Procedimiento de Microbiologia Clinica

Recomendaciones de la Sociedad Espariola de

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica

v
eimcC

Diagnostico microbiologico de las
infecciones asociadas a cateteres

intravasculares
Editores Coordinador Autores
Emilia Cercenado Mansilla Maria Guembe Ramirez Carmen Aldea Mansilla
Rafael Cantén Moreno Irene Gracia Ahufinger

Maria Guembe Ramirez
José Martinez Alarcén



\
eimcC

ISBN: 978-84-09-03388-1

EDITORES:
Emilia Cercenado Mansilla. Servicio de Microbiologia. Hospital General Universitario Gregorio Maraion. Madrid.
Rafael Canton Moreno, Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario Ramoén y Cajal e Instituto Ramén y Cajal de

Investigacion Sanitaria (IRYCIS). Madrid.

SUGERENCIA DE CITACION:

Aldea Mansilla C, Martinez-Alarcén J, Gracia Ahufinger |, Guembe Ramirez M. Diagnéstico microbiologico de las
infecciones asociadas a catéteres intravasculares. 2018. 15a. Guembe Ramirez M (coordinador). Procedimientos
en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (editores). Sociedad Espafiola de Enfermedades

Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2018.

AVISO:

Reservados todos los derechos. Los documentos SEIMC o cualquiera de sus partes no podran ser reproducidos, al-
macenados, trasmitidos, distribuidos, comunicados publicamente o transformados mediante ninglin medio o sistema
sin la previa autorizacidn de sus responsables, salvo excepcion prevista por la ley. Cualquier publicaciéon secundaria
debe referenciarse incluyendo “Este documento ha sido elaborado por la SEIMC (Sociedad Espafiola de Enferme-

dades Infecciosas y Microbiologia Clinica) y su contenido puede encontrase en la pagina web www.seimc.org”


http://www.seimc.org

Procedimientos en Microbiologia Clinica

Recomendaciones de la Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica

Editores:
Emilia Cercenado Mansilla
Rafael Cantén Moreno

15a. Diagnostico microbioldgico
de las infecciones asociadas a
cateteres intravasculares. 2018

Coordinador:
Maria Guembe Ramirez’

Autores:
Carmen Aldea Mansilla?
Irene Gracia Ahufinger®
Maria Guembe Ramirez'
José Martinez Alarcén*

9
eimcC

Servicio de Microbiologia y Enfermedades Infecciosas, Hospital General Universitario Gregorio Marafién (Ma-
drid); 2Servicio de Microbiologia, Hospital de Soria (Castilla y Leén); 3Servicio de Microbiologia, Hospital Reina
Sofia (Cérdoba); *Seccién de Microbiologia, Hospital General Nuestra Sefiora del Prado, Talavera de la Reina

(Toledo).



INDICE DEL DOCUMENTO CIENTIFICO

Tal1goTe [UTelorTo] o HEUUR RSO OUUOPPOPUPPPPNt 5
=T o]Te [T g 0 1Te] (oo | = TP PP OUTUPPPP PP 6
EtOPatOgeNia. .. ... s 6
DEIINMICIONES. ...t ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e —— b b ————raaaaaaaaaaaaaaans 7
Diagndstico microbiolégico de las infecciones relacionadas con catéteres (IRC) ... 8
5.1. Procedimientos microbiologicos de diagndstico realizados sobre catéteres retirados................. 8
5.1.1. MEtod0os diagnOSTiCOS. .. ... ittt ————————— 9

5.1.1.1. Cultivo para deteccion de colonizacidn extraluminal................ooooiiiiiiiii, 9

5.1.1.2. Cultivo para deteccion de colonizacién intraluminal.................ovvieiiiiiiiiiieeeee, 10

5.1.1.3. Cultivo para deteccion de colonizacion extra e intraluminal.................................. 10

5.1.1.4. Técnicas de diagnostico rapido de la IRC con retirada del catéter........................ 11

5.1.2. Identificacidon de los microorganismos aislados..........coovvviiiiiiiiiiiiii e 11

5.1.3. Recomendaciones especificas para el diagnéstico microbioldgico de las IRC.................. 12

5.2. Procedimientos de diagndstico microbioldgico manteniendo el catéter...........ccccooeiiiiii. 13

IV R \V/ (=1 (o Yo o - Je [ = To | g o 1] oo 1< TSP 13

5.2.1.1. Cultivos superficiales semicuantitativos.............c.euvveiiiiiiiininiie e 13

5.2.1.2. Cultivo y tinciones de sangre aspirada por el catéter...........ccccooeiviiiiiiiiiiiceeenee 14

5.2.1.3. Técnicas basadas en la velocidad de crecimiento de hemocultivos..................... 15

5.2.1.4. Técnicas moleculares de sangre extraida por el catéter............cccccoeeveeviiiiienennn.n. 16

5.2.2. Recomendaciones para el uso de procedimientos diagndsticos conservadores................ 17

a (O70] g ol [V ] 1o =T3P 17

BibliOgrafia...... ..o 18

DOCUMENTOS TECNICOS

PNT-CIV-01. Cultivo semicuantitativo de catéter (técnica de Maki con y sin apertura del catéter)
PNT-CIV-02. Cultivo cuantitativo de catéter (técnica de Brun-Buisson)

PNT-CIV-03. Cultivo cuantitativo de catéter (técnica de sonicacion tras fragmentacion)
PNT-CIV-04. Cultivo de dispositivos totalmente implantables

PNT-CIV-05. Cultivos superficiales (piel, conexiones/conectores)

PNT-CIV-06. Hemocultivos cuantitativos mediante el método de lisis-centrifugacion

)
4 ;elmc



DOCUMENTO CIENTIFICO

1 . INTRODUCCION

La utilizaciéon de catéteres intravasculares (CIV)
con fines diagndsticos o terapéuticos es muy fre-
cuente, especialmente en pacientes en situacion
critica o con patologias agudas o crénicas graves.
Segun el Estudio de Prevalencia de las Infeccio-
nes Nosocomiales en Espana (EPINE), hasta el
70% de los pacientes ingresados en los hospitales
espafioles son portadores de un catéter en algun
momento del ingreso. Las infecciones locales o
sistémicas representan una de las principales

complicaciones asociadas a estos dispositivos,
siendo la principal causa de bacteriemia nosoco-
mial, y estan relacionadas con una alta morbilidad
y mortalidad. Existen numerosos tipos de catéteres
o dispositivos intravasculares con caracteristicas y
finalidades diferentes (Tabla 1). Los catéteres ve-
nosos centrales (CVC) son la causa del 90% de
las bacteriemias relacionadas con el catéter (BRC),
aunque cada vez mas los catéteres periféricos es-
tan teniendo mayores tasas de infeccion.

Tabla 1. Tipos de catéteres intravasculares mas utilizados en clinica

Tipo Comentarios

Corta duracion Catéter venoso periférico Se inserta fundamentalmente en venas del brazo. Es el
catéter mas utilizado. Las complicaciones infecciosas
han ido aumentando durante los ultimos anos.

Catéter arterial periférico Se usa para evaluar el estado hemodinamico durante
periodos cortos.

Riesgo de infeccién similar al CVC.

Es el CVC mas utilizado. Produce el 90% de las
complicaciones infecciosas asociadas a catéteres.

CVC no tunelizado

Catéter arterial pulmonar Se mantiene por periodos no superiores a 3 dias. Suele
estar recubierto de heparina, lo que disminuye los

fendmenos trombdticos y la colonizacion bacteriana.

CVC insertado por via periférica  Es la alternativa al CVC normal. Se inserta a través de
via periférica en la vena cava. Presenta menos
complicaciones que los CVC normales.

Larga duracion CVC tunelizado CVC implantado quirurgicamente (Hickman, Broviac,
etc). Tiene un trayecto subcutdneo con un manguito de
dacrén en el punto de salida cutanea que impide la
entrada de microorganismos del exterior. Se usa para
quimioterapia prolongada, terapia ambulatoria o

hemodialisis.

Reservorios totalmente
implantables

Reservorio subcutaneo con una membrana que permite
el acceso con aguja desde el exterior. Bajo riesgo de
infeccion.

CVC*: catéter venoso central.

.
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2 .EPIDEMIOLOGIA

Segun datos del EPINE de 2016, el uso de CIV es
un claro factor de riesgo para desarrollar una infec-
cion nosocomial. El 15-30% de las infecciones no-
socomiales son bacteriemias, siendo la prevalencia
de BRC en el medio hospitalario de 1,18 episodios
por 1.000 ingresos.

Se sabe que, aproximadamente, el 70% de los pa-
cientes ingresados en el hospital son portadores de
un CIV, correspondiendo mas del 80% a catéteres
venosos periféricos (de corto periodo de utilizacion,
pero cada vez con mas uso y asociados a un au-
mento progresivo de la infeccion, especialmente por
Staphylococcus aureus) y el 20% restante a CVC
(que debido a su largo periodo de utilizacion tienen
mayor riesgo de infecciones locales o sistémicas,
que varian segun el tipo de catéter y su composi-
cion). Se ha descrito una incidencia de 0,5 episodios
por cada 1.000 pacientes/dia de utilizacion de un ca-
téter venoso periférico y de 2,7 episodios por cada
1.000 pacientes/dia de utilizacion de un CVC.

