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Microbiologia
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Resumen

Las infecciones relacionadas con catéteres representan una significativa
fuente de morbilidad, mortalidad y prolongacién de la estancia hospita-
laria. El diagnéstico bacteriolégico puede abordarse mediante diversas
metodologias. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la sensibilidad y
especificidad de las técnicas cominmente empleadas en el laboratorio de
microbiologia. Se analizaron 180 catéteres por medio de las técnicas de
Maki, sonicacion (técnica de Sherertz) y vértex (técnica de Brun-Buisson).
Cada técnica fue aplicada en primer, segundo y tercer lugar, en un orden
sistematico. La sensibilidad y especificidad del método de Maki fueron
del 67% y 75% respectivamente, mientras que para las técnicas cuantita-
tivas de Brun-Buisson y Sherertz fueron del 78% y 83%, y del 56% y 88%
respectivamente. Se observé que la técnica de Brun-Buisson funcioné
mejor cuando se aplicé en primer lugar, la de Sherertz en segundo lugar y
la de Maki en tercer lugar.

Palabras clave: Hemocultivos; Bacteriemas relacionadas a catéteres; Diag-
néstico microbiolégico

Comparative study of the techniques used for the diag-
nosis of bacteremia in catheter-related infections

Abstract

Catheter-related infections represent a significant source of morbidity, mor-
tality and prolongation of hospital stay. Bacteriological diagnosis can be
approached using various methodologies. This study aimed at evaluating
the sensitivity and specificity of the techniques commonly used in the
microbiology laboratory. One hundred and eighty catheters were analysed
using the Maki, sonication (Sherertz technique) and vortex (Brun-Buisson
technique) techniques. Each technique was applied first, second and third,
in a systematic order. The sensitivity and specificity of the Maki method
were 67% and 75% respectively, while for the Brun-Buisson and Sher-
ertz quantitative techniques they were 78% and 83%, and 56 % and 88%
respectively. It was observed that the Brun-Buisson technique performed
best when applied first, the Sherertz technique second, and the Maki tech-
nique third.

Keywords: Blood cultures; Catheter-related bacteremia; Microbiological
diagnosis
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Estudo comparativo das técnicas utilizadas para diagndstico de bacteremia
em infecg¢oes relacionadas a cateteres

Resumo

As infecgdes relacionadas ao cateter representam uma fonte significativa de morbidade, mortalidade
e prolongamento da internagdo hospitalar. O diagndstico bacterioldgico pode ser abordado por meio
de diversas metodologias. Este estudo teve como objetivo avaliar a sensibilidade e especificidade das
técnicas comumente utilizadas no laboratério de microbiologia. Foram analisados 180 cateteres pelas
técnicas de Maki, sonicagdo (técnica de Sherertz) e vortice (técnica de Brun-Buisson). Cada técnica
foi aplicada em primeiro, segundo e terceiro lugar, em ordem sistemética. A sensibilidade e espe-
cificidade do método Maki foram de 67% e 75% respectivamente, enquanto que para as técnicas
quantitativas de Brun-Buisson e Sherertz foram de 78% e 83%, e de 56% e 88% respectivamente.
Observou-se que a técnica de Brun-Buisson teve melhor desempenho quando aplicada em primeiro

lugar, a de Sherertz em segundo e a de Maki em terceiro.

Palavras-chave: Hemoculturas; Bacteremias relacionadas a cateteres; Diagnéstico microbiolégico

Introduccién

La bacteriemia asociada a catéter (BAC) represen-
ta una de las enfermedades mas comunes en entornos
hospitalarios. Los estudios microbiolégicos proporcio-
nan un diagnostico certero y permiten identificar el
riesgo de infeccién asociado con diversos tipos de caté-
teres, asi como comprender la patogenia, la etiologia y
la epidemiologia de la enfermedad (1).

