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Hble Sr. President des Consell Insular d ‘Eivissa i Formentera,
Excm. Sr. Alcalde de s’ Ajuntament d’Eivissa,

Excm. Sr. Dega President,

Excms. Srs. Académics,

Senyores i Senyors:

Agraeix profundament sa benévolencia que heu demostrat cap
a sa meua persona, per haver-me concedit s’honor d’acceptar-me
entre valtros com a Membre Corresponent de tan prestigiosa
Corporacid.

En sa inauguracid des present curs, que va tenir lloc a s’historic
marc des Palau de la Miisica de Barcelona, presidit per Ses
Majestats els Reis D. Joan Carles i Da. Sofia i amb s’assisténcia
de tan Il'lustres Membres components d’aquesta Reial Académia,
en escoltar sa meua nominacid, vaig poder corroborar sa idea que
sempre he tengut que quan major és sa valua de ses persones,
menors son ses seues exigencies cap a’s altres, i de no ser aixi, sense
dubte, no tendria sa satisfaccié de compartir aquest acte amb
valtros.

En aquestos moments de tanta emocid, no puc evitar recordar
ses persones que d’alguna manera han influit en sa meua formacio,
tant humana com cientifica.

Permeteu-me un reconeixement en es suport que he rebut en tot
moment des meus pares, en qualsevol de ses labors professionals
que he realitzat durant sa meua vida.

També arriba a sa meua memoria sa inestimable ajuda que he
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rebut des professors a qui dec sa meua formacid, en especial
s’eminent professor Dr. D. Jesiis Guinea Sdnchez, Catedratic de
Microbiologia de sa Facultat de Farmacia de sa Universitat de
Barcelona, que va tenir sa gentilesa de dirigir sa meua Tesi
Doctoral i que amb es seu exemple i preparacié cientifica ha
estimulat sa meua afeccié a ses feines d’estudi i investigacié en
aquest camp de ses ciéncies.

M’heu fet s’honor de desplagar-vos a sa meua estimada illa,
de la qual ha dit un des nostres escriptors que és d’immutable i
variada policromia i habitada per un poble hospitalari,
respectuds i amable; illa que ha sabut mantenir un equilibri
perfecte entre tot allo que és modernitat i cosmopolitisme, i sa
nostra historia i costums tradicionals tan estimats pe’s nostro
poble.

Voldria que durant sa vostra estada a Eivissa, poguésseu
constatar aquesta descripcid, tal volta un poc apassionada,
propia d'una persona que estima sa seua terra.

A continuacié, vos mostraré una modesta aportacié d'un model
d’experimentacid realitzat en conills, que pretén facilitar
s’estudi i millorament des métodes de deteccid des agents causals
de ses septicémies que, com és sabut, son causa d ‘un gran nombre de
morts anuals.

Siguin ses meues darreres paraules per agrair-vos a tots sa
vostra assisténcia a aquest acte. Moltes gracies.
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HISTORIA

Es un hecho conocido, que la coexistencia entre microorganismos
y seres superiores, es en muchos casos necesaria para el desarrollo
normal de sus procesos vitales.

Sin embargo, en determinadas circunstancias y en funcién del
microorganismo que se instala en el huesped, pueden producirse
episodios patolégicos, capaces de poner en peligro la vida del
organismo infectado.

La septicemia es un buen ejemplo de una relacién desfavorable
entre microorganismo y organismo colonizado.

El vocablo septicemia ya fue propuesto por Piorry” a finales
del siglo pasado (1874) y desde entonces su significado ha ido
evolucionando, no existiendo aun, un concepto uniforme acerca de la
identidad del término, amén de la diferencia que presenta entre
las escuelas de origen aleman "sepsis” y las de influencia francesa
"septicemia".

Es importante destacar la diferenciacién aportada por
Liebermeister> (1875), entre los términos “enfermedad séptica” y
“sepsis”. Este autor, describia la enfermedad séptica como un
“estado previo, generalmente local, con capacidad para generar
sepsis, sin que ésta se produjera necesariamente en todos los casos”.
Por el contrario, consideraba que el término sepsis expresaba la
existencia de un “fendmeno de diseminacién bacteriana, con
formacion de metdstasis y manifestaciones objetivas y subjetivas
de enfermedad generalizada”. De la misma manera, este autor
distinguia entre “foco séptico” y “foco de sepsis”. Al primero, lo
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definié6 como “un anidamiento bacteriano en los tejidos que
provoca reacciones necréticas centrales, con reaccién periférica
inflamatoria deslindante o sin ella”, mientras que en el segundo,
“se establece una relacion intima entre el foco de sepsis y un
segmento del sistema circulatorio”, siendo esta comunicacién el
hecho esencial que provoca la transformacién de un estado a otro.

Segiin Pedro Pons y colaboradores®® (1967), en el concepto de
sepsis existen dos hechos fundamentales, por una parte, el paso de
bacterias a la sangre y por otra, la presencia de un foco séptico
suministrador de las mismas. Este ultimo concepto se debe a
Schottmiiller” (1914), quien consideraba la sepsis como “la
infeccion por diferentes bacterias que actuan en un organismo
sensibilizado, con paso de ellas desde focos necréticos infectados a
la sangre a través del sistema circulatorio, originandose en
consecuencia metdstasis y manifestaciones clinicas generales”. Es
decir que no existia proliferacion bacteriana en la sangre, sino que
ésta se limitaba a recibir los microorganismos del foco de sepsis 'y
diseminarlos por todo el organismo.

Otro término que es importante precisar es aquel que viene
definido por el vocablo “bacteriemia”. Strand y Shulman?2 (1988),
lo definen como “el transporte de bacterias por la sangre como
sustancias inertes, sin provocar en ningtin caso los sintomas
generales caracteristicos de la sepsis ni focos metastdsicos”, como
ocurre por ejemplo tras la remocién de focos sépticos dentarios, en el
curso de intervenciones quirdrgicas o exploraciones urolégicas entre
otros casos, mientras que para ellos, el término septicemia implica
“la existencia prdcticamente constante en toda la evolucién de
una cantidad mayor o menor de bacterias patigenas en la sangre,
asociadas a signos clinicos de infeccién”, tales como fiebre,
escalofrios, taquicardia, hipotension, shock y leucocitosis entre
otros (Washington®, 1978).
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ORIGEN DELAS BACTERIEMIAS

En general, la puerta de entrada de los microorganismos de
procedencia extravascular al torrente sanguineo, es el sistema
linfatico. La posibilidad de que se produzca una bacteriemia
depende, ademds de la capacidad defensiva del sistema
inmunitario del individuo, de la existencia de ciertas condiciones
locales como pueden ser la manipulacién de la zona afectada, la
cantidad y disposicion anatomica de los vasos linfaticos de la
zona, y el aumento de la presion localizada, que puedan favorecer
el drenaje de la linfa desde la zona infectada hacia el conducto
torécico y los vasos de retorno transportadores de la sangre venosa.

Sin embargo, también puede tener lugar la entrada directa de
microorganismos a la corriente sanguinea, como ocurre en las
infecciones intravasculares tales como la endocarditis infecciosa,
fistulas arteriovenosas infectadas, aneurismas micéticos, flebitis
supurativas y como consecuencia de la aplicacién de catéteres
intravenosos y arteriales (Reller et al.”?,1982).

Hay que tener en cuenta que en la relacién parasito-huesped,
interviene de un modo fundamental el poder bactericida de la
sangre, que normalmente no permite la multiplicacién de los
microorganismos invasores, quedando en ocasiones, circunscritos a
pequefios focos sépticos o ulteriores focos metastasicos, que
mantienen una situacion latente de contaminacién hematica. La
puerta de entrada o foco origen del proceso no siempre resulta facil
de localizar y en ciertas ocasiones puede pasar desapercibido,
dando lugar a las denominadas sepsis criptogenéticas.

Cuando las bacterias alcanzan el torrente circulatorio,
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generalmente son destruidas por macréfagos que forman parte de la
estructura de drganos tales como el higado y el bazo, asi como por
los fagocitos circulantes presentes en la sangre, con la colaboracién
del sistema del complemento, las inmunoglobulinas y demas
mecanismos inmunoldgicos del individuo colonizado (Reller et
al.”,1982).

Sin embargo, ciertos microorganismos como Mycobacterium,
Salmonella , Brucella y Listeria entre otros, presentan la
capacidad de sobrevivir en el interior de la célula despues de ser
fagocitados. Son los denominados parésitos intracelulares (Riley y
Robertson74,1984).