Segun datos del Estudio Nacional de Vigilancia de
la Infeccion Nosocomial en Servicios de Medicina
Intensiva (ENVIN) de 2017, el 63,4% de los pacien-
tes son portadores de un CVC y el 11,3% de los
pacientes sufren una BRC, siendo la incidencia de
BRC de 1,1 episodios/1.000 dias de uso del ca-
téter. Cada vez hay mas estudios de prevalencia
de BRC en unidades de pacientes no criticos, si
bien en las unidades donde no se registran los dias
de uso de catéter, las cifras han de extrapolarse
de datos de n° de episodios BRC/1.000 ingresos.
En Espafia, se ha observado un incremento de las
BRC por catéteres venosos periféricos entre el afio
2007 y 2017 en las unidades de Medicina Interna,
variando la incidencia de 0,11-0,18 episodios/1.000
ingresos a 1,64 episodios /1.000 ingresos.

A pesar de que en la ultima década la incidencia de
BRC ha descendido gracias a las medidas preven-
tivas y campanas aplicadas por los profesionales
sanitarios, continua siendo una infeccion asocia-
da a una alta mortalidad (12-25%), con elevados
costes (una media de 15.151 euros por episodio) y
que alarga la estancia hospitalaria; por lo que de-
ben mantenerse de forma continuada las medidas
preventivas educacionales e intervencionistas para
conseguir el objetivo de “tolerancia cero”.

3.ETIOPATOGENIA

Los microorganismos que producen con mas fre-
cuencia las infecciones asociadas a CVC son
aquellos que forman parte de la microbiota de la
piel, como las especies de estafilococos, que co-
rresponden aproximadamente al 60% de las in-
fecciones. Otros microorganismos Gram-positivos
también causantes de infeccion relacionada con
catéter (IRC), aunque en menor frecuencia, son los
enterococos. A los Gram-positivos les siguen en
frecuencia los bacilos Gram-negativos y diferen-
tes especies del género Candida. En la tabla 2 se
presentan como ejemplo la etiologia de las BRC
del Hospital General Universitario Gregorio Mara-
Aén de Madrid en el periodo 2003-2010. En ella,
los estafilococos coagulasa negativa (ECN) corres-
pondieron al 43,3% de las BRC, seguidos de Sta-
phylococcus aureus, correspondiente con el 17,3%
de los casos. Los bacilos Gram-negativos consti-
tuyeron el 17%, seguidos muy de cerca por las le-
vaduras (16%), de las cuales en los ultimos afios
se ha observado un incremento. Otros microorga-
nismos involucrados en las infecciones asociadas
a CVC son Corynebacterium spp., Bacillus spp., e
incluso especies anaerobias como Propionibacte-
rium acnes.

La via que utilizan los microorganismos para al-
canzar la superficie del catéter varia en funcién del
tiempo de permanencia del mismo. La mayoria de
los catéteres (70-90%) se colonizan por microor-
ganismos de la piel, ya que éstos migran hasta
alcanzar la superficie intravascular del catéter a
través de la fibrina extraluminal que se constituye
tras la insercion del catéter. Esto ocurre general-
mente en catéteres de corta duracion (<7 dias),
sin embargo, en los catéteres de larga duracion
(>7 dias), es la via endoluminal a través de la cual
acceden las bacterias desde las conexiones del
catéter hasta el interior del mismo (10-50%), ya
que hay mayor manipulacion. No obstante, la via
extraluminal puede ser causante de infeccion en
catéteres de larga duraciéon hasta en un 25% de
los casos. Por ultimo, con mucha menor frecuencia
puede ocurrir que el catéter se colonice a través
de siembra hematdgena (3-10%) o por el uso de
fluidos contaminados (<3%). La via hematogena
adquiere mucha mayor relevancia en el caso de
pacientes ingresados en UCI, a pesar de seguir

siendo poco frecuente.
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Tabla 2. Principales microorganismos productores
de bacteriemias relacionadas con catéter. Datos de
del Hospital General Universitario Gregorio Mara-
fAon de Madrid (2003-2010).

Microorganismos N° (incidencia por

1.000 ingresos)

Gram (+) 831 (1,73)
ECN* 534 (1,11)
Staphylococcus aureus 213 (0,44)
Staphylococcus 102 (0,21)
aureus-SM

Staphylococcus 111 (0,23)
aureus-RM

Enterococcus spp. 79 (0,16)
Otros 16 (0,03)
Gram (-) 209 (0,44)
E. coli 29 (0,06)
Klebsiella spp. 40 (0,08)
Enterobacter spp. 39 (0,08)
Serratia spp. 25 (0,05)
Proteus spp. 13 (0,03)
Pseudomonas spp. 35 (0,07)
Levaduras 194 (0,40)
Candida spp. 190 (0,40)
C. albicans 83 (0,17)
C. parapsilosis 80 (0,17)
C. glabrata 13 (0,03)
C. tropicalis 9 (0,02)

ECN: Estafilococo coagulasa negativa;
SM: sensible a meticilina;
RM: resistente a meticilina

4. DEFINICIONES

Colonizacion del catéter: crecimiento significativo
de al menos un microorganismo en un cultivo cuan-
titativo o semicuantitativo de una punta de catéter,
de un segmento subcutaneo o de una conexion.

Flebitis: Induracion o eritema con calor y dolor en
el trayecto de una vena cateterizada actual o re-
cientemente.

Infeccion del punto de entrada, definicién micro-
bioldgica: crecimiento significativo de al menos un
microorganismo en los cultivos del exudado el pun-
to de entrada, con o sin bacteriemia concomitante.

Infeccion del punto de entrada, definiciéon cli-
nica: Induracién o eritema con calor y dolor en el
punto de entrada o en una zona separada hasta dos
centimetros, con o sin bacteriemia concomitante,
pero asociada a otros sintomas de infeccion, como
fiebre o exudado purulento.

Infeccion del trayecto tunelizado: Induracion o
eritema con calor y dolor en una zona mas alla de
dos centimetros desde el punto de entrada, con o
sin bacteriemia concomitante.

Infeccidn del bolsillo: Infeccion del fluido del bol-
sillo subcutaneo que aloja el reservorio, frecuente-
mente asociado con dolor, induraciéon o eritema de
zona, rotura espontanea con drenado, o necrosis
cutanea local, con o sin bacteriemia concomitante.

Bacteriemia o fungemia asociada al liquido de
infusion: aislamiento del mismo microorganismo
en el liquido de infusién y en el hemocultivo extrai-
do percutaneamente, sin otro foco identificable de
infeccion.

BRC o fungemia relacionada con catéter: pre-
sencia de al menos un hemocultivo positivo obteni-
do por via periférica, en un paciente con un CIV con
signos clinicos de infeccion (fiebre, escalofrios o
hipotension) sin otro foco identificable de infeccion
distinto del catéter y que cumpla ademas al menos
uno de los siguientes criterios:

- Aislamiento significativo del mismo microorga-
nismo en el cultivo cuantitativo o semicuantitativo
de la punta del catéter.

- Hemocultivos cuantitativos positivos obtenidos
simultaneamente por el catéter y por una vena

Y
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periférica y con una relacién de unidades forma-
doras de colonia (ufc) por mililitro de al menos 3:1
a favor del primero.

- Diferencia del tiempo de positividad de hemo-
cultivos de al menos 2 horas en sistemas auto-
maticos obtenidos simultdneamente por el catéter
y por vena periférica, con un volumen de sangre
equivalente y siendo el hemocultivo obtenido por
el catéter el mas rapido en positivizar.

5. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DE
LAS INFECCIONES RELACIONADAS CON
CATETERES

El diagnéstico de las IRC se basa inicialmente en
la sospecha clinica ante signos locales o generales
de infeccion, pero los sintomas clinicos son muchas
veces inespecificos, por lo que se necesita la uti-
lizacion de técnicas microbiolégicas para tener un
diagndstico de certeza de IRC. En la mayoria de los
casos, el diagnostico de IRC conlleva la decision te-
rapéutica de retirar el catéter, sin embargo, muchos
estudios han demostrado que en mas del 70% de
los catéteres retirados por sospecha de infeccién, el
cultivo fue negativo por lo que su retirada no estaba
justificada. Ademas en pacientes criticos o pediatri-
cos, con accesos vasculares dificiles, la retirada del
catéter puede ser una decision comprometida y por
ello es importante la busqueda de métodos conser-
vadores de diagnéstico de IRC, que no obliguen su
retirada “a priori”.

5.1. PROCEDIMIENTOS MICROBIOLO-
GICOS DE DIAGNOSTICO REALIZADOS
SOBRE CATETERES RETIRADOS

Ante una sospecha de IRC, y siempre que pueda
ser retirado, el cultivo de la punta de catéter, en
combinacién con otros métodos microbioldgicos,
aporta el diagnéstico de certeza. Sin embargo, el
cultivo del catéter no debe ser realizado rutinaria-
mente, sblo en caso de sospecha de IRC. El catéter
puede ser retirado cuando se de alguna de las si-
guientes circunstancias:

« Catéteres de los que ya se puede pres-
cindir.