En un estudio publicado en 2010 las infecciones re-
lacionadas con catéteres fueron las complicaciones mas
importantes descriptas en 15 hospitales espanoles, con
821 episodios que representaban casi el 25% de todas
las infecciones sanguineas nosocomiales (2). Ademas,
segin un articulo de 2006 que informé sobre una re-
vision sistematica de 200 estudios prospectivos publica-
dos, la tasa de incidencia de infecciones relacionadas
con catéteres por cada 1000 dias de catéter generalmen-
te variaba desde 0,1 episodios hasta 2,7 episodios para
catéteres venosos centrales (3). Un ano después, segin
informacion proporcionada por la Sociedad Norteame-
ricana de Infectologia, se registraron mas de 200 000
episodios de bacteriemia asociada a catéteres, con una
tasa de mortalidad atribuible que oscilaba entre el 12%
yel 256% (4).

La infeccion clinica relacionada con catéteres siem-
pre comienza con la llegada y asentamiento del mi-
croorganismo causante en el dispositivo. Estos pato-
genos pueden provenir de la piel del paciente, de las
manos del personal sanitario, de los liquidos de infu-
sion contaminados o, incluso, de una fuente remota
a través del torrente sanguineo. Los microorganismos
que conforman la microbiota saprofita o transitoria de
la piel contaminan el catéter durante su insercion o,
posteriormente, avanzan proximalmente desde el pun-
to de entrada cutdneo a lo largo de la superficie del
dispositivo (5).
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El diagnéstico clinico de bacteriemias relacionadas
a catéteres venosos centrales suele ser poco especificoy
solo entre el 15% y el 39% de los pacientes con manifes-
taciones clinicas cuentan con estudios microbiolégicos
que confirman la infeccién. La precision del diagnosti-
co se mejora significativamente mediante hemocultivos
por tiempo diferencial (6).

En este contexto, este trabajo se propuso evaluar
criticamente los métodos bacteriologicos disponibles
para el diagnéstico de la BAC. Este estudio tuvo como
objetivos evaluar la sensibilidad y especificidad de las
técnicas cominmente empleadas en el laboratorio de
microbiologia y su rendimiento cuando se aplican de
forma secuencial.

Materiales y Métodos

Se trat6 de un trabajo prospectivo observacional. Se
incluyeron 180 puntas de catéteres (PC), las cuales
correspondieron a vias centrales (yugulares, femorales,
subclavias) y se excluyeron a aquellas de tipo Port-a- cath
y Swanz Ganz. Las mismas debian ingresar acompana-
das con un hemocultivo periférico (HP); aquellas PC
que ingresaban sin un HP asociado quedaron exclui-
das del estudio.

Todas las PC fueron sometidas a tres métodos, que
incluyeron las técnicas de Maki (M), sonicacioén (téc-
nica de Sherertz, S) y vortex (técnica de Brun-Buisson,
BB). Las PC fueron distribuidas de manera tal de cu-
brir todas las posibilidades de siembray, acorde a esto,
se definieron seis configuraciones de procesamiento
(Tabla I).

El orden de la siembra acorde a cada técnica fue
cambiando de tal manera de obtener una distribu-
cion numérica equivalente para cada una de ellas
(n=30).



Tabla I. Distribucion de las diferentes configuraciones establecidas

B Orden de siembra

1ro 2do 3ro
1 M BB S
2 BB S M
3 S M BB
4 S BB M
5 M S BB
6 BB M S

M: técnica de Maki; BB: técnica de Brun-Buisson; S: técnica de Sherertz

La técnica de Maki fue realizada transfiriendo la PC
a una placa de agar sangre Columbia (bioMérieux) en
primer lugar y luego en placas de medio cromogénico
CPS (bioMérieux) rotando la punta cuatro veces sobre
la superficie de las placas. Se considero significativo un
desarrollo mayor de 15 UFC (7).

Para la técnica de agitacion en vortex (BB) los ca-
téteres se colocaron en 1 mL de caldo nutritivo (BHI,
bioMérieux), se agitaron en vortex durante 1 miny se
sembraron 100 pL de esta suspension. También se rea-
liz6 una dilucién 1/10 de la que se sembraron 10 pL. en
una placa de agar sangre y de CPS. Se consideré signi-
ficativo un desarrollo mayor de 102 UFC/ segmento de
catéter (8).

