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Hemocultivos

uso
Medio utilizado para el cultivo de microorganismos a partir de muestras
de sangre.

FUNDAMENTO

Los frascos Britania para hemocultivo permiten el desarrollo de microorga-
nismos aerdbicos, COg dependientes y anaerdbicos y estan especialmente
indicados para el método de los cultivos liquidos. En esta técnica, la sangre
es extraida asépticamente y se introduce en el frasco el cual contiene el
medio que provee los requerimientos nutritivos y ambientales para aquellos
gérmenes cominmente hallados en bacteriemias.

Las bacteriemias estédn relacionadas a diferentes procesos infecciosos y
probablemente se produzca una bacteriemia en alguna etapa de todas las
infecciones. Bacteriemia no implica necesariamente enfermedad y puede
producirse transitoriamente como resultado de tratamientos odontolégicos
u otros manipuleos.

La bacteriemia puede ser transitoria, intermitente o continua.

La invasion de la sangre por microorganismos generalmente ocurre por
drenaje del foco primario de infeccién via linfatica al sistema vascular, o
directamente a través de agujas o material intravascular contaminado tales
como catéteres o injertos.

El hallazgo de una bacteriemia debe constituir un llamado de atencién y los
hemocultivos son de importancia clinica ya que la presencia de microorga-
nismos vivos en episodios de bacteriemias y/o septicemias esta asociada
con una considerable morbilidad y mortalidad.

Los principales factores de fracaso de la técnica de hemocultivos son

las propiedades bactericidas del suero del enfermo y la coagulacién de la
sangre, ya que en el codgulo pueden quedar atrapadas las bacterias.

La accién bactericida se supera aumentando la relacién de dilucién
sangre-medio. La coagulacién de la sangre se previene bastante por la
dilucién pero ademas por el empleo del anticoagulante apropiado Polianetol
Sulfonato de Sodio. Otros anticoagulantes tales como el clésico citrato de
sodio mostraron accién téxica sobre las bacterias.

Debido a que en algunos procesos infecciosos, el nimero de organismos
por ml de sangre es muy escaso (menos de 1/ml), se requieren grandes
volimenes de muestra y por ende, més cantidad de medio y envases de
mayor tamafio. Tal como se indica desde la revision del Cumitech 1 sobre
hemocultivos, para detectar una bacteriemia o funguemia debe existir por lo
menos un microorganismo viable por ml presente en la muestra de sangre
a cultivar.

Para una 6éptima recuperacién microbiana, debe existir una relacién
apropiada entre el volumen de sangre y el volumen de caldo de hemocultivo,
la cual es aproximadamente 1:10. El in6culo de muy bajos o muy altos
volimenes de sangre puede afectar adversamente el crecimiento
microbiano y los tiempos de recuperacion.

CONTENIDO Y COMPOSICION

Cédigo BO720586: HEMOCULTIVO NEONATAL (AEROBICO):

12 frascos x 10 ml.

Cédigo BO720581: HEMOCULTIVO NEONATAL (AEROBICO):

100 frascos x 10 ml. Envase hospitalario.

Cédigo BO720483: HEMOCULTIVO PEDIATRICO (MULTIPROPOSITO):
6 frascos x 20 ml.

Cédigo BO720489: HEMOCULTIVO PEDIATRICO (MULTIPROPOSITO):
60 frascos x 20 ml. Envase hospitalario.

Cédigo BO720484: HEMOCULTIVO ADULTO (MULTIPROPOSITO):

6 frascos x 50 ml.

Cédigo BO720490: HEMOCULTIVO ADULTO (MULTIPROPOSITO):

60 frascos x 50 ml. Envase hospitalario.

Los frascos de hemocultivo contienen un medio de cultivo altamente
nutritivo y una atmdésfera apropiada y controlada en donde se promueve el
desarrollo de diferentes microorganismos cominmente hallados en bacte-
riemias. Permiten el crecimiento de bacterias aerobias, COo dependientes

y anaerobias, microorganismos de fécil desarrollo y exigentes en sus
requerimientos nutricionales.