» Catéteres faciles de sustituir.

« Catéteres en pacientes con bacteriemia

que persiste pese a tratamiento antimicro-
biano correcto.

« Catéteres con infeccion en el tunel sub-
cutaneo.

» Catéteres causantes de émbolos pulmo-
nares o en la circulacion mayor.

» Catéteres causantes de endocarditis.

« Catéteres infectados por microorganis-
mos dificiles de erradicar sin retirada de los
mismos.

La muestra a procesar sera el segmento final del
catéter, concretamente los ultimos 5 centimetros.
Segmentos mas cortos pueden implicar que se
pierda el final de alguna luz en los catéteres mul-
tilumen. Si el segmento enviado fuera mas largo,
debe ser recortado antes de su procesamiento.
En el caso de catéteres arteriales pulmonares, la
muestra mas representativa es el introductor. En el
caso especial de reservorios totalmente implanta-
bles, se debe cultivar el reservorio, adicionalmente
a la punta.

La punta de catéter, introducida en un envase seco
estéril y debidamente identificada, debe ser en-
viada inmediatamente al laboratorio, donde o bien
se procesara a su llegada, o bien se mantendra
refrigerada. Teniendo presente que los microor-
ganismos implicados en infecciones relacionadas
con catéteres son mayoritariamente flora normal
o transitoria de la piel, no especialmente labiles a
las bajas temperaturas ni a la falta de humedad,
la refrigeracion durante varios dias es una opcion
aceptable. Se ha demostrado la obtencion de re-
sultados validos en puntas de catéter refrigeradas
hasta 6 dias.

Los catéteres recubiertos de antisépticos o an-
tibidticos pueden afectar el resultado del cultivo,
subestimando notablemente la carga bacteriana y
se ha de tener en cuenta este hecho a la hora de
interpretar los resultados. En los casos de recubri-
mientos con sulfadiazina argéntica o clorhexidina
se puede minimizar este efecto afiadiendo neutra-
lizantes al medio de cultivo, que sin embargo no
son utiles en recubrimientos con antibidticos. En
la tabla 3 se muestra un ejemplo de caldo neutra-
lizante descrito por Schmitt y cols. en 1996 para
emplear en técnicas descritas mas adelante como
sonicacion o Brun-Buisson con este tipo de caté-
teres.

3 ]
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Tabla 3. Medio neutralizante para cultivo de ca-
téteres recubiertos con clorhexidina o sulfadiazina
argéntica

Componente Concentracion final

Caldo tripticasa soja (TSB) 30 g/L
Triptona 14g/L
Oleato sodico 6 g/L
Tiosulfato sodico 5¢g/L
Polisorbato (Tween) 80 5% (v/v)
Lecitina 1g/L

5.1.1. Métodos diagnésticos

Los procedimientos microbiolégicos para las pun-
tas de catéter pueden clasificarse en tres tipos:
cualitativos, cuantitativos y semicuantitativos.

Los cultivos cualitativos se basan en introducir la
punta de catéter en un tubo con caldo de cultivo,
incubar y comprobar su positividad mediante turbi-
dez. En los tubos positivos se realiza un subcultivo
en medios solidos para proceder a la identificacion
y antibiograma. Su sencillez los hace muy atracti-
vos en laboratorios con pocos recursos, pero por
su falta de valor predictivo positivo se desaconseja
Su uso, ya que impide conocer el grado de coloni-
zacion.

Los métodos cuantivativos y semicuantitativos, de-
tallados mas adelante, permiten conocer el grado
de carga microbiana de la muestra. En funcion de
un umbral establecido, se puede establecer si el
resultado es significativo o no y por lo tanto deter-
minar si la colonizacion del catéter es presumible-
mente la causa de la infeccion.

Otro modo de clasificarlos es en funcion de si de-
tectan colonizacion en el exterior del catéter, en
el interior de la luz o en ambos (sin diferenciar).
Un catéter recientemente insertado (<7 dias) es
mas probable que se colonice por flora de piel a lo
largo de su superficie externa, por lo que un pro-
cedimiento para la deteccion de colonizacion ex-

traluminal, como la técnica de Maki, seria lo mas
adecuado. Sin embargo, la probabilidad de disemi-
nacion intraluminal desde las conexiones hasta el
torrente sanguineo va creciendo con el tiempo. Asi,
en casos de catéteres que lleven insertados mas
de 7 dias se recomienda el empleo de un método
que tenga en cuenta ademas la colonizacion intra-
luminal, como la técnica de sonicacion.

A continuacion se describen cada uno de los méto-
dos en base a esta ultima clasificacion.

5.1.1.1. Cultivo para deteccion de coloniza-
cion extraluminal

El cultivo semicuantitativo de la punta del catéter
descrito por Maki y cols. en 1977 es un método
sencillo y rapido para cultivar la superficie externa
de la punta del catéter. La técnica consiste en ro-
dar la punta del catéter tres o cuatro veces sobre
la superficie de una placa de agar sangre. Cuando
en el cultivo crecen 215 ufc por placa, se consi-
dera que el catéter esta colonizado. El criterio de
positividad (=15 ufc) fue elegido porque la mayoria
de los pacientes con recuentos inferiores no pre-
sentaban datos sugestivos de infeccion, mientras
que todos los casos que cursaban con bacteriemia
tuvieron recuentos superiores a 15 ufc y con fre-
cuencia las colonias fueron incontables. La especi-
ficidad de esta técnica fue del 76%. Este método,
por su sencillez ha sido aceptado por la mayoria de
los laboratorios de microbiologia y es la técnica de
referencia.

Diversos estudios con CVC han demostrado la
existencia de casos de sepsis asociados a recuen-
tos inferiores a 15 ufc o incluso negativos por esta
técnica, particularmente si la sepsis es de origen
endoluminal. La disminucion del criterio de positi-
vidad de 15 a 5 ufc puede mejorar la sensibilidad
de la prueba, pero disminuye su especificidad. Por
otro lado, un cultivo de catéter positivo por la téc-
nica de Maki tiene escaso valor predictivo positivo
para el diagndstico de BRC. Aunque la simplicidad
técnica de esta prueba diagnodstica ha generaliza-
do su uso, no hay que olvidar que existe alrededor
de un 15% de bacteriemias de origen endoluminal,
especialmente en catéteres de larga duracion, que
podrian no ser diagnosticadas si soélo se realiza el
cultivo semicuantitativo. La combinacion de la téc-
nica de Maki con la de sonicacion o técnicas de
rajado del catéter, descritas mas adelante, pueden
solventar este hecho.
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Otra limitacion de este método es que emplea un
unico medio y condiciones de cultivo. Aunque idea-
les para la mayoria de microorganismos general-
mente implicados en las IRC, en caso de sospecha
de infecciones por microorganismos mas exigentes
este método no seria el adecuado. Martin-Raba-
dan y cols. afirmaron en 2008 que, prolongando la
incubacioén de las placas en condiciones anaerobi-
cas después de su incubacién estandar, se podian
recuperar hasta un 3,9% de casos de colonizacion
por P. acnes. En caso de sospecha de infeccion
por otros microorganismos exigentes se deben
plantear otros métodos que permitan unos medios
y una incubacion adecuada.

Sin embargo, a pesar de estas criticas y limitacio-
nes tedricas, tanto Bouza y cols. en 2005 como
Slobbe y cols. en 2009 y Guembe y cols. en 2012
demostraron que incluso en catéteres de larga du-
racion la técnica de Maki no fue inferior a las técni-
cas cuantitativas de sonicacién de y Brun-Buisson,
que tienen en cuenta también la colonizacion intra-
luminal.

5.1.1.2.Cultivo para deteccion de coloniza-
cion intraluminal

En 1985 Lifares y cols. describen una modifica-
cion de la técnica de Cleri de 1980 para cuantificar
microorganismos que colonizan la luz del catéter.
Consiste en lavar tres veces la luz del catéter con 2
mililitros de caldo TSB con la ayuda de una aguja y
una jeringuilla. Posteriormente, se realiza el recuen-
to del numero de bacterias del caldo por siembra de
0,1 mL de las diluciones 1:10 y 1:100, sobre placas
de agar sangre. El umbral de positividad se estable-
ce en 1.000 ufc/mL.

Al ser una técnica que requiere mucha manipula-
cion y por lo tanto es susceptible de contaminacio-
nes, no es frecuentemente empleada, aunque es
util cuando es necesario determinar el origen con-
creto de la IRC.

5.1.1.3. Cultivo para deteccion decolonizacion
extra e intraluminal

En 1990, Brun-Buisson y cols. simplifican la técnica
de Cleri introduciendo el segmento del catéter en
un tubo con 1 mL de agua destilada estéril y tras un
minuto de agitacion en un vortex siembran 0,1 mL
de la suspension en una placa de agar sangre. En
este caso la via de colonizacion es indistinguible,

ya que se recuperan microorganismos tanto del in-
terior como del exterior de la superficie del catéter.
Los autores utilizan el mismo punto de corte de Cleri
(>103ufc/mL) y obtienen una sensibilidad del 97,5%
y una especificidad del 88% en los catéteres de pa-
cientes con signos clinicos de infeccion, parametros
que alcanzan el 100% cuando se considera el sub-
grupo de catéteres que producen bacteriemia.

