Hospital General

Universitario Dr. Balmis  S€¢ci0n de Microbiologia clinica

Mujer 59 afos acude al Servicio de Urgencias por clinica respiratoria.
Tos, fiebre, deterioro del estado general 5-6 dias evolucion.
Exploracion fisica: T2 - 39.6°C, auscultacion con crepitantes en base derecha.

Rx torax: infiltrado I6bulo medio.

Analitica: Procalcitonina 1.2 ng/ml, PCR 73.2 mg/dl, leucocitos 20 000 / pl.

Tratamiento empirico: ceftriaxona + azitromicina.

Microbiologia: PCR virus respiratorios negativa.

Hemocultivos: Streptococcus pneumoniae.
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Perspectiva historica y definicion

a Low cell density

{?' %3 onyi{ (sepsis): Proceso por Inflamacion, vasodilatacion periférica,
] S — el cual se descompone la rubor, fiebre, dolor, aumento de
carne y las heridas se permeabilidad capilar y disfuncion
infectan organica
Hipdcrates 460 a.C — 370 a.C. Celsus 25a.C —-50d.Cy Galeno 129 d.C — 216 d.C.
Bacteriemia — bacterias en sangre Sepsis — disfuncion organica por respuesta desregulada a infeccion
SEPSIS 1.0 SEPSIS 2.0 SEPSIS 3.0
] i

Shock septes
Anormalidades
T . ey circulatorias, celulares
y metabélicas
— C Diagnostic criteria ) E 'SOFA ) prOfundas que
m cumentan el riesgo de
e I .o mortalidad

2.Inflammatory parameters(5)

4.0rgan dysfunction
parameters(7)
5.Tissue perfusion parameters(2)

Rodriguez-Diaz JC et al, Procedimientos en Microbiologia Clinica (SEIMC), 2017
Yang J et al, Med Rev, 2023




Fisiopatologia y epidemiologia

Fisiopatologia de la sepsis

Desequilibrio inflamatorio
Estres de reticulo endoplasmico
oo Red neuroendocrino-inmune

Dano mitocondria
Disfuncion inmunologica
Autofagia

Alteraciones de coagulacion

Heart Liver

& »© 9

» Cardiovascular  * Hypoxichepatiis ~ » Lymphocyte > Acutelung injury # Acute kidney injury

B :ﬁg:;gisl:ﬁmnjw apoplosis )ﬁﬂmmﬁﬁ” » Chronic kidney disease Epldemiolcgia de la SepS[s

Kidney

Th1/M1-Th2/M2 Lymphocytes Endothelial Cells
HLA-DR - Coagulation
disorders

Apoptosis
PD-1/PD-L1

Alta mortalidad y morbilidad

Moctondia  Endoplamicsicuum - Lysosome 2017 — OMS considera prioridad de salud publica

@+§ ® Global, regional, and national sepsis incidence and mortality,
"~ 1990-2017: analysis for the Global Burden of Disease Study

Kristina E Rudd, Sarah Charlotte Johnson, Kareha M Agesa, Katya Anne Shackelford, Derrick Tsoi, Daniel Rhodes Kievlan, DannyV Calombara,
Ml  Kevin S Ikuta, Niranjan Kissoon, Simon Finfer, Carolin Fleischmann-Struzek, Flavia R Machado, Konrad K Reinhart, Kathryn Rowan,
Christopher W Seymour, R Scott Watson, T Eoin West, Fatima Marinho, Simen ! Hay, Rafael Lozano, Alan D Lopez, Derek C Angus,
Christopher ] L Murray, Mohsen Naghavi