Existen hemocultivos Utiles para usar en neonatos, en pacientes pediatricos
y adultos (hemocultivo neonatal; hemocultivo pedidtrico y hemocultivo adulto
respectivamente). Esta division segun grupo etario es debido a que para
permitir un éptimo crecimiento microbiano de los gérmenes presentes en

la muestra es necesaria una relacién apropiada entre el volumen de sangre
que se inocula en el frasco y la cantidad de medio de cultivo presente en

el mismo y ademés porque la atmésfera de los frascos esté controlada

y formulada de acuerdo a los agentes etioldgicos de bacteriemias més
frecuentes segun la edad de los pacientes.

La férmula del medio de cultivo incluye ingredientes altamente nutritivos
como ser: infusién cerebro corazén, extracto de levadura, cistina, menadio-
na, hemina, cisteina y una mezcla de cofactores, vitaminas y minerales en
agua purificada.

El anticoagulante utilizado es el polianetol sulfonato de sodio (PSS), el cual
impide la coagulacién de la sangre y presenta ademas actividad anticomple-
mentaria que inhibe parcialmente la capacidad fagocitaria de los leucocitos
y a ciertos antibiéticos aminoglucésidos y polipeptidicos.

Los frascos de Hemocultivo Neonatal son aerdbicos y su atmésfera
presenta una cantidad controlada de anhidrido carbénico (COo).

Los frascos de Hemocultivo Adulto Multipropésito y Hemocultivo
Pediatrico Multipropdsito contienen una atmésfera controlada de nitrégeno
(No9) y anhidrido carbénico (CO9) que asegura el desarrollo de cepas
anaerobias estrictas, COo dependientes y facultativas.

CADA FRASCO DE HEMOCULTIVO BRITANIA CONTIENE

LOS SIGUIENTES COMPONENTES:

- Medio basal: Preparado a partir de medio infusién cerebro corazén,
extracto de levadura, cistina, y una mezcla de cofactores, vitaminas y
minerales. Su composicién permite el desarrollo de bacterias
nutricionalmente exigentes que puedan ser causa de bacteriemias.

- Polianetol sulfonato de sodio (PSS): 0,03%. Anticoagulante con acti-
vidad anticomplementaria que inhibe parcialmente la capacidad fagocitaria
de los leucocitos y a ciertos antibiéticos aminoglucésidos y polipeptidicos.
- Menadiona: 0,6 ug/ml y Hemina: 5 ug/ml:

Requeridos para el desarrollo de ciertas especies de Bacteroides spp. y
Prevotella spp.

- Cisteina: 0,05%: Ayuda a mantener un reducido Eh y permite el
desarrollo de microorganismos que exigen tiol, como ciertos mutantes de
Streptococcus spp.

- Agua purificada

Nota: La férmula del medio de cultivo puede ser ajustada y/o suplementada para
cumplir los criterios de desemperio y aceptacién del producto, cumpliendo su uso previsto.

B0720586
B0720489

B0720581
B0720484

B0720483
B0720490

INSTRUCCIONES
Producto estéril, listo para usar.

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO

Medio de cultivo color amarillo - dmbar, transparente, limpido.

Nota: la p ia de poli f de sodio y la atmésfera de CO2

pueden otorgar al producto una ligera opalescencia o contener pequefios cristales
en suspension.

ALMACENAMIENTO
Los frascos de hemocultivo se conservan a 10-35 °C.

PROCEDIMIENTO

Informacion previa:

Es necesario que junto con las muestras se reciba la necesaria informacién
del paciente que incluya el diagndstico presuntivo y severidad de la
infeccion, su curva térmica y la antibioticoterapia recibida (antibiético, dosis
y esquema terapéutico). En este Ultimo caso es (til conocer la hora de
administracién del antibidtico ya que es preferible obtener las muestras
antes de iniciar el tratamiento antibiético o cuando el nivel circulante del
mismo sea el minimo (valle), es decir antes de la administracién de la nueva
dosis del mismo.