Otra de las técnicas mas comunmente utilizadas
que detectan simultdneamente colonizacién intra y
extraluminal es la sonicacion, descrita en 1990 por
Sherertz y cols. Esta técnica cuantitativa se basa
en el uso de un bafo de ultrasonidos que facilita
la recuperacion de los microorganismos en un cal-
do de cultivo, los cuales estaban adheridos a la
superficie del catéter (tanto interna como externa).
Inicialmente la metodologia consistia en sonicar
durante un minuto la punta del catéter sumergi-
da en 10 mL de caldo de enriquecimiento (TSB o
BHI). Posteriormente se sembraba 0,1 mL del cal-
do original asi como 0,1 mL de sus diluciones 1:10
y 1:100 en placas de agar sangre para cuantificar
la colonizacion tras incubacion. Con un numero de
100 ufc/mL como umbral, permitia diagnosticar la
IRC y distinguir infeccion de colonizacion con una
sensibilidad del 93% y una especificidad del 94%,
y VPP vy valor predictivo negativo (VPN) del 72%
y 99%, respectivamente. Este método fue utilizado
en estudios posteriores por estos mismos autores
y encontraron que la sonicacion fue mas sensible
que el método semicuantitativo en la deteccion de
la colonizacion del catéter. Sin embargo, el hallazgo
mas importante cuando compararon tres métodos
(semicuantitativo, lavado de la luz del catéter y so-
nicacion) es que ninguno de ellos estudiados indi-
vidualmente tuvo una sensibilidad superior al 58%
en la deteccion de una colonizacion significativa del
catéter. La sonicacion detecto el 80% de la coloni-
zacion intraluminal, mientras que el método semi-
cuantitativo soélo lo hizo en el 57%. Por el contrario,
este Ultimo método fue mas sensible que los otros
para detectar la colonizacion extraluminal.

Recientemente, Guembe y cols. han sugerido una
optimizacion y simplificacion del procedimiento me-
diante la aplicacién de la sonicacién sobre la punta
de catéter previamente fragmentada (fragmentos
de 2-5 mm) e introduciendo los fragmentos en cal-
do de enriquecimiento. Tras la sonicacion, se siem-
bran 0,1 mL del caldo en placa de agar sangre v,
una vez incubada, se realiza el recuento de ufc,
considerandose como recuento significativo aquel
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con =100 ufc/mL. Con este método se obtuvieron
mayores valores de validez que con la técnica de
Maki (a pesar de haberse procesado secuencial-
mente) en CVC de adultos, siendo la sensibilidad
y el VPN para colonizacién de 83,3% y 97,6%, res-
pectivamente, y para BRC del 100% en ambos.

Un reciente hallazgo diagndstico de relevancia para
la poblacién pediatrica ha sido la demostracion por
Martin-Rabadan y cols. que, en los catéteres cen-
trales de insercién periférica (PICCs) comunmente
utilizados en neonatos y compuestos de silicona, la
técnica de Maki no es rentable, puesto que este tipo
de catéteres tienen una alta carga microbiana en el
interior. Por ello, tras varios estudios, proponen una
alternativa de optimizacidon diagndstica basada en
un corte longitudinal previa realizacion de la técnica
de Maki. En estos estudios detectaron colonizacion
en aproximadamente el doble de catéteres que la
detectada solo con la técnica convencional de Maki.

Por ultimo, en el caso especial de reservorios to-
talmente implantables, se ha demostrado que el
cultivo de la punta no es suficiente. Varios auto-
res han demostrado que Unicamente cultivando la
punta se pueden llegar a perder hasta la mitad de
los diagnosticos. Se debe cultivar adicionalmente
el reservorio mediante sonicacién para detectar
colonizacion del bolsillo, y mediante apertura de la
membrana para detectar colonizacion en el interior.

5.1.1.4.Técnicas de diagndstico rapido de la
IRC con retirada del catéter

Todas las técnicas de diagnoéstico de la IRC tras
su retirada descritas hasta el momento necesitan
como minimo de 18 a 24 horas para conocer el
resultado del cultivo microbioldgico. Sin embargo,
existen técnicas rapidas basadas en la tincion de
la punta del catéter o en métodos moleculares que
pueden ayudar en el diagnostico:

1. Tincién de Gram de la punta del catéter: su
principal dificultad radica en la necesidad de que
los catéteres sean translucidos, e incluso en oca-
siones es necesario disponer de microscopios
especiales debido a la dificultad de enfoque con
el objetivo de inmersion, por lo que es una técni-
ca practicamente en desuso y no existe consen-
so en cuanto al criterio de positividad. EI mejor
criterio es el descrito por Cooper et al., que pro-
ponen la observacion de al menos un microor-
ganismo por 20 campos observados con objetivo

de inmersion siendo el VPN del 100%. Por ello,
su principal utilidad podria ser como método de
descarte de BRC.

2. Tincién de Gram de improntas de la superficie
externa de la punta del catéter: En este caso se
hace rotar el catéter sobre un portaobjetos lige-
ramente cubierto con suero fisiolégico para, pos-
teriormente al secado, proceder a la tincion de
gram. A pesar de que tampoco existe criterio uni-
versal de positividad, con el descrito por Cooper
et al., Collignon et al. obtuvieron también valores
de especificidad y VPN elevados (95% y 94%,
respectivamente) en comparacion con el cultivo
semicuantitativo.

3. Tincién con naranja de acridina: A pesar de que
reduce el tiempo de observacion respecto a la tin-
cion de gram, su principal desventaja es que se
necesita un microscopio de fluorescencia y ac-
tualmente esta en desuso por su toxicidad.

4. Técnicas moleculares: Se han descrito algunos
estudios en tipologias especificas de catéter don-
de la aplicaciéon de técnicas como la PCR 16s o
el MALDI-TOF podrian suponer de cierta utilidad
en el diagnostico precoz de BRC sobre disposi-
tivos retirados. Sin embargo, se necesita seguir
profundizando en el uso de estas nuevas herra-
mientas diagndsticas.

A pesar de su rapidez diagnostica, estas técnicas
no sustituyen al cultivo, ya que no permiten la iden-
tificacion del microorganismo y su relacion con los
microorganismos aislados en los hemocultivos,
y tampoco permiten la realizacion de estudios de
susceptibilidad. Asimismo, su aplicacién rutinaria
en todos los catéteres supone una gran carga de
trabajo para el laboratorio de microbiologia y s6lo
deberian realizarse en casos con alta sospecha de
BRC.

5.1.2. IDENTIFICACION DE
CROORGANISMOS AISLADOS

LOS MI-

El diagnodstico de certeza de las IRC exige que el
mismo microorganismo esté presente en las dife-
rentes muestras obtenidas (catéter, hemocultivo,
cultivos de piel y de las conexiones del catéter y/o
en el liquido de perfusion).

El método mas sencillo y asequible para todos los
laboratorios es cotejar la identificacidon bioquimica
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(biotipo) y el patron de sensibilidad antibidtica (an-
tibiotipo) de los aislados obtenidos de las diferen-
tes muestras. Las diferentes técnicas automatiza-
das y manuales de identificaciéon y antibiograma
(especialmente las técnicas rapidas) disponibles
actualmente en el mercado son utiles para la ma-
yoria de los microorganismos causantes de IRC
(S. aureus, enterobacterias, Enterococcus faeca-
lis, Pseudomonas aeruginosa,...) y los mecanis-
mos de resistencia mas importantes. Sin embar-
go, pueden no ser suficientemente discriminativas
cuando el agente causante de la infeccion es parte
de la microbiota cutanea habitual, como los ECN,
lo que ocurre en el 50% de los casos, y los estrep-
tococos. Hay que procurar llegar a una identifica-
cion fiable, incluso utilizando diferentes técnicas
diagnosticas, y procurar estudiar varios morfotipos
de colonias. El estudio de diferentes morfotipos de
ECN puede ayudar a encontrar la similitud entre
los aislamientos de las diferentes muestras, lle-
gando al diagnéstico de certeza, siempre y cuando
no sea demasiado gravoso en el trabajo de rutina
del laboratorio.

La irrupcién en el mercado de la espectrometria de
masas (MALDI-TOF, matrix-assisted laser desorp-
tion ionization time-of-flight) ha supuesto una revo-
lucidon en la identificacion de microorganismos por
la inmediatez de los resultados (pocos minutos) y
por la exactitud de la identificacion para la mayoria
de los grupos bacterianos y los hongos. Dicha ra-
pidez permite realizar el estudio de varias colonias
de microorganismos sospechosos de ser causa
de la infeccion relacionada con el catéter, objetivo
para establecer una correlacién precisa.

