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Diagnostico microbiologico

* Orientado al diagnodstico etiologico de las enfermedades
iInfecciosas

* Requiere aislamiento, identificaciony pruebas de sensibilidad
del agente

* Deteccidon de antigenos, anticuerpos y acidos nucleicos
* Gran variabilidad entre matrices (tipos de muestras)

* VIRUS, BACTERIAS, HONGOS, PARASITOS

Procedimientos en Microbiologia Clinica. 1a. Recogida, transporte y procesamiento general de las muestras en el laboratorio de
microbiologia. SEIMC. 2003



cUn laboratorio o multiples laborat

 Concepcion historica: compartimentos estancos
(Quimica, Hematologia, Microbiologia)

* Emision de resultados independientes/inconexos

* Interpretacion parcial, retrasos diagnosticos NN

* Paradigma actual: integracion

Laboratory analysis m

Examinaticn phase

* Ej: paciente febril con marcadores de inflamacion
(PCR >100 mg/L, PCT >0,5 ng/L) = hemocultivos,
FilmArray. Busqueda de foco

Laboratory Quality Management System Handbook - WHO - 202



Preanalitica: eslabon critico

e Factor determinante

* Obtencion de la muestra clinica: representativa, volumen
suficiente, momento oportuno, técnica adecuada, sin
contaminantes, debidamente identificada.

* Transporte: tiempo, temperatura, recipiente
 Conservacion: temperatura, medios especiales

* BIOSEGURIDAD

Laboratory Quality Management System Handbook - WHO - 2023



Preanalitica

* Obtencion de la muestra clinica
* Representativa: obtenida del sitio de infeccion

* Volumen suficiente: hemocultivos (10 mL en adultos, al menos 1 mL en
pediatria); LCR (diversas fracciones)

* Momento oportuno: antes de la administracion de ATB

* Técnica adecuada: antisepsia, esterilidad; biopsia vs puncion vs
hisopado. Hemédlisis/coagulacion.

* Sin contaminantes: evitar jerarquizacion innecesaria
* Debidamente identificada: trazabilidad y seguridad del paciente

Procedimientos en Microbiologia Clinica. 1a. Recogida, transporte y procesamiento general de las muestras en el laboratorio de
microbiologia. SEIMC. 2003
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Preanalitica

* Transporte y conservacion

* Tiempo: transporte para procesamiento inmediato (pérdida
de recuperacion)

* Temperatura: adecuada a las necesidades del
microorganismo

* Medios especiales: transporte, reductores (anaerobios)
Recipiente adecuado: recoleccidon y procesamiento seguros;
triple empaque

Bioseguridad: riesgo biologico

Procedimientos en Microbiologia Clinica. 1a. Recogida, transporte y procesamiento general de las muestras en el laboratorio de
microbiologia. SEIMC. 2003



Tabla 3.- Transporte y conservacidon de muestras para diagnéstico microbiolégico

Muestra Detarminacion Envases TRANSPORTE CONSERVACION
Tiempo y temperatura Tiempo y temperatura
Abscesosiheridas Bacterias Envase para anaerobios (pref ) o jeringa sin aguja (pref.) =2 h, TA sZ4 h, TA
quemaduras/mordeduras Una para Gram, atra para cultive (Amies/Stuart)
Hongos Estéril (pref yTorunda s2h, TA <24 h, TA
Una torunda para tincidn, otra para cultivo (Amies/Stuart)
Virus Torunda seca’ Transferir a TV, +24 h, -60/-80°C
=24 h, 2-8°C
Biopsias Bacierias/Hongos Estéril =15 min, TA =24 h, TA
Mirus Estéril Transferir a TV, +24 h, -60/-80°C
=24 h, 2-8°C
Cateterimaterial Bacterias/Hangas Estéril =15 min, TA =24 h, 2-8°C
protésico
Cateter urinario Mo as aceptable
Catéter drenaje Mo se recomienda Erviar liguido drenaje/abscesosiaspirados
Ganital Bacierias/Hangas Estéril =2 h, TA =24 h, TA
(Secrecidn prostatica)
Genital [cervicall Chiamydia trachomatis Medio transporte clamidia (cultiva) Inoculacidn inmediata
uratralrectal Tarunda saca (flucrascancia)
Genital (cervicalirectall Bacleras (gonococa) Inoculacidn directa sobre medios da culliva
uratral) Tarunda con medio transpare 22 h, TA 524 h, TA
Geanital (lig. amnictico) Baclerdas/Hongos Transporte de anaarobios =15 min, TA =24 h, TA
Geanital (ulcera) Virus Torunda seca’ Transferir a TV, +24 h, -B0/-B0°C
{cualquier localizacian) 574 h, 2-8'C
Ganital [semen) Mo se recomienda
Genital ((lcera) Treponema pallidurm Campo ascurg Inmediata visualizacion
‘ {cualquier localizacion)
‘ Genital (Uretral) Mycoplasma homins Torunda de dacron Inocular a media transporte S8 h, TA
‘ Ureaplasma wrealyticum de mycoplasmas 536 h, 2-8°C
Genital (vaginal) BacterasHongos Torunda con medio transparte (cultiva) 52 h, TA 524 h, TA

