controvertido puesen lasinfecciones por hon-
go el sistemainmunol égico del paciente juegaun
papel muy importante, por gjemplo en Estados



MARCIA HART CASARES

Unidos, la candidemia es la cuarta causa mas fre-
cuente de infecciones del torrente sanguineo en
pacientes hospitalizados, después de estafilococo
coagulasa negativo’ (Fig. 1).

El advenimiento de los métodos automatiza-
dosparalaidentificaciony e antibiogramahasido
capaz demejorar lareproducibilidad delosresul-
tados por su estandarizacion existen incluso siste-
masdeexpertosy sistemasonlineentre laboratorio.

L os métodos automatizados en laidentifica-
cion de microorganismos y estudios de sensibili-
dad a antimicrobianos han estado sometido a
multiplescambios, alo largo delos afios estos han
sido modificados en aras de mejorar la especifici-
dad y la sensibilidad de las pruebas 'y en acortar
junto con estos €l tiempo de espera de unos resul -
tadosconfiablesy ttilesEn el caso delos estudios
de sensibilidad la concordancia con los métodos
de difusion es buena pero tiene como limitacién
quelasgaleriaso panelestienen antibidticosfijosy
algunos mecani smos de resi stenciarequieren con-
firmacion.®

Fig.1. Principales gérmenes aislados.
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El antibiograma tiene como objetivo evaluar
en el laboratorio larespuesta de un microorganis-
Mo auno o varios antimicrobianos, traduciendo en
unaprimeraaproximacion, su resultado como fac-
tor predictivo de laeficaciaclinica

L as pruebas de sensibilidad, basadas en ladi-
fusion o en ladefinicion delaconcentracién mini-
ma inhibitoria (CMI) no se empezaron a perfilar
hastaladécadade losafios 1940, sin que su uso se
generalizase hasta bien entrada la década de los
anos 1960.

Esta circunstancia se debié en gran medida a
la constatacion de las numerosas variables que
afectaban a los resultados obtenidos en las prue-
bas de sensibilidad y a la ausencia de consensos
que estableciesen las condiciones en las que de-
bian realizarse estas determinaciones.

Unavez establecidalametodol ogiautilizada,
lamayor preocupacion se centré en su desarrollo
técnico, su normalizacién ein vitro con el fin pri-
mario de mejorar la terapia antimicrobiana, su
reproducibilidad, problema que alin perdura en

D Acinetobacter

. Estafilococos coagulasa neg.
. Klesiella

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Levaduras

Enterococos

. Pseudomonas
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nuestros diasa comprobarse diversos criteriosen
lainterpretacion delos antibiogramas

Yaenlos afios 1970, y deformamés constan-
te durante | os afios 1980, numerosos |aboratorios
de microbiologiacomenzaron aanalizar de mane-
ra sistemética los datos de sensibilidad, esencial-
mente aantibi 6ti cos betal actamicos y aminoglico-
sidos, a tratar de asimilar sus resultados con los
posibles mecanismos de resistencia. Esta actitud
permiti 6 detectar eidentificar algunos mecanismos
deresistencia, incluso antes de que estos tuvieran
verdadera trascendencia clinica. Este proceso se
denomind lecturainterpretada del antibiogramay
se fundament6 en el conocimiento molecular de
los mecanismos de resistenciay en la interpreta-
cion terapéutica de las pruebas de sensibilidad in
vitro con el fin primario de mejorar la terapia
antimicrobiana.®

En lafigurasiguiente se esquematizalaevo-
lucién delaspruebasde sensibilidad y las diversas

Descripcion
de mecanismo
de resistencia
Introduccion
de los antibidticos
en terapéutica
Descubrimientos
de los antibidticos
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etapas que ha atravesado este proceso. Sin duda,
el proximo reto de las pruebas de sensibilidad, de
lalecturainterpretaday de los métodos autométi-
cos serd su convergencia con los sistemas de
tipificacion epidemiol6gica, para establecer
sistematicamentelaclonalidad delosaislamientos
estudiados, y con las técnicas moleculares para
caracterizar de manera simulténea el mecanismo
0 los mecanismos de resistencia® (Fig. 2).