Por ultimo, las técnicas moleculares serian las mas
fiables a la hora de establecer similitud entre las dis-
tintas cepas aisladas de las muestras relacionadas
con la infeccidn relacionada con el catéter. Existen
varios estudios que han utilizado la electroforesis en
campo pulsado (PFGE), marcadores moleculares
microsatélites y la PCR del 16S ARNr y su posterior
analisis, si bien so6lo se han empleado en estudios
de investigacion, en grupos de pacientes concretos
(pacientes con terapia antibidtica, hematoldgicos,
neonatos prematuros, oncoldégicos...), con algunos
microorganismos (ECN, Candida spp...) y algunos
tipos de catéteres o muestras de la IRC. Hoy en
dia, las técnicas moleculares no pueden sustituir
al cultivo, pero tienen un gran potencial, y su ra-
pido desarrollo esta suponiendo que se mejore el

diagnostico de las IRC.

5.1.3. RECOMENDACIONES ESPECIFI-
CAS PARA EL DIAGNOSTICO MICROBIO-
LOGICO DE LAS IRC

Las siguientes recomendaciones deben siempre
tenerse en cuenta para un correcto diagndstico mi-
crobiologico de las IRC:

. No deben enviarse para cultivo las puntas
de catéter retiradas sin sospecha de infeccién.

*  Ante una sospecha de IRC, y siempre que
pueda ser retirado, el cultivo de la punta de ca-
téter, en combinacion con otros métodos micro-
bioldgicos, aporta el diagndstico de certeza.

. En caso de reservorios totalmente implan-
tables, ademas de la punta, se debe enviar el
reservorio entero para su cultivo.

«  Sise sospecha IRC, se debe enviar la pun-
ta para cultivo por el método semicuantitativo y
extraer al menos dos hemocultivos con técnica
aséptica antes de iniciar tratamiento antibidtico.
. Si existen signos de infeccidn local, se debe
enviar un frotis del exudado para realizar tincion
de Gram y cultivo.

. Las técnicas disponibles en el laboratorio
se basan en la deteccién de colonizacion extra-
luminal (técnica de Maki), intraluminal (técnica
de Cleri) o ambas simultdneamente (técnicas de
Brun-Buisson, de sonicacion y de Maki con pre-
via apertura longitudinal en PICCs de silicona en
neonatos).

Como conclusion, es importante resaltar que no
existe un método ideal para el diagndstico de la
IRC. Los métodos cuantitativos tienen mayor sen-
sibilidad, pero son mas laboriosos que el método
semicuantitativo de Maki, por lo que éste continua
siendo la técnica de referencia en la mayoria de los
laboratorios de microbiologia. Cuando no se pue-
dan realizar cultivos cuantitativos, se recomienda
el semicuantitativo de la punta del catéter conjunta-
mente con la realizacion de las tinciones de Gram
y los cultivos de la piel peri-catéter y de la cone-
xion/conectores. Son técnicas sencillas y rapidas al
alcance de cualquier laboratorio de microbiologia.
El cultivo de la conexion/conectores nos ofrece in-
formacion sobre la colonizacién endoluminal y el
método semicuantitativo sobre la colonizacion de
la superficie externa del catéter.
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5.2. PROCEDIMIENTOS DE DIAGNOSTI-
CO MICROBIOLOGICO MATENIENDO EL
CATETER

La sospecha o confirmacion diagnéstica de la IRC
ha conllevado, en la mayor parte de los casos, a la
retirada innecesaria del mismo. Sin embargo, diver-
sos estudios han demostrado que mas del 70% de
los catéteres retirados por sospecha de infeccion
son estériles y que por lo tanto se retiran innecesa-
riamente. Ademas, la retirada del CVC puede ser
una decision comprometida en pacientes criticos,
en ninos pequenos, en pacientes con acceso difi-
cil al espacio intravascular (p.ej. hemodialisis), y en
otras circunstancias (p.ej. quemados). Asimismo, la
mayor frecuencia en el recambio de catéter conlle-
va mayor riesgo de complicaciones, tanto mecani-
cas como infecciosas.

Asimismo, en ocasiones se acepta la posibilidad de
erradicar a corto o mas largo plazo algunas infec-
ciones asociadas a CVC permitiendo completar el
periodo terapéutico programado y prolongar la vida
eficiente del mismo. Por todo lo anterior, es impor-
tante la busqueda de métodos diagndsticos de IRC
que podriamos denominar como “conservadores” y
que deben basarse en estrategias que no obliguen
a disponer de la punta ni de fragmentos del catéter
para su estudio. Estos métodos permiten anticipar
la colonizacién de la punta del catéter e identificar
los pacientes con riesgo de BRC, pudiendo descar-
tar el catéter como foco de la bacteriemia y evitando
asi la retirada innecesaria del catéter.

5.2.1. Métodos diagnésticos

5.2.1.1.Cultivos superficiales semicuantitati-
VoS

Este método se basa en la aplicaciéon del conoci-
miento de las dos vias principales de acceso de los
microorganismos a la punta del catéter, la piel cir-
cundante al punto de entrada (via extraluminal) y
la conexion como via de acceso a una progresion
endoluminal. La técnica consiste en la deteccion de
microorganismos en cualquiera de los dos puntos
en recuento “significativo”.

Snydman y cols. propusieron en 1982 la utilizacion
de los cultivos cutaneos para conocer el grado de
colonizacion de catéteres para nutricion parenteral.
En su experiencia, la sensibilidad de este método

fue del 100% y la especificidad de un 84%. EI VPN
y VPP de los cultivos de la piel fueron respectiva-
mente del 98% y 61%. Otros autores no lograron
reproducir estos resultados, pero al igual que Snyd-
man y su grupo no tuvieron en cuenta la posibilidad
de la via endoluminal de contaminacion. Lifiares
y cols. estudiaron 135 catéteres venosos centra-
les y compararon los métodos cuantitativo y semi-
cuantitativo modificado. Realizaron cultivos de los
segmentos intravascular, subcutaneo y conexion,
asi como un frotis cutaneo de la zona que rodea el
punto de insercidn del catéter. En 20 pacientes con
BRC, la sensibilidad del procedimiento semicuanti-
tativo para la infeccién de la punta fue del 90%. La
ausencia de datos para los catéteres sin sepsis im-
pide valorar la especificidad en este estudio. Otros
autores, trabajando también con catéteres de nutri-
cion parenteral, demostraron que el VPP del cultivo
de la piel asociado al cultivo de la conexién fue del
44% y el VPN del 93%.

En 1990, el estudio de Cercenado y cols. incluia
todo tipo de catéteres, y se acufii6 el término “cul-
tivos superficiales”, consistente en frotar con una
torunda la piel que rodea la puerta de entrada del
catéter en un area de aproximadamente 1-2 cm de
radio. En la conexidon o conexiones se introduce
una torunda de menor tamafio que se hace circular
2 6 3 veces por el interior de la misma. Ambas to-
rundas deben cultivarse rapidamente sobre placas
de agar sangre para recuento semicuantitativo, ex-
tendiéndolas sobre el total de la superficie de las
mismas. Se considera que una piel o una conexion
son positivas en este recuento semicuantitativo
cuando el numero de bacterias de una especie de-
terminada por placa es = 15 ufc. La sensibilidad
y especificidad de esta técnica fueron del 97% y
68%, respectivamente, destacando el alto VPN que
asciende al 99% cuando tanto la piel como la co-
nexién no alcanzan valores criticos. El VPP fue del
34%. Dichos resultados han sido también confir-
mados en poblaciones especiales como pacientes
con catéteres tunelizados de hemodialisis y onco-
hematoldgicos con reservorios.

Fortan y cols. intentaron mejorar el VPP y la espe-
cificidad de los cultivos superficiales en un estudio
prospectivo sobre 124 catéteres venosos centrales
no “tunelizados”. AAadieron a la técnica previa un
cultivo del primer segmento subcutaneo del catéter
tras tirar hacia el exterior unos 2 cm. La especifici-
dad y VPP del segmento subcutaneo fueron mejo-
res que los de la piel (94% y 88,5%) con lo que la
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pareja ideal de cultivos superficiales, cuando sea
posible retraer algo el catéter, son la conexién y los
primeros 2 cm subcutaneos del mismo.

Debido a que la toma de muestras del interior de las
conexiones podria conllevar un riesgo de disper-
sion del biofilm hacia la sangre tras la manipulacion,
Pérez-Granda y cols. han valorado la posibilidad
de sustituir el cultivo del interior de las conexiones
por el cultivo de los conectores cerrados de cada
luz. Para ello describen una metodologia basada
en la instilacion de 0,1 mL de medio de enrique-
cimiento a través del conector con posterior culti-
vo, lo que detectaria exclusivamente colonizacion
intraluminal. A pesar de que los estudios han sido
realizados sélo en pacientes criticos sometidos a
cirugia cardiaca, describen una sensibilidad >80%
y un VPN >90% cuando se combinan los cultivos
de piel con los cultivos de los conectores, siendo
ligeramente superior a los valores obtenidos con
los cultivos superficiales convencionales de piel
y conexiones (66,7% y 96,3%, respectivamente).
Adicionalmente, plantean la posibilidad de detectar
colonizacion extraluminal mediante la sonicacion
del conector que pudiera anticipar y predecir una
futura colonizacién intraluminal.