Preparacion de la piel:

Los desinfectantes de eleccion son la tintura de iodo al 2% o la solucién de
iodo-povidona al 10%. Cuando existe hipersensibilidad al iodo se puede
utilizar alcohol 70%. EI merthiolate no es adecuado. Una vez determinado el
sitio de puncién, desinfectar la piel de la zona elegida y el tapén de goma del
frasco de Hemocultivo. Dejar actuar el desinfectante durante 1 minuto.

No efectuar una nueva palpacién del sitio de puncién luego de desinfectada
la piel si no se usan guantes estériles o la piel del dedo del profesional de la
salud haya sido descontaminada de la misma forma que el sitio de puncién
del paciente.

Extraccion:

La muestra puede obtenerse por puncién arterial o venosa empleando
jeringa y aguja estériles.

Sino se obtiene muestra en la primera puncién, el nuevo intento debe
efectuarse con otra aguja y jeringa estériles. A los efectos de descartar
contaminaciones, las muestras sucesivas de un hemocultivo seriado tienen
que obtenerse de distintas zonas de puncién. Luego de efectuada la
extraccién de sangre, es conveniente remover la tintura de iodo con alcohol
para evitar fenémenos téxicos locales.

Volumen de sangre:

Seguin ensayos sobre medios con polianetol sulfonato de sodio (PSS), las
diluciones recomendadas de sangre en el medio de cultivo fluctdan
aproximadamente 1:10 (esto permite tener actividad anticoagulante

y ademés se diluyen las propiedades bactericidas normales de la sangre).
En el caso de lactantes o nifios pequefios, pueden ser necesarias diluciones
mayores. Por lo tanto, y respetando la concentracién de PSS presente en el
medio, los volimenes de muestra recomendados son los siguientes:

« HEMOCULTIVO NEONATAL (contiene 10 ml de medio de cultivo):
inocular 0,6-1 ml de sangre del paciente.

« HEMOCULTIVO PEDIATRICO (contiene 20 ml de medio de cultivo):
inocular 1-2 ml de sangre del paciente.

« HEMOCULTIVO ADULTO (contiene 50 ml de medio de cultivo):

inocular 5 ml de sangre del paciente.

Nota: debido a que algunas veces las muestras de sangre se obtienen
durante la terapia antibiética en pacientes que presentan manifestaciones
clinicas de sepsis, la relacién 1:10 entre volumen de sangre:volumen de
medio de cultivo resulta apropiada y hace que algunos antimicrobianos sean
diluidos a concentraciones no inhibitorias.

Inoculacioén de los frascos:

Una vez retirada la parte central de la tapa metalica del frasco de Hemoculti-
vo y efectuada la desinfeccién del tapdn de goma, inyectar la sangre cuidan-
do especialmente no introducir aire. Mezclar de inmediato por inversién para
permitir la accién anticoagulante.

Importante:

La cantidad y frecuencia de las muestras a extraer debe ser establecida

por el médico y sobre la base del cuadro clinico presentado por el paciente.
Nunca una sola muestra puede servir para descartar una bacteriemia.
Tampoco son Utiles numerosos especimenes. Se considera que tres son
suficientes en la mayoria de los casos. La extraccién debe hacerse tan
pronto como sea posible, al aparecer el cuadro febril.

Es aconsejable efectuar la recoleccién de la muestra de 30 a 60 minutos
antes del pico febril, cuando éste pudo ser detectado y siempre previamente
a la terapia antibidtica.

INCUBACION DE LOS FRASCOS
A 33-37 °C.

El tiempo de incubacién lo establece el laboratorio junto con la institucién
médica, segln las caracteristicas del paciente en estudio (por ejemplo:
edad, estado inmunolégico, presencia de tratamiento farmacolégico) y los
microorganismos que se intenten recuperar.

A nivel general se recomienda incubar los frascos durante 7 dias.
Incubaciones prolongadas por més de 7 dias son necesarias para
gérmenes de dificil crecimiento como ser Actinobacillus, Cardiobacterium,
Eikenella, Haemophilus, Neisseria spp., hongos y levaduras, asi como
también segun el estado inmunoldgico del paciente o dependiendo de si
ha recibido terapia antibiética.