Como sefialan Reller et al.73(1982), los origenes mas comunes de
las bacteriemias son en un 25% el tracto genito-urinario, en un 20%
el arbol respiratorio, en un 10% abscesos diversos, un 5% se originan
a partir de heridas quirtrgicas, otro 5% tiene su origen en el tracto
biliar, un 10% corresponde a localizaciones diversas y el foco
original del 25% restante es desconocido.
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TIPOS DE BACTERIEMIAS

Desde un punto de vista clinico, las bacteriemias pueden
clasificarse en transitorias, intermitentes y continuas (Washington
e Ilstrup?, 1986).

Las bacteriemias transitorias, aparecen como consecuencia de
una manipulacion de:

a) tejidos infectados (abscesos, foriinculos, celulitis).

b) superficies mucosas contaminadas (manipulaciones dentales
o uroldégicas, endoscopias, cateterizaciéon .uretral y
sigmoidoscopia).

¢) areas contaminadas en el curso de intervenciones quirtirgicas
(histerectomia vaginal, reseccion transuretral de la préstata,
quemaduras infectadas) .

En la mayoria de los casos, la llegada stibita de bacterias a
la sangre es asintomdtica, 0 como maximo produce escalofrios y
fiebre transitoria, que se autolimita mediante los mecanismos
inmunoldgicos del individuo (Strand y Shulman?®2, 1988).

Fisiol6gicamente también pueden observarse bacteriemias
transitorias como consecuencia de una vasodilatacion de ciertas
mucosas en contacto con bacterias, como ocurre en el caso de las
bacteriemias post-prandiales.

En el caso de las bacteriemias intermitentes, los focos sépticos
pueden estabilizarse y producir consecuentemente, una siembra
continua de microorganismos al torrente circulatorio. Estas se
asocian a menudo con diversos tipos de abscesos no drenados:
intra-abdominales, pélvicos, perinefriticos, hepéaticos y
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prostaticos (Washington e Ilstrup%, 1986).

Por 1ltimo, las bacteriemias continuas, son caracteristicas de la
endocarditis aguda y subaguda, de infecciones intravasculares, asi
como de las primeras semanas de fiebre tifoidea, brucelosis y
leptospirosis (Washington e Ilstrup¥, 1986, y Finegold y Baron?$,
1989).
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VARIACION DEL AGENTE CAUSAL

A lo largo de los afios se ha observado una variacién en la
incidencia de los diferentes microorganismos causales de las
septicemias.

Ya Waisbren® en su trabajo publicado en 1957, sefialé que en
USA, los bacilos Gram negativos con la excepcién de Salmonella,
eran los agentes etiolégicos responsables de las bacteriemias més
frecuentes. También McCabe y Jacksorf! en 1962, describieron en su
trabajo de revision de hemocultivos realizados entre 1951 y 1958,
un notable aumento de bacteriemias por microorganismos Gram
negativos, en comparacién con los datos histéricos de aislamiento
bacteriano del periodo preantibiético.

Segiin Kreger et al.5® (1980), el incremento observado de
bacteriemias por gram negativos, puede deberse a una aplicacion
indiscriminada de la terapéutica antimicrobiana, asi como a los
nuevos procedimientos utilizados en la medicina hospitalaria.

Por otra parte, Holm% (1982) sefiala que la disminucién de las
infecciones producidas por neumococos, se han visto superadas por
las debidas a Gram negativos y Staphylococcus. Segiin él, una de
las posibles explicaciones podria ser la implantacién de la
antibioticoterapia, que ha significado el descenso de la frecuencia
de la sepsis puerperal, fiebre reumética 0 neumonia neumocécica y
por lo tanto, una disminucién de Streptococcus viridians,
Streptococcus pyogenes 'y Streptococcus pnewmoniae como agentes
causales de dichos procesos. Del mismo modo, Brooks y Cobbs!!
(1983) estiman que en USA anualmente se producen 140.000 casos de
bacteriemias por Gram negativos.
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También hay que tener presente la aparicién de un nuevo grupo
de enfermos que desarrollan sepsis y que anteriormente no existian,
debido a las diferentes condiciones de actuacion sanitaria. Son
enfermos que adquieren estas infecciones durante su estancia en el
centro hospitalario o bien que desarrollan la septicemia de forma
espontanea al poco tiempo de su ingreso. Entre estos tltimos figuran
aquellos que se hospitalizan con infecciones localizadas tales como
neumonia, pielonefritis, faringoamigdalitis o extracciones
dentarias entre otras, es decir, pacientes en los que no exista a
priori ningun problema inmunitario basal. En cambio, los pacientes
enmarcados en el primer grupo son los denominados
“comprometidos” cuyos agentes causales pertencen al grupo de baja
virulencia, que incluyen los denominados agentes oportunistas.

Este hecho también lo ha descrito Kiehn¢ (1989) al hallar un
incremento de microorganismos Gram positivos, incluyendo
micobacterias, y bacterias Gram negativas relacionadas con
habitats acudticos, como Acinetobacter spp. y Pseudomonas spp. en
pacientes inmunocomprometidos por cancer o SIDA.

Otros autores como Williams et al.192 (1976), subrayan la
importancia que tiene la mejora en la calidad de los
procedimientos analiticos empleados. En efecto, el empleo de
medios normalizados, con gran capacidad de recuperacion, es
evidente que ha influido considerablemente en el aislamiento de
ciertos microorganismos que anteriormente pudieran haberse
recuperado con més dificultad.
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IMPORTANCIA DE LAS SEPTICEMIAS

En la bibliografia, se barajan cifras muy variadas respecto a la
frecuencia de casos de septicemia detectados en diversos paises.

En EEUU se dan aproximadamente 500.000 septicemias
anuales, mientras que en la antigua Alemania Federal se
estimaban entre 200.000 y 250.000 casos (Helm y Stille38, 1980).
Mas recientemente, Washington e Ilstrup% (1986) describen 200.000
casos de septicemias en EEUU, con un porcentaje de mortalidad que
se sittia entre el 40% y el 50%.

Un estudio multicéntrico realizado en seis hospitales
espafioles, mostr6 una incidencia de 20,9 episodios sépticos por
cada 1000 pacientes ingresados. El 51% de estas septicemias fueron
de origen nosocomial, dando lugar a una mortalidad del 31%
(Martin-Luengo, F¢0,1986)

Por otra parte, el aumento en la utilizacién de catéteres
intravasculares en los protocolos terapéuticos actuales, han
incrementado sensiblemente la incidencia de septicemias
(Collingnon y Munro??, 1989). Stamm, en un estudio realizado en
EEUU en la década de los aiios 70, observé que anualmente, mis de
30.000 pacientes desarrollaban sepsis asociadas a la aplicacion de
cateteres intravasculares, dando lugar a un indice de mortalidad
que oscilaba entre los 10.000 y 15.000 casos (Stamm?&, 1978).

Estas cifras ya de por si importantes, resultan alarmantes si se
tiene en cuenta el bajo nivel de aislamientos del agente etioldgico,
que ademds es muy variable y que segtn sefialan diversos autores
oscila entre un entre un 10,4% y un 12,0% (Grosset®®,1985), entre un
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6.9 y un 8.0% (Garcia-Rodriguez y otros®2, 1987), un 8,8% (Hall et
al%, 1978), un 11,3% (Beaman et al’, 1977), y un 7,2% (Fleites et
al.?, 1979).

Es decir, teniendo en cuenta el elevado indice de morbilidad y
mortalidad que producen estos procesos, unido al bajo rendimiento
de recuperacién del agente etiologico, no es de extrafiar el interés
que tiene para el microbiolégo, el optimizar técnicas de
recuperacion, asi como la investigaciéon de otros métodos de
diagnéstico, que por una parte permitan aumentar la sensibilidad
y especificidad, y por otra, reducir el tiempo empleado en su
realizacién, factor que en muchas ocasiones pude ser decisivo a la
hora de evitar complicaciones fatales en los pacientes afectos de
una sepsis.
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DIAGNOSTICO DELABORATORIO

Si consideramos los principales aspectos relacionados con la
realizacion correcta de una técnica de hemocultivo, que conduzca al
aislamiento del verdadero agente causal de una septicemia, es
imprescindible tener en cuenta dos grupos de pardmetros : por una
parte aquellos que estin basados en criterios clinicos, y por otra,
los que dependen de la optimizacién de la técnica de aislamiento
empleada.

Los primeros, son inherentes al acto médico y corresponden al
reconocimiento de una serie de manifestaciones clinicas (fiebre,
escalofrios, hipotension, arritmias, shock), que conducirdn a la
solicitud de la realizacién de la técnica microbiol6gica destinada
a la recuperacion del microorganismo causal, y en este sentido, un
factor que puede variar el porcentaje de positividades, es el
relacionado con el estado inmunitario del individuo. Asi, si el
aislamiento se realiza en enfermos procedentes de unidades de
oncologia, didlisis, hospitales de enfermedades infecciosas y en
general en pacientes inmunodeprimidos, el porcentaje de
positividades serd probablemente mas elevado que el obtenido en
pacientes procedentes de hospitales generales.