48.9 millones de casos, 11 millones de muertes

‘ Unfolded protein
| Apoptosisl response | Autophagy |

Huang M et al, Int J Mol Sci, 2019



Meétricas clinicas

Historico criterios

Sequential organ failure assessment (SOFA) scoring system

SEPSIS 1.0

SEPSIS 2.0 SEPSIS 3.0

SOFA score 0 SOFA score 1 SOFA score 2 SOFA score 3 SOFA score 4
1991 2001 2016 Respiratory system: Pa0,/FiO, (kPa) =533 <533 =40 =267 =133
Coagulation system: platelets (= 10°/pL) =150 <150 <100 =50 <20
Hepatic system: bilirubin (pmol/L) =20 20-32 33-101 102-204 =204
Infection+SIRS>2 Sepsis1.0+ o Cardiovascular system MAP=70mmHg MAP<7OmmHg Dopamine <_5 pa/kg per min, Dopamine 5-1-15 pg/'kg per rn_in, or Dc!pamine =15 pg/kg per min, or
Diagnostic criteriaz2 or dobutamine (any dose) epinephrine =0-1 pg/kg per min, or  epinephrine = 0-1 pg/kg per min, or
administered norepinephrine =0-1 pg'kg permin - norepinephrine =0-1 pg/kg per min
administered administered
Central nervous system: Glasgow Coma Scale 15 13-14 10-12 69 <6
Renal system
Creatinine (pmol/L) =110 111-170 171-299 300-440 =440
1.General parameters(7) .
2 inRaiaiatory parametrsls) Urine output (mL/day) . <500 <200
S HSIod R PR Ate o) Scores from 0 to 4 are assigned for each of the six organ systems, with a higher score indicative of worse organ dysfunction in each system. MAP=mean arterial pressure.
4.0rgan dysfunction
parameters(7) Table: Description of sequential organ failure assessment (SOFA) scoring system®
5.Tissue perfusion parameters(2) 6

Yang J et al, Med Rev, 2023

Infeccidon + cambio de SOFA score de 2 puntos
Alteracion del estado mental
Presion sistdlica < 100 mm Hg

Frecuencia respiratoria 22 / min
SEPSIS

Cecconi et al, Lancet, 2018
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Riesgo de sepsis




Herramientas de laboratorio

Marcadores
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Pierrakos C et al, Critical Care, 2020
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Fundamento del hemocultivo

VIedIO de enriquecimiento 1010Qla de la enaocarditis
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P. Brouqui and D. Raoult, Clin Microbiol Rev, 2001



Pre-analitica en la bacteriemia

Volumen Contaminacion

Auditoria 6 dias, 407 hemocultivos de 100 pacientes
Informe anual — 16 850 hemocultivos
40% se procesaron en incubadores satélites

L
10— 1000 ! — ]
I
glaas 200 |
2 |
= @ 600 I
§, 6 O
- I
S e 400
£ = I
E
= 4} E I \
o o
S 200 |
2t 0
0 1 2 3 4 5 f 7 a 9 10 11 12 13 =13
Volumen sanguineo (mL)
0 S

General Urgencias o 2012 2014 2016 2018 2020 2022 2024



INcion de Gram

BioFire BCID2 Panel

PCR mudltiple bacteriemias

Bacterias Gram negativas

Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex
Bacteroides fragilis

Orden enterobacterales
Enterobacter cloacae complex
Escherichia coli
Klebsiella aerogenes
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae group
Proteus spp
Salmonella spp
Serratia marcescens

Haemophilus influenzae
Neisseria meningitidis
Pseudomonas aeruginosa

Stenotrophomonas maltophilia

Genes de resistencia antibiotica

Carbapenemasas VIM, KPC, IMP, OXA-48 y NDM
Resistencia a colistina por mcr-1

ESBL de tipo CTX-M

Resistencia a meticilina mecA/C

Resistencia a vancomicina vanA/B

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium
Listeria monocytogenes

Staphylococcus spp
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus lugdunensis

Streptococcus spp
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes

Levaduras

Candida albicans
Candida auris
Candida glabrata
Candida krusei
Candida parapsilosis
Candida tropicalis

Cryptococcus neoformas /gattii



Varodn, 19 dias
Infeccidn via aérea superior

HC (+): Se observan cocobacilos
Gram negativos

Moraxella catarrhalis

Mujer, 94 anos

Fiebre, ITU repeticion en tratamiento
antibiotico

HC (+): Se observan cocos Gram positivos
compatibles con estreptococos/enterococos

Enterococcus avium

Un resultado inesperado

Mujer, 6 dias
Prematuridad

HC (+): Se observan levaduras

Candida dubliniensis

Varon, 16 afios
Fiebre persistente con tos y expectoracion
Lesion en tobillo de aspecto eritematoso

HC (+): Se observan bacilos Gram
negativos

Fusobacterium necrophorum



PCR multiple bacteriemias

Se detecta Staphylococeus spp, Streptococcus spp o Proteus spp
2022 2023 2022-2023