Procedimientos en Microbiologia Clinica. 1a. Recogida, transporte y procesamiento general de las muestras en el laboratorio de
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Muestra Determinacion Envases TRANSPORTE CONSERVACION
Tiempa y temperatura Tiempo y temperatura
Clostridium difficile Estéril <1 h, TA 48 h, 2-8°C para cultivo
1-24 h, 2-8°C 72 h, 2-8°C (citataxing)
»24 h, -20°C +72 h, -BO-BO"C (citotoxina)
Parasitos Transporte con SAF, FOR + FVA, MIF + PVA Indefinida, TA Indefinida, TA
Rotavirus Estéril 2-B°C
Heces/Rectal Virus Torunda seca’ Transferir a TV, +24 h, °C
£24 h, 2-8'C
Jugo gastrico Bacterias/Hongos Estéril <2 h, 28°C 524 h, 2-8°C
Micobacterias Estéril =15 min, TA o neutralizar 524 h, 2-8°C
& la 1* hora de la recogida
Lesiones fingicas Hongas Inoculacitn directa sobre medios de cultivo 524 h, TA
(piel, pelo, ufias)
Liquidos Bacterias Estérillbatellas de hemocultivos £15 min, TA 524 h, TA
estériles 1rampc|rte para anaercbios
Hongas Estéril £15 min, TA 524 h, 2-8°C
Virus Estéril £15 min, 2-8°C s72 h, 2-8°C
Seralogia Estéril 515 min, TA 524 h, 2-8°C
Parasitos Estéril £15 min, TA 524 h, TA
Médula dsea Bacterias/Hongos Estérillbatellas de hemocultivos 524 h, TA 524 h, TA
Parasitos (Leishmania)  Estéril s2h, TA s2h, TA
Virus Estéril Transferir a TV, +24 h, -BO-BOPC
£24 h, 2-8'C
Ocular [Conjuntival) Bacleras/Hongos Torunda con medio de transporta s2h, TA 524 h, TA
Ocular (Raspado corneal] Bacleras/Hongos Inoculacitn directa en medios de cultivo £15 min, TA 524 h, TA
Ccular Wirus Torunda seca’ Transferir a TV, +24 h, -B0-B0°C
524 h, 2-B°C
Oido externo BacterasHongos Torunda con medio de transporte s2h, TA 524 h, 2-8°C
Oido interno Bacleras/Hongos Torunda con medio de transporta s2h, TA 524 h, TA

Transparie para anaerbios
Tubo estéril

microbiologia. SEIMC. 2003
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Muestra Detarminacion Envases TRAMSPORTE COMNSERVACION
Tiempo y temperatura Tiempo y temperatura
Orina Bacterias/Hongos Estéril =2 h, TA (sin consarvania) =24 h, 2-8°C
Tubos con conservante (4c. barico-formiato sadica) £24 h, 2-8°C (con conservante)
Wirus Estéril =24 h, 2-8"C
M. hominis’ Estéril Inocular en media iranspora =8 h, TA
U wraalyficum d& micoplasma =36 h, 2-8°C
Leptaspira Estéril s1h, TA
Parasitos Estéril =2h, TA =24 h, 2-8°C
Antigeno Legranalia Estéril =2h, TA =24 b, TA
=24 2-8"'C
+14 d, -20°C
Antigeno de neumotoco  Esléil =2 h, TA =24 b, TA
=24, 2-8°C
+14 d, -20"C
Orina suprapibica Bacterias Transporte para anaerobios s2h, TA 524 h, 2-8°C
Rectal Baclerias Torunda con medio de transpaorte s2h, TA =24 h, TA
Sangre Hemacultive Botellas de hemocultivos =2h, TA =24 h, TA
Sarologia SUerg =24 h, 2-8°C +24h, -20°C
Plasma (no valido si hay que inactivar) +24h, -60/-80°C
{evitar
descongelacion)
Wirus Plasma =2 h, TA
[con EDTA para técnicas moleculares)
Carga virica VIH Plasma (nunca heparina) s2h, TA £72 h, -20-"C
+7Zh, -60/-80"C
Cultivo Leishmania Sangre no coagulada (con heparina pref.) =15 min, TA
Parasilos Sangre no coagulada (con EDTA) £15 min, TA