Por lo que respecta a los pardmetros de optimizacién de la
técnica, al practicar un hemocultivo deben considerarse los
siguientes aspectos fundamentales:

- Por una parte, la eleccion del momento de la toma de la
muestra y el nimero de extracciones realizadas por episodio
séptico.



- Por otra, la técnica bacteriolégica utilizada, haciendo
especial hincapié en el volumen de la muestra, los medios de
cultivo, la existencia de terapéutica antibidtica anterior, el tipo
de anticoagulante utilizado y otros componentes que puedan
facilitar el desarrollo de los microorganismos.

Respecto al momento en que debe realizarse la extraccién de la
muestra, hay que sefialar que en el caso de las bacteriemias
continuas, no tiene excesiva importancia, puesto que generalmente
los microorganismos se mantienen de una forma constante en la
corriente sanguinea (Bennett y Beeson8, 1954). Sin embargo, es
frecuente que la difusién del microorganismo al torrente
circulatorio se produzca de una manera intermitente, con la
consiguiente aparicién de fiebre y escalofrios a partir de 30 o 60
minutos del inicio (Freemand!, 1990). En estos casos es aconsejable
realizar la extraccion de la muestra, como sefialan Bennett y
Beeson8 (1954), aproximadamente una hora antes del acceso febril.

Referente al nimero de extracciones que deben practicarse, se
recomienda més de una por episodio séptico (Aronson y Bor!, 1987),
no sélo para incrementar la posibilidad del aislamiento del agente
causal, sind también para confirmar bacteriemias verdaderas
debidas a microorganismos que normalmente forman parte de los
gérmenes contaminantes (Washington?, 1986).

En un estudio realizado por Washington en la Clinica Mayo,
sobre 80 pacientes septicémicos a los que se les practicé un minimo
de tres hemocultivos seriados, mediante la siembra de 10 ml de
sangre en un intervalo de 24 horas, pudo observarse que con la
primera muestra se recuperaba el 80% de los microorganismos, al
considerar las dos primeras resultaban positivos el 89% de los
casos, mientras que realizando las tres, se aislaba el 99% de los
agéntes causales de las septicémias (Washington®3, 1975).

Posteriormente, Weinstein en otro trabajo realizado en la
Universidad de Colorado, en el que se utilizaron dos muestras de 15
ml, detect6 el 91,5% de positividades al practicar unicamente el
primer hemocultivo, mientras que al realizar los dos se
recuperaron el 99,3% de los microorganismos (Weinstein et al’,
1983).
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En general, los datos publicados demuestran que es suficiente
realizar 2 o 3 tomas por episodio séptico (Weinstein et al %, 1983;
Werner y Cobbs'®, 1967; Washington®, 1975).

Respecto al volumen de sangre que debe utilizarse, hay que
tener presente que en adultos, la concentraciéon de microorganismos
en sangre es generalmente baja (Henry et al.3%, 1983; Kreger et
al.53,1980; Ilstrup y Washington?!, 1983) y a menudo inferior a 1
ufc/ml (Arpi et al.3,1989), y por consiguiente los voliimenes de
muestra tienen una notable incidencia en el aislamiento del agente
causal. Asi, Arpi et al.3 (1989) sefialan que al pasar de 6,5-8 ml a
13-16 ml, recuperan un 17% madas de microorganismos; Ilstrup y
Washingtont! (1983), al cultivar 20 y 30 ml de sangre incrementan
el aislamiento del microorganismo en un 38% y un 61%
repectivamente con relacién a la siembra de 10 ml; Plorde et
al.71(1985) observan un incremento del 17% al pasar a cultivar de
10 ml a 20 ml de muestra, mientras que Murray®> (1987) obtiene
entre un 20% y un 30% més de hemocultivos positivos, si se
incrementa de 10 a 20 ml el volumen de sangre cultivada.

En adultos no existe un criterio tnico en cuanto al volumen de
muestra a cultivar. Las recomendaciones segiin distintos autores,
oscilan entre los 10 y 30 ml de sangre, que se siembran en frascos que
contienen entre 50 y 100 ml de medio de cultivo, cerrados al vacio
con o sin la presencia de CO,. Arpi et al.3 (1989) recomiendan la
siembra de 20 a 30 ml por hemocultivo. Sin embargo, la mayoria de
autores utilizan un volumen que oscila entre 10 y 15 ml
(Washington®, 1975).

Por otra parte, en nifios afectados de cuadros septicémicos, la
concentracion de bacterias viables en sangre, suele ser superior a 10
ufc/ml (Campos 13, 1989). En estos casos, se requiere un volumen de
sangre inferior al utilizado en adultos. La cantidad recomendada
por diversos autores oscila entre 1 y 5 ml. (Franciosi y Favara3,
1972; Minkus y Moffets3, 1971; Dietzman et al.’8, 1974; Welch et
al.®, 1985). En este sentido, existen algunos trabajos realizados en
neonatos utilizando microtécnicas con sangre capilar, obtenida
mediante puncién con lanceta. En uno de ellos Mangurten y
LeBeau®® (1977) extrajeron 0,02 ml en un tubo capilar heparinizado
y lo inocularon en 2 ml de caldo triptona soja. Simultaneamente
cultivaron sangre de una vena periférica, obteniendo resultados
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similares por ambas técnicas. Posteriormente, Knudson y Alden?8
(1980), utilizando también la técnica de extracciéon con lanceta,
recogieron 0,4 ml de sangre capilar y cultivaron 0,2 ml en un frasco
aerobico y otros 0,2 ml en un frasco anaerébico. Al mismo tiempo,
extrajeron mediante puncién venosa entre 0,5 y 1 ml de sangre y la
cultivaron aerébica y anaerobicamente, observando resultados
comparables.

Otro factor a considerar es la relacién entre los volimenes de
sangre y de medio de cultivo. Hay que tener en cuenta, que una
concentracion elevada de sangre puede inhibir el crecimiento del
microorganismo (Lowrance y Traub”’, 1969), debido por una parte, a
la capacidad bactericida de la sangre, relacionada con sus propios
componentes naturales como fagocitos, inmunoglobulinas y sistema
del complemento, y por otra, a posibles agentes antimicrobianos
resultantes de un tratamiento antibiético anterior a la toma de la
muestra. Sin embargo, no debe olvidarse que en la sangre se
encuentran también una serie de factores, que pueden contribuir al
crecimiento de los microorganismos.Teniendo en cuenta estas
consideraciones y de acuerdo a la experiencia de diversos autores,
se recomienda ung relacién por cociente entre volumen de sangre y
de medio de cultivo del orden de 1/5 a 1/10 (Reller et al.72, 1978),
aunque esta tltima parece ser la dptima segiin Washington®
(1986).

Respecto al tiempo de incubacién aconsejado, tradicionalmente
la mayoria de los autores recomendaban una duracién de dos
semanas (Kotin®2, 1952; Isenberg y Berkman?2, 1962; Baily y Scott®,
1989) y algunos hasta de tres (BakerS, 1962). Posteriormente
Effersoe? (1965) sugiere no prolongar los cultivos mas alla de una
semana, al no observar diferencias significativas con relacién a los
resultados obtenidos al mantener el periodo de incubacion durante
dos o tres semanas.

Mais tarde Ellner2 en 1968, con la idea de confirmar los
resultados hallados por Effersoe?, realiz6 la revisiéon de unos
40.000 hemocultivos efectuados durante 10 afios y pudo comprobar
que en ningtin caso el cultivo se positivizé después del quinto dia de
incubacion.

Una vez efectuada la siembra, Reller et al.” (1982) aconsejan
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la realizaciéon de un cultivo ciego entre las 6 y las 18 horas de
incubacién y opcionalmente a partir de las 48 horas, ademds de un
examen macroscopico diario de los cultivos, con el fin de observar
la aparicion de colonias, turbidez del medio, hemélisis y
producciéon de gas. Ante cualquier sospecha, se aconseja la
observacién microscopica de preparaciones coloreadas mediante
Gram o azul de metileno, 0 mejor con naranja de acridina, que segtin
Mirrett et al.#4(1982), incrementa notablemente la sensibilidad.