La sonicacion fue realizada segun la técnica que des-
cribieron Sherertz et al. (9) la cual consistié en deposi-
tar el segmento del catéter en un tubo con 10 mL de
caldo nutritivo y se someti6 a sonicacion a 55 000 hertz
durante un minuto. Se tomaron muestras del caldo
(100 pL) y se les agregaron 0,9 y 9,9 mL respectivamen-
te (para obtener diluciones 1:10 y 1:100). Se sembraron
100 pL de cada dilucién en una placa de agar sangre
y de CPS. Luego se agit6 en vortex la PC en el tubo
con el caldo nutritivo por 15 segundos y se realiz6 el
mismo procedimiento. Se tomaron muestras del caldo
(100 pL) y se les agregaron 0,9 y 9,9 mL respectivamen-
te (para obtener diluciones 1:10 y 1:100). Se sembraron
100 pL de cada dilucién en una placa de agar sangre y
de CPS. Se consideraron significativos recuentos de 102
UFC/segmento del catéter. Cabe mencionar que para
la técnica de sonicacion se evalué su performance con 'y
sin agitacion en vortex, con el fin de corroborar si este
altimo paso influia o no en la técnica. Todas las placas
se incubaron a 35 °C por 72 h. En el caso de levaduras y
S. aureus, los cultivos fueron considerados positivos sin
tener en cuenta el punto de corte y negativos cuando
no se observo ninguna colonia.

La toma de HP se realizé segin las recomendacio-
nes del Cumitech 1C (10). Las botellas utilizadas co-
rrespondieron a Bact-Alert FA (bioMérieux) y Bac-Alert
PF (bioMérieux) y fueron procesadas segin recomen-
daciones del fabricante. Para la definicion de coloniza-
cién y de BAC se sigui6 el siguiente criterio (11):
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Colonizaciéon del catéter: crecimiento significativo
de un microorganismo en un cultivo cuantitativo o se-
micuantitativo del extremo distal del dispositivo, del
segmento subcutaneo o de la conexion.

Bacteriemia asociada al catéter: se define como la
presencia de bacteriemia o fungemia en un pacien-
te con un dispositivo vascular, acompanada de uno o
mas hemocultivos periféricos positivos y manifestacio-
nes clinicas de infeccién, como fiebre, escalofrios y/o
hipotension, sin otra fuente evidente de infeccion del
torrente sanguineo. Ademas, se requiere cumplir al me-
nos una de las siguientes condiciones:

e Cultivo positivo del extremo del catéter (=15 UFC
en su extremo distal por el método semicuanti-
tativo o =100 UFC del cultivo cuantitativo), con
identificaciéon del mismo microorganismo que en
la sangre (misma especie y perfil de sensibilidad
antibiotica).

e Hemocultivos cuantitativos simultaneos a través del
catéter y por venopuncion con una relaciéon de 4:1
0 mayor (sangre por catéter vs. sangre periférica).

¢ Diferencia temporal significativa en el tiempo de
deteccion del crecimiento bacteriano, de al menos
2 horas entre el hemocultivo obtenido por catétery
el hemocultivo periférico, medida solo en laborato-
rios con sistemas automatizados de hemocultivos.

Analisis estadistico

La sensibilidad y la especificidad se calcularon a par-
tir de los datos primarios de cada estudio. Se utilizaron
dos métodos como resumen estadistico para la compa-
racion de la precision diagnoéstica de los ensayos.

Estimacion de Sensibilidad y Especificidad

La sensibilidad y la especificidad para cada prueba
de diagnéstico se calcularon mediante la simple puesta
en comun de los datos primarios de los estudios indi-
viduales. Se utiliz6 la prueba de Chi-cuadrado [R Core
Team (2014). R: A language and environment for statistical
computing. R Foundation for Statistical Computing, Viena,
Austria.] para evaluar la variabilidad entre los diferen-
tes resultados del estudio de un método de diagnostico
en particular. El indice de Youden fue utilizado como
un criterio estadistico del rendimiento de la prueba. El
software utilizado fue el Epidat 3.1.