Procedimientos en Microbiologia Clinica. 1a. Recogida, transporte y procesamiento general de las muestras en el laboratorio de
microbiologia. SEIMC. 2003
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Muestra Determinacion Envases TRAMSPORTE CONSERVACION
Tiempo y temperatura Tiempo y temperatura
Tracto respiratorio Bacterias Transporte para anaerobios/Estéril 215 min, TA 24 h, TA
superior (sinusal) Hongos Estéril
Tracto respiratorio Baclerias/Hongos Torunda con medio d& transporta 2 h,. TA 24 h, TA
superior (faringea)
Tracto respiratorio Antigena 5. pyogenas Tarunda seca (Dacranfalgodan) 2 h,. TA 72 h, 2-8°C
superior (faringea)
Wirus Torunda seca’ Transferir a TV, +24 h, -80/-80°C
24 h, 2-8°C
Tracto respiratorio BacleriasHongos Torunda con medio de transparte 2 h,. TA 524 h, TA
superior (nasal)
Baclerias/Hongos Torunda con medio de transporta 22 h, TA 524 h, TA
Wirus Torunda seca’ Transferir a TV, +24 h, -B0/-B0°C
24 h, 2-8°C
Tracto respiratorio Bordefalla perfussis Tarunda seca da alginalo Inmedialo/2-8°C
superior [nasofaringeo)
Tracto respiratorio Baclerias/Hongos Estéril 22 h, TA 24 h, 2-8°C
Inferiorfesputo
Wirus Esléril Transferir a TV, +24 h, -B0/-B0°C

=24 h, 2-8°C

q 'Para vinus: Se aceptan forundas de skgoddn, dacron o raydn con basidn de aluminio o plastico. No aceptar iorundas de alginato o con bastén de madera. “Muesiras del iracto respiralono inferior, espirado bronguial,
lavado broncoakveolar, cepillado por lelescopads, aspirads raqueal, puncidn ranstordcica aspiralive con aguja ulirafina.
Abreviaturas: TA: temperaiura ambiente, TV: medio de ransporte de virus; SAF: acelato sodico-formaling, FOR: 10% formaling, MIF: mertiolsio-isduro-formalina; pred_: preferentemente.

Procedimientos en Microbiologia Clinica. 1a. Recogida, transporte y procesamiento general de las muestras en el laboratorio de
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Biomarcadores

* Moléculas/células subrogantes

* Orientan pero no diagnostican
* ;. Marcador perfecto? >250 en estudio/uso

* Predictivos, prondsticos y terandsticos

* Especificos de patdégeno: antigenos (virales,
bacterianos/toxinas, fungicos)

* Respuesta del hospedador: marcadores sanguineos/tisulares

Intensive Care Med. How to use biomarkers of infection or sepsis at the bedside: guide to clinicians. 2023 Jan 2;49(2):142-153



* Deteccidon de antigenos/acidos nucleicos

* Inmunocromatografia
* POC: point of care

* Infecciones respiratorias

* SARS-CoV-2; Influenza A/B: alta especificidad, moderada sensibilidad.
Negativo no descarta infeccion/enfermedad

* S. pneumoniae; L. pneumophila I: moderada especificidad y sensibilidad.
Orina matriz no ideal
* No aportan informacién sobre sensibilidad antimicrobiana

Intensive Care Med. How to use biomarkers of infection or sepsis at the bedside: guide to clinicians. 2023 Jan 2;49(2):142-153



* Infecciones gastrointestinales

* |CD (C. difficile): algoritmo de dos pasos: GDH + toxA/B. Alta
especificidad, moderada sensibilidad. Bajo VPP, alto VPN

* H. pilory: alta especificidad, moderada sensibilidad. Cultivo muy
complicado
* Materia fecal matriz compleja (interferentes, limites de deteccién)

* Infecciones fungicas

» Galactomananos, 3-D-glucanos. Alta homologia (pobre especificidad).
Matrices variadas (suero, LBA, orina, LCR). Pobre reproducibilidad

* Ag Cryptococcus neoformans/gattii: alta sensibilidad y especificidad. No
permite monitoreo de tratamiento. Altamente predictivo (sida)

Intensive Care Med. How to use biomarkers of infection or sepsis at the bedside: guide to clinicians. 2023 Jan 2;49(2):142-153