Sin embargo, si los culivos se mantienen negativos durante 7
dias y la sintomatologia clinica lo sugiere, puede ser conveniente
alargar el tiempo de incubacién, en previsién de otros
microorganismos de crecimiento més lento. En el caso de Brucella
se aconseja una incubacién de 4 a 5 semanas (Washington®?, 1973);
si se sospecha la presencia de Leptospira son suficientes 28 dias en
medio semisdlido (Tjalma y Galton®, 1965; Gochenour et al.%,
1953) y en el caso de Candida y Torulopsis no debe suspenderse el
cultivo antes de los 30 dias (Roberts y Washingtor?/®, 1975). Otros
microorganismos que requieren mds tiempo de incubacién son
Legionella, Coxiella, hongos filamentosos (Washington®, 1989),
Haemophilusy Cardiobacterium hominis (Washington®, 1978).
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RECUPERACION DEL MICROORGANISMO

Técnicas tradicionales

La técnica del hemocultivo, cldsicamente se ha realizado
empleando un frasco cerrado al vacio (con o sin ambiente de CO,),
que contiene un medio de cultivo liquido y en algunas ocasiones,
ademads, un medio s6lido adosado a una de las paredes del fraco.

Entre los medios liquidos mas recomendados segtin los métodos
convencionales, figuran una serie de caldos enriquecidos como el
medio infusién de cerébro-corazén, el caldo de triptona soja, el
caldo de Columbia y el medio para Brucella, que pueden
mantenerse en aerobiosis o anaerobiosis. Sin embargo, existen una
serie de medios mds especificos para el aislamiento de bacterias
anaerobias, entre los cuales deben destacarse el caldo tioglicolato,
el caldo de tiol y el medio de Schaedler, si bien estos medios no son
adecuados para el aislamiento de ciertos microorganismos tales
como Pseudomonas y levaduras (Reller et al.’3, 1982).

También se utilizan sistemas bifésicos que contienen a la vez un
medio sélido y un caldo, como el frasco de Ruiz Castafieda (Ruiz
Castafieda’8, 1947; Caplan y Merz'4, 1978; Roberts y Washingtor’®,
1975) y mas recientemente se emplea un método, en el que se
combina una botella convencional y un porta-objetos recubierto de
un medio de cultivo sdlido (Bryan'2, 1981; Pfaller et al.t° 1989).

Para favorecer la recuperaciéon de los microorganismos, los
medios de cultivo suelen suplementarse con una serie de factores
como hemina, gelatina, aminodcidos (cisteina, arginina), NAD,
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purinas, pirimidinas y vitaminas (K;, B;) (McCarthy y Bottone¢?,
1974).

Otro factor muy importante es el anticoagulante utilizado en’
los frascos de hemocultivo. La mayoria de autores recomiendan el
polianetol sulfonato sédico ( SPS ) a concentraciones comprendidas
entre el 0,025 y el 0,05 % (Rosner?¢ 1968; Rosner”” 1970; Eng?4, 1975),
entre otras razones, porqué ademas de actuar como anticoagulante,
inhibe la fagocitosis y la accién del sistema complemento sobre las
bacterias (Kocka et al.#%, 1972; Traub y Lowrance®,1970).

En este mismo sentido, debe ponderarse al SPS como un agente
eficaz que actua inactivando la lisozima, favoreciendo la
precipitacion de las $-lipoproteinas y el fibrinégeno, y que ademas
posee un efecto inhibidor de diversos antibi6ticos aminoglicésidos,
polimixinas (Kocka et al.#%, 1972; Krogstad et al.>4, 1981) y segtin
Ellner? (1968) de la estreptomicina.

Ensayando una serie de antibidticos "in vitro", Kocka et al.#
(1972) observaron que este polianion, disminuia la actividad de los
antibiéticos estreptomicina, polimixina B, kanamicina,
gentamicina y neomicina, no alterando la tetraciclina, penicilina
G, cefalotina sédica, vancomicina y lincomicina.

Sin embargo, el SPS puede inhibir la recuperacion de algunas
bacterias como Peptostreptococcus anaerobius (Wilkins y West!01,
1976), Neisseria gonorrhoeae (Staneck y Vicent?l, 1981) y
Neisseria meningitidis (Eng e Iveland?5, 1975). Este efecto
inhibidor puede neutralizarse afiadiendo al medio entre 1% (Pai y
Sorger®’, 1981) y 1,2% de gelatina (Reller et al.”3, 1982).
Ellner?3(1968) también describe un efecto inhibidor de esta
sustancia sobre Mycoplasma hominis tipo 1, cuando se utiliza a
una concentraciéon de 100 pg/ml.

Uno de los problemas mds importantes relacionados con la
eficacia del hemocultivo, reside en el aislamiento del agente
causal en enfermos sometidos a terapéutica antibiética previa a la
extraccion de la muestra. Para intentar neutralizar este efecto, se
han disefiado diversas estrategias experimentales, como son el
empleo de -lactamasas o complejos de tiol para inhibir los
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antibiéticos B-lactdimicos, (Murray y Nilest, 1982), acido
p-aminobenzoico para contrarrestar el efecto antimicrobiano de las
sulfonamidas, SPS al 0,025%, que como se ha indicado
anteriormente, es un antagonista de diversos antibi6ticos.

Finalmente, desde 1981 existe la posibilidad de eliminar los
agéntes antimicrobianos procesando previamente la muestra en
frascos que contienen una resina catiénica y otra absorbente
polimérica (Antimicrobial Removal Device), que permite
eliminar hasta 100 mcg de la mayoria de los antibiéticos (Wallis
et al.?1, 1980).

Técnicas automatizadas

En los ultimos afios, se han desarrollado una serie de
intrumentos automatizados, que permiten detectar con mayor
rapidez el desarrollo de los microorganismos en el medio.

Unos sistemas se basan en la medicién del CO, formado en el
interior del frasco, como consecuencia del crecimiento bacteriano en
el medio de cultivo. Para ello se utilizan diversos mecanismos
€OmMoO son:

- la medicién de la radiactividad emitida por el 1*CO,
desprendido por la poblacion bacteriana al metabolizar sustratos
marcados con el isétopo radiactivo 4C (DeLand y Wagner!?, 1969),
permitiendo en algunos casos la identificacion selectiva del
microorganismo presente, tal como el Mycobacterium por su
capacidad de metabolizar el acido palmitico.

- la espectroscopia infrarroja en la medicién del CO,

desprendido en el curso del metabolismo bacteriano (Courcol et
al.16,1986; Jungkind et al.*3, 1986)

- la visualizacion mediante un mecanismo manométrico, de los
cambios de presion observados en el interior del frasco de cultivo
debido a los gases desprendidos durante el metabolismo
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microbiano (Freeman3!, 1990).

- técnica fotocolorimétrica para la deteccién del CO, producido
como consecuencia del desarrollo bacteriano (Thorpe et al 85,1990).

Otros sistemas detectan el desarrollo bacteriano mediante la
medida del cambio de impedancia eléctrica que tiene lugar en el
medio de cultivo, como consecuencia del crecimiento de los
microorganismos (Hadley y Senyk%®, 1975).

Técnicas de Lisis

Actualmente, las tnicas innovaciones técnicas alternativas al
hemocultivo convencional, son aquellas que estdn basadas en los
métodos de lisis-filtracion y lisis-centrifugacion. Basicamente
consisten en la rotura de las células eucariotas mediante distintas
soluciones liticas, a fin de liberar al medio las células procariotas
fagocitadas, para proceder posteriormente a su recoleccion
utilizando sistemas que van desde el paso de la solucién lisada a
través de un filtro de tamafio de poro adecuado (generalmente
inferior a 0,45 micras), hasta una concentracion de las mismas
empleando la centrifugacioén, para proceder posteriormente a su
cultivo sobre los medios s6lidos y en los ambientes que se consideren
mads adecuados.

En este sentido, cabe sefialar los estudios llevados a cabo por
Braun y Kelsh? (1954), para el aislamiento de Brucella mediante
la hemdlisis y posterior filtracién de la sangre, en el que si bien el
planteamiento era correcto, porque la idea fundamental se basaba
en separar lo antes posible a las bacterias de las sustancias
antimicrobianas como antibiéticos y quimioterapicos, en la
practica el procedimiento resultaba demasiado tedioso y complejo
para realizarlo de manera habitual.

Un afio mas tarde, Tidwell y Gee86é (1955) llevaron a cabo
hemocultivos empleando membranas sobre las que se filtraba la
sangre, presentando como principal inconveniente el escaso
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volumen que conseguian filtrar.

Probablemente en este sentido, la técnica mas relevante es la
realiazada por Farmer y Komorowski? en el afio 1972, en la que se
introduce como solucion litica una mezcla compuesta de carbonato
sédico y Triton X-100. Los principales inconvenientes descritos en su
trabajo son los debidos al efecto antibacteriano que posee la
solucién litica frente a bacilos Gram negativos e incluso algunos
Gram positivos, sin descartar las dificultades que entrafiaba la
filtracion a causa de la colmatacién de los filtros.