Curvas ROC

Se realiz6 el analisis mediante las curvas ROC para
distinguir la variaciéon de umbral de decision de las di-
ferencias reales en la precision. Los resultados de los
estudios que evaluaron un método de prueba especi-
fica se representaron como tasas positivas verdaderas
(sensibilidad) en contra de las tasas de falsos positivos
(1 - especificidad). El software utilizado fue el Epidat 3.1

Acta Bioquim Clin Latinoam 2024; 58 (4): 333-9
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Resultados

Del total de catéteres estudiados (n=180) s6lo el 10%
(n=18) correspondieron a BAC; el 77% de éstos (n=14)
fueron positivos por al menos una técnica, las 4 restan-
tes BAC fueron asumidas por ser unico foco probable
de infeccion pese a dar negativo el cultivo por todas las
técnicas empleadas.

En la Figura 1 se muestran las asociaciones entre el
diagnostico (BAC) vy los resultados de cada una de las
tres técnicas utilizadas para detectarlas (positivo o nega-
tivo) acorde a los puntos de corte establecidos. Cada ta-
bla resume el resultado de 6 configuraciones en donde
cada una de las técnicas fue utilizada en primer, segun-
do o tercer lugar la misma cantidad de veces.

Las curvas ROC realizadas para cada metodologia
pueden observarse en la Figura 2.A. También se com-
pararon las bacteriemias detectadas por cada una de las

técnicas: sonicacion, vortex y Maki: 56%, 78% y 67%
respectivamente (Fig 2.B). De acuerdo con los resul-
tados presentados en las figuras anteriores, se observa
que, en términos de la cantidad total de bacteriemias
detectadas, el método de BB mostré un mejor rendi-
miento cuando se aplic6 como primera opcién, seguido
por el método de S como segunda opcién y el método
de M como tercera.

Discusioén y Conclusiones

Aunque existen muchos procedimientos microbio-
légicos para confirmar el diagnéstico de BAC no hay
consenso sobre cudl es el mejor. EI método elegido de-
pendera, entre otros factores, del tipo de catéter, de la
tecnologia disponible en el laboratorio de microbiolo-
giay de la carga de trabajo del mismo.

Brun—-Buisson Maki

80-
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;\? 60-
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Figura 1. A. Proporcién de resultados segun metodologia. B. Distribucién de los resultados
segtin orden de procesamiento para cada metodologia

Acta Bioquim Clin Latinoam 2024; 58 (4): 333-9



Diagndstico de bacteriemias asociadas a catéteres 337

: Global
o]
L8
)
el
]
-
@
]
| | |
0,0 0,5 1,0
1-Especificidad
herertz ~ BunBuisson Maki
10— — 10— 10— e
- g 3
£ | 3
S 05— & 65— 8 {5
|2 & 5
3 »
00— Area=0.716 00— Area=0.806 00—, Area=0,709
0,0 05 1,0 0,0 0,5 1,0 0,0 0,5 1,0
1-Especificidad 1-Especificidad 1-Especificidad
Sherertz < BunBusson Maki
88% 78%
75%
eabecica) Especifidad Especifidad
°
0,61
?{,4 Iy L 0.42 67%
56% Sensibilidad 1Y Sensibilidad
Sensibilidad °
°
VPP VPP b
33% 34% 23%
95%
VPN VPN

Figura 2. A. Curvas ROC para cada técnica empleada y su respectivo valor de area bajo la curva (AUC). B. Comparacion global de las
diferentes técnicas segun los parametros evaluados. Y: indice de Youden, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo.