L os conceptos y objetivos de la lecturainter-
pretadadel antibiogramafueron recogidosy expli-
cados por Patrice Courvalin en 1992 El
conocimiento acumulado hasta esa fecha acerca
de los mecanismos de resistencia, la madurez en
larealizacion delaspruebasde sensibilidad, €l an&-
lisisdelosvaloresde CMI o halosdeinhibiciony
su significado en relacion con laresistenciaalos
antimicrobianos, permitié enunciar los 3 pilares
basicos o pasos en los que se fundamenta esta
filosofia. 1t

Epidemiologia
de la resistencia
Automatizacion
Lectura
interpretada
Criterios
de interpretacion
Normalizacion

de la prueba
de sensibilidad

Relacion
entre resistencia y
fracaso terapéutico

1910 1920 1930 1940 1950

Fig.2. Evolucién de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana.

1960

1970 1980 1990 2000
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a) Caracterizacion del fenotipo de resistencia a
partir del estudio de sensibilidad de un
microorganismo previamente identificado
frente a grupos de antibi 6ticos pertenecientes
a una misma familia o relacionados por
mecanismos de resistencia comunes;

b) Deduccion apartir del fenotipo deresistencia
del correspondiente mecanismo bioquimico
implicado.

¢) Inferencia, y modificacionsi esnecesario, del
fenotipo previamente establecido a partir del
mecanismo de resistencia deducido.

Durantelalecturainterpretadadel antibiogra-
ma se modificalainterpretacion clinicadelosre-
sultados, sobre todo de aquell os antibi éticos poco
afectados por los mecanismosderesistenciay que
en laspruebas de sensibilidad seinformarian como
sensibles. También puedeinferirselasensibilidad
de antibidticos no incluidos en el antibiograma, y
como objetivo final la deteccion de los mecanis-
mos de resistencia, incluidos los de bajo nivel de
expresion.

Con este proceso se consiguen valores afadi-
dos alainformacién generada por las pruebas de
sensibilidad y que tienen trascendencia
epidemioldgicay clinica

Como le mostramos en esta diapositiva estos
son algunos gjemplosqueincluso llevan pocosre-
cursos materiales que se pueden utilizar enlaprac-
tica diaria de un laboratorio y que daria mayor
interpretaci 6n aun antibiograma. En muchas oca-
siones los antibioticos que se van a estudiar han
dejado detener vigenciaen lapracticaclinica, pero
son fundamental es parainferir los mecanismosde
resistencia. Ejemplosdeello son € &cido nalidixico
y lakanamicina, utilizados respectivamente para
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detectar con mayor eficiencia enterobacterias re-
sistentes a las quinolonas por mutaciones en la
girasa, la oxacilina para predecir la resistencia a
los betal actédmicos en los estafilococos o alapeni-
cilina en S. pneumoniae.? (cuadro)

Al igual que es necesaria la inclusion de
antibi6ticos marcadores, también se recomienda
el estudio de combinaciones entre antimicrobianos
einhibidoresdelosmecanismosderesistencia. En
la mayoria de las ocasiones las combinaciones
empleadasno seutilizanenlaprécticaclinicaolos
compuestos inhibidores se emplean con otros fi-
nes. Entre ellos destacan los inhibidores de
betalactamasas, como el acido clavulanico, que
asociado a ceftazidima o cefotaxima permite de-
ducir la presencia de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) o el EDTA, que asociado a
imipenem facilitael reconocimiento de determina-
das carbapenemasas por debajo del punto de cor-
te de sensibilidad, que permitan caracterizar 1os
mecanismos de resistencia con bgjo nivel de ex-
presion.

Nosotrostambién hemosrealizado estudios por
gjemplo en cepas multirresistentes deAcinetobac-
ter baumannii en las que hemos encontrado desde
2002 a 2008 un incremento en laresistenciaalos
carbapenémicos de 3 a 55 % hemos realizado
pruebas en las cuales nuestras cepas no tienen
mecanismos de resistencia a los carbapenémicos
por produccién de carbapenasa, sino que debe ha-
ber otros mecanismos deresistenciasinvolucrados.