Cta N Ingun g -~ Identificacion de especie del género Staphylococcus spp en cultivo 23 6 29 (3%)
an i Sio Staphylococcus haemolyticus 11 3 14
Staphviococcus hominis 11 3 14
el paﬂel Staphylococcus capitis 1 1
- ‘ 2022 2023 2022-2023
{ Identificacion de especie del género Streptocococos spp en cultivo 52 41 93 (10%)
Streptococcus mitis 8 14 22
Streptococcus gallolyticus 10 5 15
Streptococcus dysgalactiae 6 5 11
i L - Streptococcus anginosus 8 3 11
— = Streptococcus oralis 7 7
13.4% Streptococcus constellatus 4 2 6
mmmm |dentificacion a nivel de género y especie en PCR Streptococcus parasanguinis 1 5 6
= Detecc!{)n género Staphylococcus, Streptococcus o Proteus ,29%, Streptococcus salivarius 1 3 4
1 Deteccidn orden enterobacterales
C——= PCR positiva - cultivo negativo Streptococcus lutetiensis 1 1 2
e Tincion Gram positiva Cultivo y PCR negativos 20222023 2022-202 Streptococeus gordonii 2 2
Total filmarray 474 204592023 BR-2023 Streptococcus infantarius 1 1
Identificacion de especie del orden enterobacterales en cultivo 10 6 16 (2%) Streptococcus thermophilus 1 1
Morganella morganii Porcentaje] 84.8 183.9 2 3 Streptococcus vestibularis 1 1
C”’Pé‘ﬁtifﬁfﬁ%i— cultivo negativo 16/ 214 ! 3 Streptococcus mutans ! L
Serratia liquefaciens _ 2 2 Streptococcus intermedius 1 1
_ Porcentajel 3.4 ~3.1 o
Ci 2 Streptococcus sanguinis 1 1
g'ztembacrer cancerogernus P orcentaje 11.8 112'6 i SWQPIOCOCC'HS I?’ffanfls : .
Hafkimgios Gram positiva // Cultivo y PCR negativos 0 12 1 2022 2023 2022-2023
Raoultella planticola Porcentajel 0| 10.4 1 Identificacion de especie del género Proteus spp en cultivo 0 3 3 (0.3%)
Raoultella ornithinolytica 1 L Proteus mirabilis 0 3 3
Citrobacter braakii 1 1




e bacteriemias

2022 2023 2022-2023
PCR positiva - cultivo negativo 16 14 30 (3%)
Gram positivos
Staphvlococcus spp 1 4

Staphvlococcus epidermidis 3 2
Staphvlococcus aureus 1
Streptococcus spp

e e Y Y

Enterococcus faecalis
0.2% Gram negativos
Klebsiella oxytoca 5
Bacteroides fragilis 2
Klebsiella pneumoniae

f—

Proteus spp

Escherichia coli

Serratia marcescens
Enterobacter cloacae complex

b e e = D D LN

Oy vy

3.2% Pseudomonas aeruginosa
Levaduras

Candida tropicalis 6 6
mmmm Concordancia cultivo - PCR Candida albicans 1 1
—— PCR positiva - cultivo negativo

mmmm PCR negativa - cultivo positivo

== Tincién Gram positiva // Cultivo y PCR negativos

Deteccion CTX-M 2 2




PCR multiple bacteriemias

No se detecta ningun microorganismo incluido en el panel 2022 2023 2022-2023
Bacilos gram positivos 11 18
2022 2023 2022-2023 )
Bacillus cereus 2 1
Corynebacterium afermentans 2
Gram po Closngdwm P >
; Bacillus 2
Estafil ]
Staphyloc
Micrococc 1
Estrep 1
Enterococ 4%
Enterococ LaEtoboeills 1
Enterococ Paenibacillus durus 1
Facklamic Paenibacillus stellifer 1
Enterococ Co nebacaﬂspﬁp
Peptostrej Corviebacterium amycolatiy 1
Parvimon, Corynebgcterium minutissimai 1
Abiotroph Bifidobacters 1
Rothia mu Microbacterium testacenr 1
Lactococc Breviggeter ik 665€bs 1
Ruminoco = E::f:i;"t’::g::s BrevimmeacEstieptetachorars 1
Granulica mmm Bacilos Gram positivos Adm@@ﬁgﬁggaﬁmﬁ%ggias !
Enterococ —— Bacterias Gram negativas Hungaialla baidieaxryi 1
; Il\_ll(:::aa(::::nsos de resistencia antimicrobiana Clostridi9eHERAR e resistencia antimicrpbigna



Bacilos gram negativos

26 15

Enterobacterias
Escherichia coli

Hafnia alvei
No fermentador

Pseudomonas orvzihabilt
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter ursingii 7%
Achromobacter xylosoxidans
Agrobacterium radiobacter

Brevundimonas dimirgdés Enterobacterias

Roseomonas mucosa =22 No fermentadores

Cupriavidus necator

41 (35%)

1

mmmm Bacterias Gram pgsitivas

T Anaerobios
ezz2 Otros bacilos Gra ne]gativos
mmm | evaduras
C— Mecanismos de resistencia antimicrobiana

= e e e e e e e e e

6 (5%)