La técnica de Maki (11) es el método mas utilizado
para el diagnéstico de infecciones sistémicas en los la-
boratorios de microbiologia clinica debido a su senci-
llez. En el metaanalisis realizado por Safdar et al. (12)
en 2005 encontraron una sensibilidad (S) global del
85% y una especificidad (E) del 82% para el diagnds-
tico de BAC. El valor predictivo positivo (VPP) de esta
técnica es muy variable, 10-75% (13) de acuerdo con la
duracion del catéter y es bajo si la prevalencia de la in-
feccion es baja, aunque mejoraria si s6lo se sembrasen
catéteres con sospecha clinica de BAC. Los resultados

obtenidos con este método tienen que ser interpreta-
dos cuidadosamente ya que solo se cultiva la superficie
externa de la punta del catéter.

Si se utiliza solo la técnica anterior se pierden los
microorganismos que colonizan la superficie intralumi-
nal. Esta limitacion es mas manifiesta con catéteres de
larga duracion en los que la luz del catéter es el lugar
predominante de colonizacién y la causa de infecciones
sistémicas.

Se han utilizado varias técnicas que desprenden mi-
croorganismos de las superficies del catéter seguidas

Acta Bioquim Clin Latinoam 2024; 58 (4): 333-9
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por diluciones seriadas que permitan la cuantificaciéon
de los mismos: la técnica de Cleri ef al. (14), la ya men-
cionada técnica de Brun-Buisson et al. (8) yla técnica de
sonicacion de Sherertz et al. (9).

El criterio de positividad para las técnicas cuantitativas
esta establecido en el crecimiento de mas de 102 UFC/mL.
En el metaanalisis mencionado de Safdar ef al. obtuvie-
ron una S del 83% y una E del 89% para el diagnéstico
de BAC. Con estas técnicas en general se hace un mues-
treo de la superficie interna y externa del catéter. Re-
cientemente, en un estudio realizado por Slobbe et al.
(15) se confirmoé que el rendimiento de la sonicaciéon
era similar al del cultivo semicuantitativo de catéteres
tunelizados.

En este trabajo se estudiaron 180 catéteres, con un
total de 18 casos de BAC de los cuales sélo se pudieron
documentar microbiolégicamente 14. Los resultados
han demostrado que se encontraron diferencias signi-
ficativas entre las diferentes técnicas utilizadas. Cuando
se analizan los indices estadisticos y metodologicos, la
técnica de vortex ha sido la que ha resultado mas 1til
en la rutina diaria para contribuir al diagnoéstico de las
BAC. A su vez la sonicacion es una técnica dificil de es-
tandarizar, mientras que las demds son mas rapidas y
mas sencillas de aplicar en un laboratorio de microbio-
logia tradicional.

Si se hace un analisis mas detallado de las diferencias
entre las técnicas aplicadas y los resultados obtenidos
se pueden sacar varias conclusiones, pero la principal
pregunta que se queria contestar era la de tratar de di-
lucidar qué ocurri6 en los casos de BAC con resultado
de técnicas discordantes. En aquellas BAC con todas las
técnicas negativas fue sencillo, ya que se asumieron de tal
manera debido a que los pacientes no presentaban otro
foco asociado que pudiera producir el cuadro.

Los resultados presentados en este estudio indican
que, de tener que optar por alguna de las técnicas, la
que present6é mejor rendimiento en la deteccion de
BAC fue la técnica de BB, que a su vez tiene la posibili-
dad de analizar ambas vias de infeccion. Si se dispone
de los tres métodos, la combinaciéon que mejor resul-
tados obtuvo fue la de vortex (BB) en primer lugar, la
sonicacion (Sherertz) en segundo lugar y la técnica
de Maki en tercer lugar. EI nimero de BAC presentes
en este estudio pudo ser un factor limitante ya que su
acotado valor conlleva un sesgo de informacién, por
ello creemos que al aumentar este namero se podrian
llegar a obtener conclusiones mds enriquecedoras y
definitivas; de la misma manera que si se estableciera
un valor fijo de BAC para cada configuracion, podrian
fortalecerse las hipotesis establecidas en el trabajo.
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