Importante:

Si los frascos inoculados no pueden llevarse a la estufa de incubacion de
inmediato, tienen que conservarse a temperatura ambiente hasta el momento
de remitir al laboratorio. En ninglin caso se deben colocar en heladera.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Al menos una vez al dia observar los frascos de los Hemocultivos inocula-
dos con la muestra del paciente. La notable transparencia de los Hemocul-
tivos Britania permite visualizar a través del frasco la turbidez, el cambio de
color o burbujas de gas. Estos datos permiten sospechar la existencia de
un desarrollo microbiano incipiente. Para que estas caracteristicas puedan
ser observadas facilmente, debe evitarse la agitacién del frasco cuando se
retira de |a estufa. Luego de la observacion de los frascos, homogenei-
zarlos por inversién para favorecer el desarrollo microbiano y volver a
incubarlos en estufa (en caso que no se haya observado algin signo de

Laboratorios Britania s.a. info@britanialab.com
Los Patos 2175 (C1283ABI) Tel/Fax 54 11 4306 - 0041
Fax 0800 - 333 - HEMO (4366)

CABA - Argentina



- - A
Britania

britanialab.com GO0

crecimiento microbiano) o si se detecté crecimiento microbiano realizar
coloraciones y subcultivos como se detalla a continuacién.

Nota: Es necesario hacer subcultivos y coloraciones tal como se detalla a continuacion
luego de 1 dia de incubacion de los frascos y al finalizar la incubacién previo al
descarte de los mismos, atin cuando no se observen signos de crecimiento
microbiano. Esto se llama cultivo a ciegas y confirma o no los cultivos negativos.

Coloraciones y subcultivos:

Desinfectar el tapén de goma del frasco con alcohol 70 %.

Extraer aproximadamente 0,25 ml de medio con jeringa y aguja estériles.
Cuando se introduce la aguja debe sujetarse fuertemente el émbolo

de la jeringa por si existiera presién de gas positiva debida a productos
obtenidos por fermentacién microbiana. Invertir el frasco con cuidado y
retirar la muestra.

Subcultivar directamente en Sangre Agar (Britania), Chocolate Agar
(Britania). Pueden usarse ademas medios selectivos y diferenciales segin
los resultados de la observacién microscépica.

Depositar una gota de la muestra en un portaobjetos y efectuar la
coloracién de Gram. Puede ser més dtil la coloracién con naranja de
acridina para el examen répido por microscopia de fluorescencia de
extendidos de sangre o de hemocultivos, donde pueden estar presentes
escasos microorganismos, o bien para facilitar su diferenciacién respecto
de la tincién de base del material proteico de la muestra.

Las placas inoculadas deben incubarse preferentemente en atmésfera
con tensién de COo aumentada (5-10%) y en anaerobiosis (jarras
anaerdbicas).

Si no se dispone de sistema de anaerobiosis se podré sospechar
bacteriemias debidas a bacterias anaerobias cuando habiendo observado
gérmenes en la coloracién de Gram no se obtenga desarrollo en los
subcultivos efectuados. Para identificar dichas bacterias debe recurrirse
necesariamente a sistemas que permitan efectuar aislamientos en medio
sélido con anaerobiosis estricta. Si se ha observado turbidez del medio y
tanto la coloracién de Gram como los subcultivos resultan negativos ello
puede deberse a la lisis de los elementos celulares de la sangre o a la
presencia de variantes bacterianas, las cuales requieren medios
igualmente hiperténicos en los subcultivos. En este caso es aconsejable
transferir unas gotas del cultivo, a medios de agar tripteina soya con
sacarosa en concentraciones decrecientes. De esta forma puede lograrse
la reversién de las variantes bacterianas a su forma original.