En 1975, Sullivan, Sutter y Finegold®, basandose en los trabajos
de Komorowski y Farmer5! (1973), obtienen mejores resultados al
modificar las concentraciones de carbonato y Tritén X-100,
disminuyendo de este modo, los problemas de toxicidad directa.
También utilizan un filtro de mayor superficie, practicando
ademads lavados sucesivos con solucién salina estéril, antes de
proceder a su cultivo sobre agar sangre.

Posteriormente, las técnicas basadas en la filtracion se ven
considerablemente mejoradas por los trabajos de Zierdt!% (1982a),
en los que se describen soluciones liticas compuestas por Tween 20 y
una mezcla de proteasas, que son menos toxicas para los
microorganismos que las empleadas en trabajos anteriores. De
acuerdo a este autor, la técnica de lisis-filtracién, permite que al
lisarse los leucocitos se liberen las bacterias fagocitadas,
recuperandose asi las que aun mantienen su viabilidad. Al mismo
tiempo, los antibidticos que pudieran encontrarse en la sangre del
paciente, se eliminan mediante la filtracion. Otra ventaja
adicional muy importante, es aquella que se consigue al separarse
las bacterias de anticuerpos, complemento, ademas de otras
opsoninas y bactericidas presentes en el plasma, consiguiendose
concentrar a las bacterias sin los riesgos debidos a los agentes
inhibidores. Esta metodologia es poco practica, por lo que no ha
llegado a comercializarse. No obstante, su efectividad viene
avalada por una serie de publicaciones como las de Komorowski y
Farmer5! (1973), Zierdt et al.104 (1982b), Lamberg et al.% (1983) y
Gill et al.33(1984).

Por otra parte, a partir de 1976, Dorn, Haynes y Burson!®
partiendo de los resultados esperanzadores obtenidos mediante la

32



técnica de filtracién, investigaron la utilidad de la centrifugacién
en el aislamiento de los microorganismos de la sangre, empleando
para ello como método alternativo al hemocultivo convencional,
la centrifugacién sobre una capa hipertdnica de alta densidad que
contiene gelatina y sacarosa, de una muestra problema
previamente lisada mediante una solucién de proteasas. Segiin
estos autores, su método presenta, ademds de las ventajas del
sistema de filtracién, una breve exposicion al ambiente
atmosférico, facilitando con ello la recuperacién de los
microorganismos anaerobios y de otros organismos de crecimiento
complicado como son las formas L y Mycoplasmatales, a causa del
efecto protector que proporciona la fase hiperténica.

Esta técnica es mejorada a partir de 1978 por el propio Dorn y
Smith2. Probablemente, su mayor mérito consistié en el grado de
simplificacion conseguido. La muestra de sangre se introduce en un
tubo especial que contiene SPS y una solucién litica basada en
proteasas, ademas de un compuesto de alta densidad para mitigar
el efecto de la centrifugacion sobre la bacteria. Tras la
centrifugacioén, el sedimento se cultiva en un medio sélido.

En los estudios realizados por Gill et al.® (1984) se comparan
las técnicas de lisis-filtracién y lisis-centrifugacion con la clasica
de frasco cerrado (BHI). Sobre un total de 3111 individuos, el
mayor porcentaje de recuperacion, se obtuvo utilizando la técnica
de lisis-centrifugacion (7,4%), seguida del hallado por el método
de lisis-filtracion (6,9%) y resultando en ambos casos superior al
porcentaje alcanzado por la metodologia convencional (6,0%).
Estos estudios demuestran un incremento de recuperacion sobre la
técnica clasica (BHI), del 15 % para el caso de la lisis-filtracién
y de un 23.3 % en la lisis-centrifugacion.

Otros datos interesantes a este respecto, se deben a Kelly et
al.# (1983a), en un estudio comparativo entre la técnica de lisis-
centrifugacion y la de frasco bifasico, compuesto por agar y caldo
triptona soja, que fué realizado con 3.129 hemocultivos. De 272
microorganismos recuperados, el 78% fué detectado por la primera
técnica, mientras que con el empleo de la segunda, solo detectd el
69% de ellos. En otro estudio, este mismo autor (Kelly et al.%,
1983b), mediante lisis-centrifugacién recupera el 89% de las
bacterias, frente al 73 % al emplear la técnica de cultivo en caldo.
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En la bibliografia existen gran cantidad de trabajos que
demuestran la eficacia de la técnica de lisis-centrifugacién. En
general, los resultados mds espectaculares se dan en la
recuperacion de St. aureus (Walker et al.?0,1986) y hongos
(Henry%, 1983; Auckenthaler?, 1984). En otro trabajo realizado con
mas de 7.000 cultivos, Kiehn et al.#(1983), obtuvieron los mejores
resultados en el aislamiento de enterobacterias y hongos, al
utilizar el método de lisis-centrifugacion, mientras que por el
sistema convencional se obtuvo una mejor recuperacion de
Streptococcus spp. y Pseudomonas spp. De la misma manera,
Brannon et al.® (1985), obtienen mayor porcentaje de recuperacion
de enterobacterias, Staphylococcus spp. y levaduras por la técnica
de lisis- cetrifugacién, que al utilizar la técnica del frasco con
lectura radiométrica. Sin embargo, esta ultima ofrece mejores
resultados que la anterior para el caso de Pseudomonas spp.,
Streptococcus spp. y bacterias anaerobias.

Henry? (1983), también observa una mayor recuperacién de
neumococos y anaerobios utilizando la técnica del frasco cerrado,
en comparacion a la obtenida mediante el método de lisis-
centrifugacion. En este mismo sentido, Arpi et al.2 (1988), al
comparar la técnica de lisis-centrifugaciéon con la convencional,
obtienen mejores resultados para el caso de Staphylococcus aureus
utilizando la primera, mientras que la segunda se muestra mas
efectiva en el aislamiento de neumococos.
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MODELOS DE ESTUDIO EXPERIMENTAL

Histéricamente se han utilizado una serie de modelos de
trabajo, que van desde la realizacién de hemocultivos simulados
“in vitro”, hasta la induccién de bacteriemias experimentales
provocadas en animales, mediante la inoculacién de una suspensién
de microorganismos.

In vitro

Autores como Sullivan et al.84(1975) y Lamberg et al.55(1983)
han utilizado un procedimiento consistente en la siembra de una
muestra de sangre previamente contaminada artificialmente.

Este modelo, desde nuestro punto de vista, tiene el
inconveniente de no reproducir las condiciones naturales, puesto que
el huesped, al no haber establecido ningun contacto con el
microorganismo, no desencadena las respuestas inmunoldgicas que
tienen lugar como consecuencia de la infeccion y que pueden afectar
a la recuperacion del agente causal.

Invivo

Algunos especialistas como Zierdt et al.1%4 (1982) han
utilizado el modelo “in vivo” inoculando por via endovenosa,
concentraciones conocidas (106 ufc/ml) de diferentes
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microorganismos, a una poblacién de animales de experimentacion,
realizando una extraccién de sangre y sembrando volimenes de
muestra de 0,1 ml, 0,5 ml y 5 ml en frascos con 50 ml de medio de
cultivo. Estos autores realizaron las tomas de muestras entre los 30
y 60 minutos de la inoculacién del microorganismo, puesto que segiin
ellos las realizadas con anterioridad resultaron siempre positivas,
mientras que las tardias resultaron siempre negativas.

Modelo propio

Para nosotros, los modelos propuestos por los autores
anteriormente citados, no cumplen todos los requisitos que
consideramos importantes para la comprensién del fenémeno
séptico y que consisten en:

- El empleo de un método “in vivo” que reproduzca una
respuesta completa de los mecanismos inmunoldgicos del huesped
infectado.

- La inoculacién de una cantidad de microorganismos adecuada
al peso del animal.

- El mantenimiento de una relacién entre los volumenes de
sangre a sembrar y de medio de cultivo, dentro de los limites
aconsejados por diversos autores.

- La realizacién de varias extracciones en los tiempos mas
adecuados.

- Repetir la experiencia al cabo de un tiempo, a fin de que el
animal adquiera un cierto grado de inmunizacién y reproduzca una
situacion similar a la que se da en las infecciones de repeticion.

- La determinacion paralela de otros parametros que informen
acerca del estado inmunolégico del animal.

Para ello, el modelo desarrollado por nosotros comporta la
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inoculacién de una concentracion definida de microorganismos de
acuerdo al peso del animal, la obtencién de muestras en estado
basal y a las 1/2, 2, 24 y 96 horas, asi como la repeticién de la
inoculacién y de las extracciones tras treinta dias de reposo (Mari,
M9, 1992).