Existen pocos trabajos que hayan evaluado las tin-
ciones de Gram de los frotis del punto de insercion
en la piel y de la conexion como método rapido y
a la vez conservador, en el diagndstico de BRC.
En algunos de ellos la sensibilidad de la tincion de
Gram fue del 80%, la especificidad del 82%, el VPP
del 35% y el VPN del 97%. Una tincién de Gram ne-
gativa de los frotis de piel y conexién, practicamen-
te descartaria al catéter como origen de la infec-
cion. Aunque la tincion de Gram presenta escaso
VPP, aporta informacion inmediata de gran utilidad
en los casos en que la tincidn es positiva, ya que la
visualizacion de morfotipos concretos puede hacer
que el clinico decida modificar la pauta terapéutica
del paciente. Los resultados de dichas tinciones su-
perficiales se confirman a las 24 horas, al examinar
los cultivos correspondientes.

En resumen, los cultivos y tinciones de muestras
superficiales tienen un elevado VPN. El VPP au-
menta considerablemente tanto si se cultivan los
primeros dos centimetros subcutaneos del catéter
como si las muestras se toman en la proximidad del
momento de la retirada del mismo y en pacientes
con sospecha de BRC. Se recomienda este proce-
dimiento como un método de aproximacion sencillo

y barato al diagndéstico conservador de la infeccion
de la punta del catéter.

5.2.1.2.Cultivo y tinciones de sangre aspira-
da por el cateter

Los cultivos de sangre aspirada por un catéter su-
puestamente infectado, comparados con los culti-
vos de sangre extraida por una vena periférica del
mismo paciente, permiten determinar con certeza
si existe una BRC y evitar la retirada del catéter
innecesariamente. Se basan en que el numero de
ufc/mL de bacterias es mayor en la sangre extraida
por el catéter que en la extraida por la vena peri-
férica.

La metodologia es laboriosa y relativamente cara,
requiriendo un tratamiento previo de la muestra an-
tes de su procesamiento. La extraccion de hemocul-
tivos ha de realizarse segun las recomendaciones
convencionales, salvo que el volumen de sangre,
10 mL, ha de inocularse en un frasco especifico de
lisis-centrifugacion, que puede contener diferentes
detergentes para realizar la lisis de los hematies.
Después de mezclar y agitar bien el frasco, se cen-
trifuga, sembrandose la capa rica en leucocitos en
placas de diferentes medios de cultivo (el procesa-
miento de la muestra ha de realizarse entre los 20-
30 minutos de inoculacion de la sangre en el tubo).
La diferencia en el numero de colonias, de 3 veces
superior, en la muestra obtenida a través del caté-
ter que en la obtenida a través de la vena periférica
es indicativa de BRC, a pesar de presentar baja es-
pecificidad y bajo VPP. El cultivo cuantitativo de los
hemocultivos puede optimizarse con el método de
vertido en placa (“pour plate method”), que utiliza
menos mL de sangre. El método consiste en mez-
clar 3 mililitros de las muestras de sangre, obteni-
das a través del catéter y a través de la vena peri-
férica, con 20 mL de agar infusidon cerebro-corazon
derretido a 56°C en placas de Petri. Las placas se
incuban aerébicamente a 35-37° C durante 4 dias
y se aplica el mismo punto de corte en el recuento
de colonias.

Diversos estudios han demostrado que el méto-
do del hemocultivo cuantitativo no es util para el
diagnostico de BRC si éste es un CVC de corta du-
racion, pero si en CVC de larga duracién. Actual-
mente se recomienda obtener muestras de sangre
extraidas a través de todas las luces del catéter, a
fin de no perder el diagndstico en casi un 30% de
los episodios de BRC. Debido a su complejidad y
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al requerimiento de procesamiento inmediato por
parte del laboratorio de Microbiologia, no es un me-
todo de rutina, si bien se ha empleado con buenos
resultados en pacientes de unidades de criticos,
hematologicos, oncoldgicos y pediatricos.

5.2.1.3.Técnicas basadas en la velocidad de
crecimiento de hemocultivos

Esta técnica utiliza la ventaja de los nuevos siste-
mas automatizados para el procesamiento de he-
mocultivos que determinan el tiempo transcurrido
desde el inicio de la incubacion de los frascos has-
ta el momento en que se detecta crecimiento sig-
nificativo (tiempo hasta positividad del hemocultivo
o tiempo de crecimiento). Teéricamente, los hemo-
cultivos que parten de un mayor indculo bacteriano
(los obtenidos a través de la luz del catéter) deben
tener un crecimiento mas rapido (tiempo hasta po-
sitividad mas corto) que los inoculados con sangre
periférica. Se ha probado que existen diferencias
entre los tiempos de positividad de los hemoculti-
vos extraidos de un catéter en pacientes con y sin
BRC. Ademas, existe correlacién entre el tiempo de
positividad de los hemocultivos de catéter y el nu-
mero de hemocultivos periféricos positivos.

Las diferencias en tiempo de crecimiento entre he-
mocultivos simultdneamente tomados por el caté-
ter y de una vena periférica (tiempo diferencial de
positividad entre los hemocultivos) se considera un
meétodo diagndstico preciso para el diagndstico de
BRC, evitando la retirada innecesaria del catéter. El
método permite el uso de hemocultivos ordinarios
cualitativos y no requiere maniobras especiales en
el laboratorio para su procesamiento.

Blot y cols. establecieron en 120 minutos la diferen-
cia de crecimiento significativa entre las muestras
pareadas, con una sensibilidad del 94% y una es-
pecificidad del 91% en el diagndstico de BRC (con
bacterias) y ha sido propuesto para el uso rutina-
rio en la practica en hospitales que dispongan de
sistemas automatizados para la deteccion de bac-
teriemia. Otros estudios han obtenido porcentajes
similares, siendo la mayoria, estudios de catéteres
de larga duracion retirados en UCI, donde la via
endoluminal de infeccién es mayoritaria. En el caso
de BRC en portadores de catéter de corta duracion,
el tiempo diferencial de positividad tiene una sensi-
bilidad entre el 80-96%, especificidad del 90-99%,
VPP del 92% y VPN del 98%. Los principales in-
convenientes de la técnica son:

- Dificultad en diferenciar falsos positivos y ver-
daderas infecciones en los hemocultivos.

- Es importante que los hemocultivos obtenidos
de las diferentes luces del catéter estén correc-
tamente identificados.

- El volumen de sangre es un factor clave en
la rentabilidad de un hemocultivo. En el caso
de emplear el tiempo diferencial de positividad
entre cultivos pareados, el volumen de sangre
extraido para cada hemocultivo debe ser igual.
- Ademas es importante recoger los primeros
mililitros de sangre extraidos del catéter, ya que
se presume contienen la mayor cantidad de
bacterias.

- Rapidez de envio e inicio de incubacion de los
hemocultivos desde su extraccion.

- Imposibilidad de aplicar este método en infec-
ciones polimicrobianas. Sin embargo, la mayo-
ria de los cultivos son positivos en las primeras
24h. Esto permitiria retirar el catéter rapida-
mente en casos de cultivos polimicrobianos, y
no seria fiable el uso del tiempo diferencial de
positividad.

- Imposibilidad de aplicar este método en infec-
ciones por levaduras.

Se deben obtener hemocultivos a través de todas
las luces del catéter, ya que de no hacerlo una im-
portante proporcion de BRC no se diagnosticaria.
Sin embargo, el numero de hemocultivos obtenidos
de vena periférica no parece aumentar el diagnos-
tico de BRC.

El uso combinado de varias técnicas conservado-
ras aumenta la sensibilidad y especificidad en el
diagnostico de la IRC, que podrian ser utiles como
screening. Posteriormente, el empleo del tiempo di-
ferencial de positividad para el diagnostico de BRC
seria util como método confirmatorio, al menos en
los pacientes procedentes de UCI. La probabilidad
de BRC es baja en casos de hemocultivos nega-
tivos extraidos del catéter en las primeras 24h, y
se recomienda el uso de esta técnica incluso en
pacientes criticos portadores de catéteres de corta
duracion.

Cuando un hemocultivo es positivo en un paciente
estable, se podria esperar hasta que todos los cul-
tivos sean positivos, calculando entonces el tiempo
diferencial de positividad, y aconsejando la retirada
del catéter si éste es superior a 2h. En el caso de
que los hemocultivos pareados sean positivos al
mismo microorganismo, pero el tiempo diferencial
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de positividad sea inferior a 2h o, cuando el he-
mocultivo del catéter sea negativo (sugiriendo que
no existe BRC) no seria necesaria la retirada del
catéter.

5.2.1.4.Técnicas moleculares de sangre ex-
traida por el catéter

El diagndstico de IRC por técnicas moleculares,
sin retirada del mismo, se ha estudiado mayorita-
riamente en muestras de sangre (extraida a través
del catéter y extraida por vena periférica), bien con
la sangre completa o desde el hemocultivo crecido.
Ademas, los estudios se han cenido a grupos muy
concretos de pacientes (hematologicos o neutro-
pénicos). Existen pocos estudios sobre el uso de
técnicas moleculares en muestras diferentes a la
sangre. En el procedimiento n° 62 de la SEIMC,
“Diagnostico microbioldgico de la bacteriemia y la
fungemia: hemocultivos y métodos moleculares.
20177, se trata ampliamente este tema, haciéndose
constar aqui un resumen.