SIGNIFICADO CLiNICO DE LOS RESULTADOS POSITIVOS
Desafortunadamente existe la posibilidad de contaminacién de los frascos
de hemocultivo con bacterias de la flora de la piel cuando se inoculan

con la muestra de sangre del paciente. Sin embargo, cuando se aislan de
hemocultivos gérmenes que forman parte de la flora de la piel, no deben
ser considerados en primera instancia como contaminantes ya que estos
microorganismos han sido responsables de enfermedades en pacientes.
También muchas especies consideradas no patégenas han causado
enfermedad en pacientes inmunocomprometidos.

La decision del significado clinico de un determinado aislamiento en
hemocultivos dependera del paciente y de la situacién en la que se en-
cuentre. El hallazgo de un microorganismo en muestras de hemocultivos,
aln en aquellos casos que se presume contaminacion, debe ser motivo de
evaluacion por el equipo de profesionales para definir la situacion.

Como regla general, un hemocultivo es positivo:

« Cuando el mismo germen se aisla en dos o mas muestras.

« Cuando se lo encuentra en una sola muestra pero simultdneamente se
lo recupera en otro material extraido al paciente (por ejemplo orina, L.C.R,
entre otros).

« En aquellos casos en que el microorganismo sea recuperado de una
sola muestra y el germen hallado no corresponde a la flora habitual de
piel, siempre que el hallazgo esté relacionado con el cuadro clinico, estado
y situacion del paciente. Por ejemplo: Enterobacterias, Pseudomonas,
Brucella spp.

« Se considerarfa como “posible” contaminacién el hallazgo de un germen
habitual de la flora cutdnea en una sola de las muestras obtenidas, pero
es necesario la evaluacién profesional teniendo en cuenta el estado y
situacién del paciente para el diagnéstico y emisién de resultados.

CONTROL DE CALIDAD

Color: Amarillo - ambar

Aspecto: Transparente, limpido a ligeramente opalescente
Coagulacién: Negativa

Ensayos de promocion de crecimiento:

Inoculacién de frascos de hemocultivo con recuentos microbianos entre
10-100 UFC por frasco.

Incubacién de frascos: a 33° — 37°C hasta 72 horas.

Hemocultivo Neonatal:

yentes del medio de cultivo, de los portaobjetos, de los reactivos revelado-
res e insumos utilizados o también puede ser debido a microorganismos
del paciente que no desarrollan significativamente en los hemocultivos o
no crecen en los medios de cultivo sélidos o las condiciones de incubacién
utilizadas. En ese caso se sugiere repetir la coloracién al cabo de 2 0 3
horas de incubacién adicional para constatar si hubo desarrollo microbia-
no. De ser asi, el significado de ese desarrollo debe ser evaluado por los
microbiélogos, de acuerdo a su experiencia y a los caracteres culturales y
morfolégicos del microorganismo.

- Es bien conocida la dificultad que significa evitar alguna contaminacién
eventual en los cultivos de sangre. Esta complicacién puede ser muy seria
cuando la contaminacién introducida se debe a gérmenes que pueden ser
posibles agentes etiolégicos de sepsis o endocarditis. Tal es el ejemplo de
Propionibacterium acnés o Staphylococcus epidermidis. Por eso, el hallaz-
go de un microorganismo en muestras de hemocultivos, ain en aquellos
casos que se presume contaminacion, debe ser motivo de evaluacién por
el equipo de profesionales de la salud teniendo en cuenta el estado y
situacién del paciente para el diagnéstico y emisién de resultados.

- Pueden existir bacteriemias ocasionadas por microorganismos que
desarrollen muy lentamente o no desarrollen en las condiciones de cultivo
rutinarias y que exigen procedimientos o medios suplementarios asi como
también mayor tiempo de incubacién. Ejemplo: Francisella tularensis,
Leptospira spp., Legionella spp., Brucella spp.

- Para el cultivo de sangre en los cuales se busque la presencia de
hongos y levaduras se recomienda la siembra en caldo cerebro corazén o
en medios bifasicos en una relacién 10% sangre/medio, con ventilacién
previa de los frascos comerciales para hemocultivos incubando los frascos
inoculados a 22°-30°C durante un mes.