8 /Wb V¥

022 2023 2022-2023

Anaerobios

Bacteroides f,
Bacteroides
Bacteroides ovati

Moraxella atlantae 14%

Cap nocyt Oﬂﬁﬂg Ea‘&?éﬁég @Gtdm positivas
CapnocytopisgEnternbacienas
Eik 7] XXX] ao fermentadores
enella YRS obios
LeptotrichtzzzmeOtsosibacilos Gram negativos
= | evaduras

— Mecanismos de resistencia antimicrobiana

[ T S —

2
1
1
1

8 (7%)

4
2
1
1

16 (14%)
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PCR multiple bacteriemias

No se detecta ningun microorganisme incluido en el panel

2022 2023 2022-2023

Levaduras

Candida orthopsilosis 1 3

Rhodotorula mucilaginosa 1 2

Magnusiomyces capitatus 2

Candida dubliniensis 1 1

Candida rugosa | '
Candida metapsilosis 1 w
Saccharomyces cerevisiae 1

Fusarium solani 1

Seedosporium prolificans 1

2022 2023 2022-2023
5 0 5 (4%)
B-lactamasas de espectro extendido S 5

mmmm Bacterias Gram positivas

—— Bacterias Gram negativas

mmmm |evaduras

—— Mecanismos de resistencia antimicrobiana
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Hombre 69 afos acude al Servicio de Urgencias por clinica miccional.
Fiebre, cefalea y molestias en la fosa renal derecha no irradiado.

No RAM, no HTA, no DM, no DLP, no AP interés ni tratamiento habitual.
Refiere haber comenzado amoxicilina que tenia de una ITU previa.
Exploracion fisica y ecografia abdominal normales.

Analitica: Procalcitonina 1.31 ng/ml, PCR 28 mg/dl, leucocitos 21 900 / ul y
FG 58 ml/min.

Tratamiento: paracetamol 1 g iv + ceftriaxona 2 g iv.

Hemocultivos: Escherichia coli productor de B-lactamasas de espectro extendido.




Practica habitual en hemocultivos

PCR SARM [
Espectrometria  2/2 tomas TTP +5 horas
S T — Estafilococos de masas <24h
T SR, (MALDI-TOF) TTP + 1.5 horas

PCR multiple y sindrémica
de bacteriemias
(BioFire BCID2 Panel -
Filmarray)

TTP + 1.5 horas

TTP (<24 h, 48 h, n°® horas)

NUmero de tomas positivas ‘ Bacilos Gram negativos
Tipo de microorganismo

Espéctrometria
de masas
(MALDI-TOF)

Deteccion p-lactamasas de espectro extendido

U 2023 00 P Ml il =4
Escherichia coli — L — 1 —~
Klebsiella spp Total - 129 R e R T o o o e

Positivos — 18 7 : e n -

Proteus spp :
Negativos — 104

Sensibilidad — 94.7%
Especificidad — 100%

EEEE
slzeles| [
F

TTP + 2 horas

238 | 4776
/5

TTP + 24 horas

Hanaki H et al, J Antimicrob Chemother, 2004

TTP - Time to positivity



EUROPEAN COMMITTEE
E U CA S T ON ANTIMICROBIAL
SUSCEPTIBILITY TESTING

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

Escherichia coli
Bacterias Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa

Acinetobacter baumannii

OO O
0000

Resultados Resultados

1 A

Tincién Gram Identificacién Antibiograma Tincion Gram Identificacion Antibiograma

08:00 - 09:00 11:00 - 12:00 14:30 - 15:00 08:00-13:00 11:00-13:00 16:00p; 26:00



Artificial Intelligence for Clinical 180
Decision Support in Sepsis i Pub d
140 i
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Wu M et al, Front Med, 2021
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El diagnostico clinico y microbiolégico de la bacteriemia en general, y de la sepsis en
particular, requiere de la colaboracion y comunicacion estrecha entre profesionales de
diferentes especialidades.

La microbiologia clinica esta en constante evolucion y actualizacion de las técnicas
empleadas en los laboratorios hospitalarios con el objetivo de aportar informacion veraz y
util al clinico en el menor tiempo posible.

La rentabilidad de los hemocultivos depende en gran medida de la adecuada toma de
muestras; siendo aspectos pre-analiticos clave el volumen inoculado, la contaminacion
de los medios de cultivo o la rapida incubacion de estos.

El manejo de los pacientes que sufren episodios de bacteriemia debe tener un enfoque
Interdisciplinar, siendo los grupos PROA actores clave en el desarrollo de los
procedimientos de optimizacion de los recursos sanitarios.
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Porque los pacientes no entienden de horarios

Microbiologia abierto 24 horas

Seccidn de Microbiologia Clinica
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Unidad de Enfermedades Infecciosas