Por un lado, las técnicas aplicadas sobre los hemo-
cultivos positivos permiten tener una informacion
mas rapida que la aportada por métodos fenotipi-
cos. Entre ellas destacan:

- Técnicas de amplificacion: GenomEra (Abacus)
para detectar S. aureus y Streptococcus pneumo-
niae; GeneXpert (Cepheid) y BD GenOhm (Becton-
Dickinson) para detectar S. aureus. En los ultimos
afios se han desarrollado plataformas de PCR
multiples, como el sistema Film Array (bioMérieux)
que utiliza diversas PCRs multiples anidadas o los
sistemas Verigene (Nanosphere) y Prove-it Sepsis
(Mobidiag) que utilizan PCRs multiples con hibrida-
cion en panel de microarrays.

- Técnicas de amplificacion isotérmica (LAMP, loop-
mediated isothermal amplification), como Eazyples
MRSA (Amplex Byosistems GmbH), que detecta S.
aureus 'y ECN.

- Técnicas de hibridacion “in situ” con sondas fluo-
rescentes (FISH), en concreto la técnica PNA-FISH
(Pathogen-Specific Methods Peptide nucleic acid,
AdvanDx) emplea sondas que se unen a los genes
16S ARNTr de las bacterias y 18S ARNr en levadu-
ras. Permite la identificacion de S. aureus, SCN,
E. faecalis, Enterococcus spp., E. coli, K. pneu-
moniae, P. aeruginosa, C. albicans, C. glabrata, C.
krusei, C. parasilopsis 'y C. tropicalis.

- Técnicas con sondas, como el sistema AccuProbe
system (Gen probe), que utiliza sondas de ADN es-
pecificas para detectar S. aureus, S. pneumoniae,
Enterococcus spp. y Streptococcus de los grupos
Ay B; o el sistema mixto Sepsis Flow Chip (SFC,
Master Diagnostica) basado en una PCR multiple
seguida de hibridacion automatica en membrana
con sondas de ADN especificas mediante la tecno-
logia DNA-Flow (hybriSpot HS24).

Por otro lado, las técnicas aplicadas directamente
sobre la sangre del paciente, sin incubacion previa,
presenta varios problemas como la baja carga de
microorganismos en sangre (1-10 ufc/mL), la va-
riedad de microorganismos a estudio, la presencia
de inhibidores (i6n hierro e inmunoglobulinas en la
muestra, heparina en la extraccion) y las interfe-
rencias con el genoma humano, ADN contaminante
o la persistencia de ADN procedente de microor-
ganismos muertos. Ademas, en estas técnicas hay
que considerar el “numero de copias gendmicas”
de un microorganismo, incluyendo ADN de bacte-
rias muertas o capturadas por células fagociticas
circulantes, lo que en muchas ocasiones las hace
incomparables con los métodos de cultivo, hoy por
hoy el “gold” estandar. Entre las metodologias mas
desarrolladas encontramos:

- Técnicas basadas en PCR: a) PCR a tiempo real,
SepsiTest (Molzym GmbH), detecta 345 agentes
patégenos utilizando las dianas 16S ARNr bacte-
riano y 18S ARNr de hongos o Magicplex Sepsits
Real-Time (Seegene), detecta 85 especies bacte-
rianas y 6 hongos; b) PCR multiple, como VYOO
(SIRS-Lab), detecta 34 especies bacterianas 'y 7 de
hongos; Light Cycler Septifast (Roche diagnostics),
PCR multiple a tiempo real en combinacion con
sondas FRET, detecta 25 especies bacterianas, 5
levaduras y Aspergillus fumigatus; o IRIDICA BAC-
BSI Assay (Abbott Molecular), una PCR multiple
asociada a un sistema de espectrometria de ma-
sas.

- Técnicas de nanotecnologia basada en la reso-
nancia magnética, T2MR (T2 Biosystems), para
deteccion de especies de Candida spp.

- Técnicas basadas en secuenciacion. Todavia en
evaluacion, iDTECT DxBlood (Pathoquest) secuen-
cia el genoma completo de 800 especies bacteria-
nas y 400 virus; y LiDia BSI test (DNAe), técnica
que captura el ADN microbiano con bolas inmu-
nomagnéticas realizando en un microchip una se-
cuenciacion basada en tecnologia de semiconduc-
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tores (ion-sensitive field effect transistors, ISFETs)

Muchas de estas técnicas permiten ademas detec-
tar genes de resistencia:

- Gen mecA y/o mecC de resistencia a meticilina en
S. aureus (GenomEra, Film Array, Sepsis Flow, Ge-
neXpert, Verigene, BD Gene Ohm StaphSR, BD-
MAX StaphSR Assay, GenoType Blood, MagicPlex
Sepsis Test, Prove-it sepsis).

- Genes vanA/B de resistencia a la vancomicina en
Enterococcus spp. (Film Array, Sepsis Flow, Veri-
gene, MagicPlex Sepsis).

- Genes de produccion de betalactamasas de
espectro extendido (BLEEs) en enterobacterias
(Sepsis Flow, Verigene, Eazyplex, AID, MyCycler,
Check-MD).

- Genes de produccion de carbapenemasas (Film
Array, Sepsis Flow, GeneXpert, Verigene, Ea-
zyplex, AID, LightMix, Check-Direct, MyCycler,
Check-MD).

Todavia no hay suficiente informacion para reem-
plazar al cultivo tradicional ni para recomendar la
implantacion de las técnicas moleculares para el
diagnostico de IRC en la practica clinica. Previsi-
blemente, en un futuro proximo, se disefien nuevos
métodos que resuelvan los problemas actuales de
estas técnicas, sobre todo con los grandes avan-
ces que se estan produciendo en las técnicas de
secuenciacion masiva y nanotecnologia. Los arti-
culos publicados demuestran que aportan informa-
cion clinicamente relevante, reduciendo el tiempo
de diagndstico de las IRC. Por ello, la opciéon mas
sensata seria emplear los métodos tradicionales,
con apoyo de los moleculares, en aquellos labora-
torios con capacidad para implantarlos, y valorar
los resultados en funcion de la situacion clinica del
paciente.

5.2.2. Recomendaciones para el uso de pro-
cedimientos diagndsticos conservadores

« El primer abordaje diagndstico conservador mas
sencillo y con alto VPN son los cultivos superfi-
ciales, que combinan cultivos de piel peri-catéter
y conexiones (0 conectores), ya que permiten
descartar la presencia de BRC con alta fiabilidad.
* En pacientes con sospecha de BRC, debe ex-
traerse sangre por todas luces del catéter y por
una vena periférica.

* Los hemocultivos diferenciales de tiempo, ba-
sados en que aquellos extraidos por el catéter

deben tener un crecimiento mas rapido que los
extraidos por una vena periférica, pueden orien-
tar en el diagnéstico de BRC, excepto en el caso
de levaduras.

* Los cultivos de lisis-centrifugacion estan practi-
camente en desuso, puesto que los hemocultivos
diferenciales de tiempo han demostrado ser de
utilidad similar y de facil obtencion.

 La aplicacién de técnicas moleculares sobre la
sangre extraida por el catéter no tiene todavia el
sustrato cientifico suficiente como para recomen-
darse rutinariamente.

* No se recomienda el uso de procedimientos ba-
sados en el cepillado intraluminal.

6 . CONCLUSIONES

Acorde con las nuevas guias sobre el diagnoéstico
y tratamiento de las infecciones relacionadas con
catéter elaboradas conjuntamente entre la SEIMC
y la SEMICYUC en el afio 2017 se detallan las si-
guientes conclusiones en cuanto al diagnostico de
infeccion relacionada con el catéter:

* Deben enviarse al Laboratorio de Microbiologia
para cultivo solo las puntas de catéteres proce-
dentes de los pacientes con signos y sintomas
de infeccion. Los cultivos sistematicos de vigilan-
cia no se consideran indicados.

* Las muestras de los pacientes con BRC grave
y en situacion critica, demandan una atencién de
urgencia por parte del microbiélogo.

* En los pacientes en los que se retira el caté-
ter por sospecha de sepsis, se deben tomar al
menos, mediante técnica aséptica, dos parejas
de hemocultivos de sangre periférica antes de
iniciar el tratamiento antibiotico.

* El procedimiento semicuantitativo de Maki si-
gue siendo un estandar valido en el uso cotidia-
no. Otras técnicas que detecten la presencia de
colonizacién intraluminal o extra e intraluminal,
simultdneamente, se consideran alternativas
adecuadas para situaciones especiales.

* No deben realizarse cultivos cualitativos de ca-
téteres.