En nuestro trabajo, pudimos comprobar en primer lugar, que la
inoculacién de una concentracion de 106 ufc de los tres
microorganismos ensayados (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa 'y Staphylococcus aureus ) era adecuada para la
induccién de una sepsis experimenteal en conejos de peso
comprendido entre 2y 2,5 Kg.

Contrariamente a los resultados obtenidos por Zierdt, que
observé que a partir de la hora de la inoculacién del
microorganismo todos los hemocultivos resultaban negativos, en
nuestro modelo obtuvimos dos comportamientos diferentes. En los
conejos inyectados con Staphylococcus aureus, la recuperacién a las
dos horas de la primera inoculacién en ningun caso fué inferior al
30%, aunque si se observo un descenso progresivo hasta las 96 horas
(Fig. 3). Sin embargo, en el caso de las bacterias gram negativas
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, si bien se observo un
descenso a las dos horas de la primera inoculacién (siempre por
encima del 6%), se obtuvo un aumento a las 24 horas, seguido de un
descenso a las 96 (Fig. 1 y 2).

Por otra parte, el valor de este procedimiento experimental
alcanza un sentido practico interesante al repetir los ensayos una
vez transcurridas cinco semanas, ya que permite valorar las
posibles influencias que puede tener el estado inmunoldgico del
individuo en la evolucién del proceso séptico, mediante el estudio
de hemocultivos en animales sometidos a una sensibilizaciéon
previa, que en la practica puede darse, bien porqué con
anterioridad el paciente hubiera sufrido un proceso infeccioso
originado por este mismo microorganismo, o bien de una manera
natural, como ocurre en el caso de las bacteriemias post-
prandiales.

En general, podia esperarse que la recuperacién del
microorganismo tras la primera inoculacién, fuera mayor que la
obtenida tras la segunda (cinco semanas mads tarde), ya que la
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aparicion de anticuerpos especificos, puede facilitar la destruccién
de la bacteria, al favorecer ciertos mecanismos inmunoldgicos como
la fagocitosis o la fijacién del complemento.

Mediante la técnica del frasco cerrado (BHI) se observé este
comportamiento, que sin embargo no se di6 en el caso de la técnica
de lisis (LC-4), en la que tanto a la media como a las dos horas de
la segiinda inoculacién, se observé una mayor recuperacién que la
obtenida en la primera (Fig. 1, 2 y 3). Este comportamiento que
contradice el concepto expuesto anteriormente, pude justificarse
por el efecto opsonizante de las inmunoglobulinas especificas, que
al favorecer la fagocitosis, incrementa la circulacién de los
microorgonismos fagocitados por los fagocitos circulantes, de
manera que si realizamos la extraccion seguida de una lisis del
fagocito, en un momento en que las bacterias no lleven fagocitadas
el tiempo suficiente para que el fagolisosoma las haya podido
destruir, las bacterias podrdn recuperarse, con lo cual
paradojicamente se habra aprovechado un mecanismo de defensa
del organismo y por lo tanto destinado a la destrucciéon del
microorganismo, para mejorar su recuperacion.
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Fig.1.- Recuperacién de Escherichia coli utilizando las técnicas del
frasco cerrado (BHI) y de lisis (LC-4). La grafica punteada y la linea
continua representan la primera y segunda inoculacién
respectivamente.
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Fig.2.- Recuperacién de Pseudomonas aeruginosa utilizando las
técnicas del frasco cerrado (BHI) y de lisis (LC-4). La gréfica punteada y
la linea continua representan la primera y segunda inoculacién
respectivamente.
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Fig g.3.- Recuperacion de Staphylococcus aureus utilizando las técnicas
del frasco cerrado (BHI) y de lisis (LC-4). La grafica punteada y la linea
continua representan la primera y segunda inoculacién
respectivamente.
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Nuestro modelo permitié explicar una serie de resultados, en
algunos casos contradictorios, descritos en la bibliografia y
relacionados con la comparacion de la técnica de hemocultivo en
frasco cerrado y la de lisis-centrifugacion.

Tal es el caso de los valores obtenidos por Dorn et al.2! (1979) y
Kelly et al.#4(1983a) por una parte y Brannon et al.® (1985) por
otra, en la recuperacion de Pseudomonas aeruginosa. Los primeros
obtuvieron los mejores resultados al aplicar la técnica de lisis-
centrifugacién, mientras que los segundos, la mayor recuperacién
del microorganismo la obtuvieron mediante la técnica del frasco
cerrado (Tabla 1).

AUTORES L-C Frasco
Dom, G.L. et al. (1979)
Granville C. Morton Hospital, 43 31
Dallas, Texas
Kelly, M.T. et al.(1983)
Departament of Pathology. 14 10

University of Texas Med. Branch]
Brannon,P. et al.(1985)

Memorial Sloan-Kettering 39 63
Cancer Center de New York
Tabla 1.- Estudio comparativo de la recuperacién de

Pseudomonas aeruginosa mediante las técnicas de lisis-
centrifugacién y del frasco cerrado, realizado por diversos autores.



Nuestra experiencia nos ha permitido comprobar que tras la
primera inoculacién con Pseudomonas aeruginosa, cuando los
animales disponen de un nivel bajo de inmunoglobulinas
especificas, la recuperacién del microorganismo es mejor mediante
la técnica del frasco cerrado. En cambio, tras la segunda
inoculacién, cuando el nivel de inmunoglobulinas especificas es
mas elevado, ocurre lo contrario (Fig. 4). Esto sugiere que las
diferencias observadas por los autores antes citados, pueden estar
relacionadas con el estudio de muestras con niveles inmunitarios
distintos, hecho que ha podido confirmarse al comprobar, que
mientras los grupos de Dorn y Kelly realizaron sus experiencias en
hospitales generales, el de Brannon lo hicieron en enfermos
procedentes de un centro oncolégico, normalmente desprovistos de
una capacidad de respuesta inmunitaria adecuada.
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Fig. 4.- Resultados obtenidos, tras la inoculacién con Pseudomonas
aeruginosa en 85 conejos segin nuestro modelo experimental. La
superficie punteada representa los resultados obtenidos mediante la
técnica del frasco cerrado (BHI), la linea oscura, los correspondientes a la
técnica de lisis (LC-4) y la linea mas clara, los niveles de
inmunoglobuliunas hallados mediante la técnica de ELISA.
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Por otra parte, Walker y colaboradores®, en 1986, observaron
que mediante la técnica de lisis-centrifugacion, la recuperacién de
Staphylococcus aureus, era claramente superior a la obtenida
utilizando la técnica del frasco cerrado.

A estos autores, les llamé la atencidn, el hecho de que las
diferencias en el rendimiento de las dos técnicas, se hacian mas
patentes cuando se analizaban muestras procedentes de pacientes
con cuadros de “bacteriemias persistentes” (Tabla 2). Los
resultados obtenidos en nuestro modelo de trabajo, sugieren que este
fenémeno puede estar relacionado con el incremento de los
anticuerpos especificos inducido por una infeccién continuada,
similar a la tiene lugar en nuestra experiencia, en los animales
inoculados por segunda vez con Staphylococcus aureus, tras 30 dias
de reposo (Fig. 5).

BACTERIEMIAS] L-C Frasco | Total

Persistentes 12 4 13

Totales 70 67 77

Tabla 2.- Estudio comparativo de la recuperacién de Staphylococcus
aureus mediante las técnicas de lisis-centrifugacién y del frasco cerrado,
realizado por Walker et al.®0 (1986) en pacientes afectados de

bacteriemias en general y de bacteriemias persistentes.

47



Tal como observamos en nuestra experiencia, tras la segunda
inoculacién de los animales, al aumentar la concentracion de
inmunoglobulinas especificas capaces de opsonizar las bacterias,
se favorece su fagocitosis, permitiendo asi, la circulacién de una
mayor cantidad de bacterias fagocitadas por PMN y monocitos. Si
se realiza una extraccién de sangre, seguida de un tratamiento
litico, se posibilita la recuperacién de las bacterias que por no
llevar suficiente tiempo fagocitadas, no han sido destruidas por el
fagolisosoma celular. Es decir que, si bién en general, el incremento
de inmunoglobulinas especificas, favorece la destruccién del
microorganismo y por lo tanto dificulta su recuperacién, en el caso
de las técnicas de lisis, este efecto viene disminuido por el
mecanismo expuesto anteriormente y es mas efectivo, cuanto mayor
es el nivel de inmunoglobulinas especificas.
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Fig. 5.- Resultados obtenidos, tras la inoculacién con Staphylococcus
aureus en 85 conejos segliin nuestro modelo experimental. La
superficie punteada representa los resultados obtenidos mediante la
técnica del frasco cerrado (BHI), la linea oscura, los correspondientes a
la técnica de lisis (LC-4) y la linea mas clara, los niveles de |
inmunoglobuliunas valoradas mediante la técnica de ELISA.
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Estos ejemplos dejan bien patente la ventaja que supone, en el
estudio las bacteriemias mediante un modelo experimental “in
vivo”, el volver a realizar la inoculacién del microorganismo
seguida de las correspondientes extracciones de sangre, con el fin de
provocar en los animales dos estados inmunitarios diferentes, que
detectamos mediante la formacién de inmunoglobulinas
especificas, que en nuestro trabajo, hemos valorado mediante las
técnicas de ELISA y Western blot.