Estos beneficiosderivadosdelalecturainter-
pretada del antibiograma son evidentesy dan va-
loresafiadidos alas pruebas de sensibilidad. Tanto
esasi, quehoy en diano debe entenderse el estu-
dio sinllevar asociadalalecturainterpretada.

Cuadro.

Mecanismo de resistencia Cambios en lainterpretacion
Microorganismo Fenotipo observado deducido e implicaciones terapéuticas
Enterobacterias Sinergia clavulanico BLEE Resistencia a todas las cedfalosporinas

y cefalosporinas

P. aeruginosa Sinergia imipenem y EDTA °Metal 0-betalactamasa Resistencia de carbapenems
H. influenzae Nalidixico®r Mutaciones en gyrA + parC Pérdida de sensibilidad a quinolonas
Estafilococos Oxacilinalk PBP2a Resistencia a todos los betal actamicos
Enterococos Vancommicina® teicoplanina®  vanB Evitar uso de glicopéptidos
S. pneumoniae Oxacilinak PBp modificadas Posible resistencia a penicilinas

y cafalosporinas de 1%y 22 generacion




36

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1

Robinson A, Marcon M, Mortensen JE, McCarter YS,
LaRocco M, Peterson LR, et al. Controversies affecting
the future of clinical microbiology. J Clin Microbiol
1999;37:883-9.

Poupard JA, Rittenhouse SF, Walsh LR. The evolution of
antimicrobial susceptibility testing methods. En: Poupard
JA, Walsh LR, Kleger B, eds. Antimicrobia susceptibility
testing. New York: Plenum Press, 1994;3-14.

Soloaga, r., Almuzara, m., Casimir, L. et a. Sistema
automatizado de hemocultivos Bact-Alert: 5vs 7 dias de
incubacién: Primer estudio multicéntrico argentino. Rev.
Argent. Microbiol. ene./mar. 2004, vol .36, no.1.24-27.
Herwaldt La, Geiss The positive predictive valuoisolating
coagulase negative staphylococcus from blood culture.
Clininfection Dis.1996, 22:14.

Diomedis P, Alexis. Infecciones por Acinetobacter
baumannii pan-resistente: Consideraciones epidemiol 6-
gicasy de manejo antimicrobiano actualizado. Rev. chil.
infectol., dic. 2005, vol.22, no.4, p.298-320. ISSN
0716-1018.

Canton, E., Viudes, Ay Pemén, J Infeccion sistémica
nosocomial por levaduras. Forum micol 6gico Rev Iberoam
Micol 2001; 18: 51-55.

Automatizacion del diagndstico microbiol 6gico en el Hospital “HermanosAmeijeiras’.

10.

11

12.

AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA CLINICA

Taller Automatizacion del diagnostico Microbiologia en
Latinoamérica. Disponible en http// www.aam.org.ar/
actividades/T_AUTOMATIZACION.pdf Acceso 2
febrero 2009.

. Medeiros AA, Kent RL, O'Brien TF. Characterization

and prevalence of the different mechanisms of resistance
to_-lactam antibioticsin clinical isolates of Escherichia
coli. Antimicrob Agents Chemother 1974;6:791-801.
Loza Fernadndez de Bobadilla E, Martinez-Beltran J.
Evolucion de laactividad de cefotaxima en 6 afios y
fenotipos de sensibilidad en Enterobacteriaceae. Enf Infec
Microbiol Clin 1988;6(Suppl 1):3-13.

Cantén Moreno Rafael. Lectura interpretada del
antibiograma: ¢gjercicio intelectual o necesidad clinica
Enferm Infecc Microbiol Clin 2002;20(4):176-86.
Grupo MENSURA. Recomendaciones del grupo
MENSURA para la seleccion de antimicrobianos en el
estudio delasensibilidady criterios paralainterpretacion
del antibiograma. Rev Esp Quimioterap 2000; 13: 73-86.
Rahal 33, Urban C, Segal-Mauras S. Nosocomial antibiotic
resistance in multiple gram-negative species: experience
at one hospita with squeezing the resistance ballom at
multiple sites. Clin Infect Dis 2002;34:499-503.

Recibido: 31 de marzo de 2010

Aprobado: 14 de abril de 2010
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