- Los microorganismos con deficiencia en su pared celular se recuperan
en medios adicionados con sacarosa o manitol al 10%.

- Existen muchas variables involucradas en esta técnica que pueden hacer
que un espécimen de un paciente con bacteriemia no presente gérmenes
viables. De alli que no es fécil encontrar mecanismos que conduzcan
répidamente a poder afirmar que un resultado negativo se deba a un
procedimiento incorrecto. Lo més préctico y bastante confiable es analizar
varias muestras (3 ¢ 4), espaciadas en varios dias pero en momentos
préximos al pico febril, si lo hubiese.

- El examen directo de la muestra mediante la coloracién de Gram o
naranja de acridina, puede también brindar una identificacién presuntiva
del agente causal. Pero ello sélo servira como orientacién diagnéstica, ya
que microorganismos con morfologia semejante pueden tener exigencias
nutricionales o condiciones de incubaciéon muy diferentes.

MATERIALES NECESARIOS NO PROVISTOS
Equipos y material de laboratorio, microorganismos para control de calidad,
reactivos y medios de cultivo adicionales segun requerimiento.

PRECAUCIONES

- Solamente para uso diagndstico in vitro. Uso profesional exclusivo.

- No utilizar el producto si al recibirlo su envase esté abierto o dafiado.

- No utilizar el producto si existen signos de contaminacién o deterioro, asf
como tampoco si ha expirado su fecha de vencimiento.

- Utilizar guantes y ropa protectora cuando se manipula el producto.

- Transportar los frascos y todos los materiales de manera segura para
evitar danos, roturas, caidas de material.

- Considerar las muestras como potencialmente infecciosas y manipularlas
apropiadamente siguiendo las normas de bioseguridad establecidas por

el laboratorio.

- Manipular los frascos apropiadamente debido a la posible presién positi-
va producida por el metabolismo microbiano. Homogeneizar por inversién.
No agitar los frascos (por posible produccién de gas)

- Las caracteristicas del producto pueden alterarse si no se conserva
apropiadamente.

- Descartar el producto que no ha sido utilizado y los desechos del mismo
segln reglamentaciones vigentes.
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INDICACIONES AL CONSUMIDOR
Utilizar el producto hasta su fecha de vencimiento.
Conservar el producto segun las indicaciones del rétulo.

PRODUCTOS AUTORIZADOS POR ANMAT
Cédigos: BO720586; B0720484; B0720581; B0O720490; BO720483;
B0720489

Microorganismo Crecimiento PM 1292 - 37

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Satisfactorio Dir. Técnico: Biog. Alejandro Rossi

Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 Satisfactorio

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 Satisfactorio

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Satisfactorio

Candida albicans ATCC 10231 Satisfactorio %

Escherichia coli ATCC 26922 Satisfactorio ®

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Satisfactorio §

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 Satisfactorio ﬁ‘
&

Hemocultivo Pediatrico y Adulto Multipropésito: 3
o

Microorganismo Crecimiento

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Satisfactorio

Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 Satisfactorio SIMBOLOS UTILIZADOS

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 Satisfactorio

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Satisfactorio

atisfactorio

IVD

Bacteroides fragilis ATCC 256285

Escherichia coli ATCC 25922 Satisfactorio
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Satisfactorio
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 Satisfactorio

Control de esterilidad:
Incubacién de frascos 7 dias. Resultado satisfactorio.

LIMITACIONES

- Al procesar los hemocultivos puede detectarse la presencia de microor-
ganismos en la coloracién de Gram pero que no desarrollan en los medios
de cultivo utilizados para su aislamiento. Esta situacion puede deberse a
bajas cantidades de microorganismos no viables derivados de los constitu-

DIAGNOSTICO CODIGO ELABORADOR

IN VITRO N°

ESTERIL N° DE DETER- LOTE N°
MINACIONES

FECHA DE LIMITE DE INSTRUCCIONES

VENCIMIENTO TEMPERATURA DE USO
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