Biomarcadores de respuesta del
hospedador

Marcadores humorales

e PCR, PCT: marcadores de e Recuento diferencial de
inflamaciodn, orientan pero no leucocitos:
diagnostican

e Puntos de corte sugestivos de

* En conjunto facilitan la infeccion (ITU, PBE, ME)
prediccion y monitoreo e Diferencial sugestivo de
i terapéutico de la sepsis etiologia

e No existe un marcador perfecto

Adaptado de Intensive Care Med. How to use biomarkers of infection or sepsis at the bedside: guide to clinicians. 2023 Jan
2;49(2):142-153



Propiedad PCR (Proteina C Reactiva) PCT (Procalcitonina)

Tipo de marcador Proteina de fase aguda (pentraxina) Hormoquina

Valores normales 0,08 mg/dL (mediana) < 1 ng/mL

Pico maximo > 50 mg/dL (>1000x el valor de referencia) > 100 ng/mL (>10.000x el valor de referencia)
Fuente Higado Practicamente todas las células y macréfagos
Tiempo hasta elevacidon post-agresién 4-6 h 3-4 h

Tiempo hasta pico méximo 36-50 h =~ 24 h

Vida media 19 h 22-35h

Esteroides Sin efecto Falsos negativos frecuentes

Inmunosupresion Sin efecto Falsos negativos frecuentes

Neutropenia Sin efecto Falsos negativos frecuentes

Insuficiencia renal Sin efecto Aumentada

Didlisis (TRR) Sin efecto Disminuida

Insuficiencia hepética croénica Disminuida (70% del valor normal) Sin efecto

Insuficiencia hepatica aguda No aumenta Sin efecto

Infeccién secundaria (292 evento) Disminuida (70% del episodio inicial) Muy disminuida (=10% del episodio inicial)
Diferenciacién viral vs bacteriana Pobre Pobre

Adaptado de Intensive Care Med. How to use biomarkers of infection or sepsis at the bedside: guide to clinicians. 2023 Jan
2;49(2):142-153



* 18 biomarcadores

* 3 centros (Brasil, Malawi,
Gabdn)

* Abril 2017 —junio 2019

* 1915 participantes, 2-65
anos

* Entornos urbanos y rurales

BM) Open Cross-sectional evaluation of host
biomarkers for guiding antibiotic use in
bacterial and non-bacterial acute febrile

illness in low- and middle-income
tropical settings

V- N
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* Pais de origen, edad, sexo, infeccion por malaria:

0<0.001

* Recuento de leucocitos y PCR mejor performance

 Conclusion: ningun marcador cumple todos los
criterios de elegibilidad y nuevos desarrollos y

aplicaciones son urgentes

Haematoloegical biomarkers

Lymphocyte count

Meutrophil count
REC count

WEBC count

Protein biomarkers

AGP

Chitinase 3-like 1
CRPt
IP-10/1P-10/CRG-2
Galectin-9

hCC2

HBPt

HPTGMN

IL-4

IL-6

LBP
Lipocalin-2/MGAL

sPLA/Lp-PLAZ
TRAIL




Caso clinico: hombre de 67 afios. Internad
EPOC, HTA A

Dia 0 Interpretacion: MICROBIOLOGIA
PCR 180 mg/L probable sepsis _
Fiebre (38,5 °C) PCT 8,2 ng/mL bacteriana Hemocultivos x 2
Leucocitos Lactato 3.5 asociada a Urocultivo
12.800/mm3 (85% l /L’ cuidados de la o
PMN) mmo salud Inicia AMS
Dias 1-14 Conducta: Dia 1
Sostenimiento de Descenso febril Se rota Hemocultivos
tratamiento y de marcadores tratamiento a negativos 24h
seguro PCR./ PCT PTZ segun .
(soportado por (monitoreo) epidemiologia drocultivo *

antibiograma) local Proteus mirabilis



Perspectivas ¢ futuras?

* Integracion entre especialidades clinicas y de diagn :
* Elaboracion de algoritmos multivariados

* Necesidad de estudios multicéntricos que incorporen estudios
proteomicos, metaboldomicos, gendmicos, bioinformaticos y de
machine learning. Inteligencia artificial

» JClin Med. 2025 Jan 6;14(1):286. doi: 10.3330/jcm14010286 A

Artificial Intelligence in Sepsis Management: An Overview for Clinicians

Elena Giovanna Bignami !+, Michele Berdini !, Matteo Panizzi !, Tania Domenichetti !, Francesca Bezzi %, Simone

Allai 1, Tania Damiano 1, Valentina Bellini 1

Intensive Care Med. How to use biomarkers of infection or sepsis at the bedside: guide to clinicians. 2023 Jan 2;49(2):142-153
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