Mediante la técnica de ELISA (Fig. 6) se observa una clara
respuesta inmunitaria a las cinco semanas de la primera
inoculacién del microorganismo, que se traduce en el incremento de
inmunoglobulinas especificas. Estas afectan a la recuperacion de
los microorganismos, ya que ademds de favorecer su fagocitosis,
colabora en la activacion del sistema del complemento cuya
consecuencia final es la lisis de los mismos.
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Fig. 6.- Nivel de inmunoglobulinas especificas obtenidos mediante la
técnica de ELISA, en tres grupos de 80 conejos inoculados con
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus
respectivamente. Como podemos observar, mientras tras la primera
inoculacién, los indices relativos de respuesta (IRR) se mantienen
alrededor de la unidad, a las cinco semanas se observa un incremento
que oscila entre 1,5y 2,5, aproximadamente.
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Asimismo, el estudio de las inmunoglobulinas especificas
mediante Western blot (Fig. 7) nos muestra una reaccién
inmunitaria activa, que en el caso de Eecherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa se caracteriza por la presencia de dos
tipos de anticuerpos: aquellos que reconocen epitopos de antigenos
de tipo LPS de bajo peso molecular (alrededor de 10 Kdal), y los
que reconocen los epitopos de alto peso molecular (>75 Kdal), que
generalmente son indicativos, bien de precursores de proteinas de
menor peso molecular o de glicoproteinas, que no se observan en los
individuos no inmunizados. Esto es particularmente llamativo
cuando se comparan los sueros recogidos en la primera y segunda
inoculacion, que al estar separados cinco semanas, permiten al
sistema inmunitario elaborar su defensa frente al microorganismo
agresor. En la valoracion de los sueros procedentes de animales
inoculados con Staphylococcus aureus, el perfil inmunolégico que se
observa antes de la infeccién experimental es muy escaso y las
inmunoglobulinas preexistentes son pocas, reaccionando
generalmente frente a un antigeno predominante de un peso
molecular de 45 Kdal aproximadamente. Como era de esperar, en
estos animales se observa una ausencia total de reactividad frente
a proteinas de bajo peso molecular, propias de LPS. Asimismo, la
comparacién de los distintos Western blot efectuados con muestras
recogidas en tiempos sucesivos, nos permiten observar que cuando se
realiza la infeccién experimental con Staphylococcus aureus, los
anticuerpos especificos suelen aparecer al inicio de la segunda
inoculacién, mientras que en el caso de Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa, generalmente ya puede observarse un
aumento de la reactividad especifica a las 96 horas de la primera
inoculacién.
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Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Fig. 7.-El andlisis de los perfiles obtenidos utilizando la técnica de
Western blot, nos muestra 2 tipos de animales, unos con alta y otros con
baja inmunizacién previa. Las cintas sefialadas con los niimeros 1 a 5,
representan los perfiles correspondientes al estado basal, a la media, 2,
24y 96 horas de la primera inoculacién, mientras que los cinco siguientes
(6 a 10) corresponden a los respectivos tiempos de la segunda

inoculacién
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NUEVAS TECNICAS DE POSIBLE APLICACION EN LA
DETECCION DEL AGENTE CAUSAL DELAS SEPTICEMIAS

Con el fin de mejorar tanto la especificidad y la sensibilidad,
como la rapidez en la identificacién de los microorganismos,
progresivamente van incorpordndose metodologias basadas en una
serie de técnicas de biologia molecular y biotecnologia, que a
continuacién comentamos brevemente.

Desde su descripcion por Kohler y Milstein®® en 1975, los
anticuerpos monoclonales se han convertido en una herramienta,
que fécilita considerablemente el desarrollo analitico clinico y
biolégico. Su gran especificidad les hace extremadamente precisos
para la identificacion de moléculas biologicas.

En una experiencia realizada por nosotros en conejos, hemos
observado que mientras la recuperacién del agente causal de las
septicemias sufre importantes variaciones con el tiempo, el nivel
de antigenemia detectado por la técnica de ELISA empleando
anticuerpos monoclonales, se mantiene mas constante,
proporcionando resultados més rdpidos y con una positividad
mayor a la hallada utilizando las técnicas de hemocultivo (Fig. 8,
9 y 10). Asimismo, la técnica de ELISA, se mostrd particularmente
valida en las muestras obtenidas a las 96 horas de la inoculacién
del microorganismo, que segtin nuestros resultados son precisamente
las de menor recuperacién del microorganismo mediante
hemocultivo (Mari, M.59, 1992).
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Fig. 8.- Resultados obtenidos, tras la inoculacién de 80 conejos con
Escherichia coli, segiin nuestro modelo experimental. La superficie
punteada representa los resultados obtenidos mediante la técnica del
frasco cerrado (BHI) y la linea continua los valores de antigenemia
(ELISA).
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Fig. 9.- Resultados obtenidos, tras la inoculacién de 80 conejos con
Pseudomonas aeruginosa, seglin nuestro modelo experimental. La
superficie punteada representa los resultados obtenidos mediante la
técnica del frasco cerrado (BHI) y la linea continua los valores de
antigenemia (ELISA).

59



1® Inoculacion 22 Inoculaciéon

R R RN TR RN TN

3 60 Ceees .- 60 S
5 : g
§ 40 40 E
g : g

20 20

0

Basal 1/2h 2h 24h 9h Basal 1/2h 2h 24h 96h

Fig. 10.- Resultados obtenidos, tras la inoculacién de 80 conejos con
Staphylococcus aureus, segiin nuestro modelo experimental. La
superficie punteada representa los resultados obtenidos mediante la
técnica del frasco cerrado (BHI) y la linea continua los valores de
antigenemia (ELISA).



Por otra parte, el hecho de que los anticuerpos monoclonales se
utilicen en la construccion de biosensores, sugiere que en el futuro, la
implantacién en canulas endovenosas, podria llegar a permitir el
seguimiento continuo de las bacteriemias, mediante la medicién
constante de los niveles de antigenemia.

Otra técnica biotecnolégica recientemente utilizada en la
identificacion de los microorganismos, es la denominada PCR o
reaccién en cadena mediada por polimerasa.

Basicamente consiste en una técnica que permite identificar
cantidades muy pequefias de un agente infeccioso presente en una
muestra clinica, mediante la replicacién de una secuencia
nucleotidica especifica del mismo, por un proceso de sintesis de
ADN, al que se ligan los denominados “primers” (que son
segmentos cortos de ADN complementarios de las terminales 3’ 0 5’
de la secuencia a amplificar) y se extienden utilizando la
ADN-polimerasa para producir dos cadenas de ADN, que son
copias idénticas a la secuencia original.

En cada ciclo, el nimero de copias de ADN se multiplica por un
factor 27, donde n es el niimero de ciclos, con lo que despues de 30,
puede obtenerse una amplificacién de aproximadamente 106 veces
el tamafio del fragmento especifico inicial de ADN (Erlich et
al.%, 1989), al que finalmente se aplica una sonda especifica del
microorganismo objeto del estudio.

En la actualidad, esta técnica, ya se estd utilizando para la
identificacion de diversas bacterias como Mycobacterium
tuberculosis, Chlamydia trachomatis, Legionella pneumophila,
de algunas cepas de Escherichia coli enterotoxigénica, virus como
los de la Hepatitis B y C, Herpes simplex 1 y 2, HIV,
Citomegalovirus, y pardsitos como Toxoplasma gondii y
Pneumocystis carinii, proporcionando una gran sensibilidad y
especificidad, ademds de.un ahorro de tiempo muy importante
respecto a los métodos tradicionales.
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DISCURSO DE CONTESTACION POR EL
ACADEMICO DE NUMERO EXMO. SR. DR.
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Hble. Sr. Presidente del Consell Insular d’Eivissa i
Formentera,

Excmo. Sr. Alcalde d’Eivissa,

Excmo. Sr. Decano Presidente,

Excmos. Sres. Académicos,

Sefioras y Seriores:

Cuando el Sr. Presidente de nuestra Reial Académia de Doctors
me propuso hacer el discurso de bienvenida y contestacién al
Iltmo. Miguel Mari i Tur, tuve una de las mayores satisfacciones
de mi carrera profesional y docente.

Si acepté gustoso el encargo de nuestro Presidente, es porqué de
verdad me hacia ilusién dar la bienvenida al Dr. Mari Tur y
ddrsela concretamente en la tribuna de nuestra gloriosa Academia
que hoy se ha trasladado a la Casa de la Ciutat d’Eivissa,
repleta de un numeroso y selecto piiblico, entre los que se
encuentran las autoridades del Consell Insular d Eivissa y
Formentera y del Municipio d Eivissa, que han querido rendir
homenaje en la persona de Miguel, a la saga de los farmacéuticos
Tur Bonet, Mari Mari, Mari Tur y Mari Cava de Llano.

Mi familia y la familia del Dr. Mari tenemos, ciertamente,
algunos puntos en comiin que querria resaltar.

La saga de la familia Mari, a la que pertenece Miguel, es una
saga de farmacéuticos dedicada desde hace casi 100 arios al
estudio y a la investigacién de los problemas que conlleva el
tratamiento de las distintas afecciones que sufren los pacientes. El
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abuelo materno de Miguel fué el Dr. Juan Tur Bonet, farmacéutico,
y su padre es el Excmio. Dr. Don Bartolomé Mari Mari, que entre
otras muchas distinciones que no voy a citar, es un miembro
destacado y uno de los mds veteranos de nuestra Reial Académia
de Doctors, la cual se honra hoy en hacerle la merecida entrega
del Diploma de Honor de la Institicion.

Los dos hermanos de Miguel son asimismo farmacéuticos, y
pensamos que alguno de los hijos seguird también la tradicion
familiar.

Este primer punto de contacto entre la famlia Mari y la mia, en
donde los antecedentes de la tradicion médica se remontan a 1807,
me permite valorar lo importante que es la tradicién familiar y el
cultivo de una determinada rama de la ciencia, que para la saga
Mari es la Farmacia y para la saga Subirana es la Medicina , y en
los iltimos 70 afios, el cultivo de la especialidad de la
Neurologia.

Otro punto en comiin entre la familia Mari y la familia
Subirana es el gran amor que ambos sentimos por esta Isla
d Eivissa en el cual, indiscutiblemente, la familia Mar{ nos lleva
mucha ventaja. De todas formas debo sefialar que mi padre, el
Excmo. Dr. Antonio Subirana, se sentia ibicenco.de adopcion. Mi
padre se enamord de Ibiza en los afios 30 y a partir del afio 50 se
afincé en San Antonio Abad, construyendo su segunda vivienda,
que se disefid respetando las caracteristicas arquitectonicas de la
Isla.

Desde su fundacién, mi padre formé parte de la Asociacion de
Amigos de Ibiza, presidida por el Marques de Lozoya,
colaborando en una serie de actos culturales y artisticos que
tuvieron lugar en los afios 70 en la Isla d Eivissa.

Por mi parte, yo he venido a esta Isla desde los 13 afios y es
aqui donde empezé mi aficion por el mar, por conversar y hacer
amistad entre los primeros turistas, y es a partir de estos
momentos cuando empecé a recorrer y a familiarizarme con esta
Isla y sus habitantes, en un momento en que no existia ninguna
carretera asfaltada y sélo habia comunicacién con Barcelona por
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medio de un barco que hacia la travesia una vez por semana.

Posteriormente, en los afios 60, con la llegada de los primeros
“hippies” a Ibiza, se me desperté una pequeria vena artistica y
empecé a coleccionar algunos cuadros de pintores ibicencos, que
hoy en dia, con las firmas de Portmany, Calbet, Pomar, etc.,
presiden las habitaciones mds entrafiables de mi vivienda y
consulta.

Del extenso curriculum vitae del Dr. Mari Tur quiero resaltar
que se licencié en Farmacia por la Universidad Central de
Barcelona en Julio de 1968.

En Mayo de 1992 presentd su tesis doctoral “Aportacion al
diagndstico de bacteriemias. Estudio experimental de sepsis
inducida en conejos”, que merecié por unanimidad del tribunal, la
calificacion de “Cum laude”.

Durante su vida profesional, ha participado en innumerables
cursos y congresos sobre las especialidades de Biogimica,
Inmunologia y Microbiologia en diferentes paises, entre los que
cabe destacar el IV Congreso Nacional de Inmunologia, celebrado
Sevilla en Mayo 1980 y el IV Curso Clinico Internacional sobre
Enfermedades de Transmisién Sexual, que tuvo lugar en Barcelona
en Febrero de 1988, en los que paticipé como ponente, ademds del
Curso Clinico Internacional sobre Enfermedades de Transmision
Sexual , celebrado también en Barcelona en Febrero de 1988, en el
que colabord como profesor.

En el afio 1973, fué premiado por la Reial Académia de
Farmacia de Barcelona, por su trabajo “Bases para el tratamiento
racional de las anemias”.

Es Miembro de la New York Academy of Sciences y de gran
nimero de prestigiosas asociaciones cientificas entre las que
figuran la Association Internationale des Anciens Eléves de
I'Institut Pasteur de Lille y la American Society for Microbiology.

Es autor de diversas pulicaciones entre las que destacan :
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- Bases para el tratamiento racional de las anemias. Revista
de la Real Academia de Farmacia de Barcelona.

- Importance of experimental models in the comprehension of
sepsis. Journal of Clinical Microbiology.

- Conventional blood culture versus lysis in experimental
Staphylococcus aureus bacteremic model. Journal of Clinical
Microbiology.

-Influencia de los antiuerpos especificos en la recuperacion del
agente causal de las bacteriemias producidas por Staphylococcus
aureus. Revista LAB 2000.

La conferencia magistral que acabamos de escuchar, ha
revalidado para todos nosotros, el buen concepto que nos merecia el
Dr. Miguel Mari, ya que ha expuesto con brevedad, sencillez y
amplia documentacién experimental, un tema sobre el que hasta
ahora se han hecho pocos progresos, si tenemos en cuenta que
desde hace muchos afios, los laboratorios de andlisis utilizaban
técnicas tradicionales, que hoy en dia deben ser revisadas a la luz
de las nuevas metodologias, que ademds de aumentar la
sensibilidad y especificidad, permitan detectar con mayor
rapidez la presencia de microorganismos en las muestras clinicas.

En este sentido, creemos que es de gran valor la aportacion del
Dr. Mari en su trabajo. Por una parte, el modelo experimental que
propone, a la vista de los resultados, supera en efectividad a otros
modelos utilizados por otros autores, permitiendo estudiar el
efecto que produce el estado inmunolégico del individuo en la
recuperacion del agente causal de las septicemias, que segiin sus
experiencias, es muy diferente segiin se utilice la técnica cldsica
de hemocultivo o la de lisis-centrifugacion. Esta metodologia, que
constituye una verdadera innovacién técnica del hemocultivo, ha
sido utilizada en su estudio experimental empleando una mezcla
litica propia, que otros autores han utilizado posteriormente en
sus trabajos de investigacién presentados en una serie de congresos
médicos, entre los que cabe destacar el VITH Congres of the
International Society for Peritoneal Dialysis, celeblado en
Thessaloniki (Grecia) en Octubre de 1992 y el 13TH Annual
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Dialysis Conference, que tuvo lugar en San Diego (California) en
Octubre de 1992.

Por otra parte, su trabajo aporta una serie de resultados que
demuestran la ventaja que podria suponer la aplicacién de
anticuerpos monoclonales en el diagnédstico de las septicemias.

Con su discurso, el recipendiario ha demostrado el gran interés
que hoy en dia tiene profundizar sobre el estudio de las
bacteriemias, que con la introduccion de nuevos métodos, como los
por él expuestos, puede ayudar a un mejor diagndstico en la
deteccion del agente causal de las septicemias y por tanto
redundar en un tratamiento mds precoz y contundente.

Con ello podemos disminuir el riesgo de mortalidad de los
enfermos afectados de procesos septicémicos que hoy en dia siguen
siendo del orden del 20 al 40%, y que tanto los médicos como los
investigadores estamos obligados a disminuir.

Para terminar, gracias a la Corporacién que represento, a las
Autoridades que con su presencia han querido resalzar este acto, y
al dindmico, culto y buen amigo Miguel Mari i Tur, confiando en
que esta distincion que se le otorga, sea la espoleta que le haga
seguir trabajando en el arduo campo de la investigacion.

Asi las cosas, vale la pena que evoque con satisfaccion
plagiando al ciudadano anénimo “Ni el honor puede conseguirse
sin sacrificio, ni la experiencia sin quebranto”.

He dicho.
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