» Se recomienda la identificacion de los microor-
ganismos relacionados con la IRC, a nivel de
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género y especie, determinacion del biotipo y el
estudio del patron de sensibilidad a los antimi-
crobianos. Las técnicas de tipificacion molecular
quedan reservadas para estudios de investiga-
cion.

* En los pacientes, en los que se pretende con-
servar el catéter, se recomienda el estudio se-
micuantitativo de piel y conexiones/conectores
por su alto VPN.

» Si existen signos de infeccion local, la tincion
de Gram y cultivo del frotis del exudado puede
ser de utilidad.

* En los pacientes criticos con sospecha de sep-
sis, la tincion de Gram de piel y conexiones per-
miten, por su VPN, ofrecer una informacién mas
rapida para la toma de decisiones. Los resulta-
dos deben confirmarse con el cultivo.

* Los hemocultivos cuantitativos diferenciales de
sangre, tomada por todas las luces del catéter y
por una vena periférica, son un procedimiento
recomendable en la investigaciéon de la BRC en
las vias que se desean conservar.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Descripcion de la sistematica de procesamiento, lectura e interpretacion de cultivos de las puntas de catéteres
vasculares para el diagndstico microbioldgico de colonizacion de las vias vasculares y el estudio de las infec-
ciones asociadas a dichos catéteres.

En este documento se describe el procedimiento a seguir para el diagndstico y caracterizacion microbioldgica
de la colonizacion de puntas de catéteres intravasculares mediante el método semicuantitativo de Maki con y
sin apertura longitudinal previa del catéter.

2. FUNDAMENTO

La contaminacion de los dispositivos intravasculares es una causa frecuente y grave de infeccion hospitalaria.
El cultivo de dichos catéteres tiene como objetivo identificar la causa de una bacteriemia/candidemia y puede
ayudar al clinico a determinar si ésta es debida al catéter y actuar en consecuencia. Dado que la colonizacion
del catéter se puede originar por via extra o intraluminal, existen distintas técnicas para determinar su origen.
Para detectar colonizacién extraluminal se realiza la técnica semicuantitativa de Maki, para detectar coloniza-
cion intraluminal se realiza la técnica modificada de Cleri, y para detectar ambas, se pueden realizar la técnica
de Brun-Buisson, la sonicacion, o la técnica de Maki con la apertura longitudinal previa del catéter (sélo en
catéteres de silicona procedentes de neonatos). Cada uno de los procedimientos se podra elegir en funcién de
las caracteristicas del paciente/catéter. En este documento se detalla especificamente la técnica de Maki con
(en catéteres de silicona procedentes de neonatos) y sin apertura longitudinal previa.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Alados Arboledas JC, Gomez Garcia de la Pedrosa E, Leiva Ledn J, Pérez Saenz JL, Rojo Molinero E.
Seguridad en el laboratorio de Microbiologia Clinica. 10a. Pérez Saenz JL (coordinador). Procedimientos en
Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (editores). Sociedad Espafiola de Enferme-
dades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2014. Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/
documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia10a.pdf

2. Garcia-Lechuz Moya JM, Gonzalez Lépez JJ, Orta Mira N, Sanchez Romero MI. Recogida, transpor-
te y procesamiento general de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia. 2017. 1b. Sanchez Ro-
mero MI (coordinadora). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno
R (editores). Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017.
Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-
procedimientomicrobiologia1b.pdf

3. Del Pozo Leodn JL, Diez Aguilar M, Guinea Ortega J, Macia Romero MD, Diagndstico microbiologico de
las infecciones relacionadas con la formacion de biopeliculas. 60. Macia Romero, MD (coordinadora). Pro-
cedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (editores). Sociedad Espa-
fola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017. Disponible en http://www.seimc.
org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia60.
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4. Diagnosis and Treatment of Catheter-Related Bloodstream Infection: Clinical Guidelines of the Spanish
Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (SEIMC) and the Spanish Society of Intensive Care
Medicine and Coronary Units (SEMICYUC). 2017. Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documen-
toscientificos/guiasclinicas/seimc-guiasclinicas-2017-Catheter-Related_Bloodstream_ Infection.pdf

5. Documentos de instrucciones correspondientes a aquellos sistemas comerciales para identificacion y
antibiograma que se utilicen.

4. MUESTRAS

La muestra a procesar es el segmento distal del catéter intravascular donde se incluyan todas las luces de
salida (aproximadamente 5 cm) en pacientes con sospecha de infeccion sistémica. Este segmento debe
enviarse al laboratorio de Microbiologia en un frasco o tubo estéril. Si el segmento del catéter recibido fuese
de una longitud superior, debe cortarse con un bisturi o tijeras estériles en el momento de proceder a su
cultivo para descartar el segmento sobrante.

La muestra debe ir acompafiada de un volante o peticion electronica donde se detalle el tipo de catétery la
localizacion anatomica.

En caso de no poder procesar la muestra inmediatamente, ésta se puede refrigerar a 4°C durante un tiempo
no superior a 6 dias.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y PRODUCTOS

Medios de cultivo:
Agar Columbia con 5-10% de sangre de carnero

6. APARATOS Y MATERIAL

» Estufa de cultivo a 35°C £2°C con control de temperatura
* Asade siembra

* Pinzas estériles

* Placa de Petri estéril

* Bisturi n® 22

* Envase de deshechos biolégicos

7. PROCEDIMIENTO

7.1. REALIZACION DE LA TECNICA DE MAKI SIN APERTURA (ver video 1a)

Siembra: con la ayuda de un asa de siembra se rueda el segmento del catéter hacia delante y atras 3 0 4
veces sobre la superficie de una placa de agar sangre.
Incubacioén: incubar la placa sembrada a una temperatura de 35°C en condiciones de aerobiosis durante

no menos de 48 h y, opcionalmente hasta 96 h.
)
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7.2. REALIZACION DE LA TECNICA DE MAKI CON APERTURA (ver video 1b)

Siembra: sobre una placa de Petri estéril y con un bisturi se corta el catéter silastico en segmentos longi-
tudinales y con la ayuda de un asa de siembra se frotan los segmentos sobre la superficie de una placa de
agar sangre.

Incubacion: incubar la placa sembrada a una temperatura de 35°C en condiciones de aerobiosis durante
no menos de 48 h y, opcionalmente hasta 96 h.

7.3. LECTURA PARAAMBOS PROCEDIMIENTOS

Examinar la placa de agar sangre diariamente.

Si existe crecimiento de colonias efectuar su recuento.

Tanto si existe como si no crecimiento bacteriano prolongar la incubacion al menos durante 24 h mas vy,
opcionalmente hasta 96 h, realizando lecturas diarias.

En aquellos cultivos en los que se obtiene un crecimiento del mismo morfotipo de unidades formadoras de
colonias (ufc) 215 por placa se efectuara la identificacion de género y especie segun los procedimientos
de identificacion del laboratorio. El estudio de sensibilidad a los antimicrobianos se realizara segun el PNT
correspondiente.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

El nombre de la prueba se indicara como “Cultivo semicuantitativo de punta de catéter segun técnica de
Maki” o “Cultivo semicuantitativo de punta de catéter segun técnica de Maki con apertura de catéter” para
catéteres de tipo PICCs de silicona de neonatos.

Si en el cultivo no se observa crecimiento de microorganismos, informar como: negativo.

Si en el cultivo se observa crecimiento de microorganismos <15 ufc, informar como: recuento no significa-
tivo.

Si en el cultivo hay crecimiento de microorganismos, informar como: recuento significativo, y especificar el
numero exacto o aproximado (si éste es muy elevado) de ufc y las especies bacterianas aisladas, valorando
s6lo aquellos recuentos =15 ufc/placa.

9. RESPONSABILIDADES

Basicamente seran las siguientes:

Area de recogida y procesamiento de muestras: recepcion, identificacion y procesamiento de las muestras.
Rechazo de las muestras remitidas en condiciones defectuosas y adopcion de medidas correctoras.
Personal técnico: lectura de las placas e identificacion presuntiva de los microorganismos. Registro de re-
sultados. Archivo de hojas de trabajo.

Facultativo responsable: Supervision del trabajo y de los resultados, resolucion de dudas técnicas, intercon-
sultas, adopcidon de medidas correctoras de errores cometidos, firma de informes de resultados.

3 ]
23 ;elmc


https://vimeo.com/272912218/55d6c3ad31

DOCUMENTO TECNICO

PNT-CIV-01

Servicio / Unidad de Microbiologia Cultivo semicuantitativo de catéter
. (técnica de Maki con y sin apertura del catéter)
Hospital...........coooi Edicion N° 02 | Pagina 5de 5

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Cualquier microorganismo que se cultive en cantidad suficiente (=15 ufc/placa) se considerara como poten-
cialmente patdgeno y se debera identificar con género y especie.

El punto de corte de 15 ufc/placa es estimado y, por tanto, aquellos recuentos bajos cercanos a 15 ufc,
deberan ser interpretados en el contexto del paciente, especialmente, en el caso de levaduras. Opcional-
mente se puede informar el nimero de ufc, ya que se puede asumir que existe una relacion proporcional
entre el niumero de microorganismos y el riesgo de infeccion.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Con la realizacion de este procedimiento no se detectan las infecciones asociadas a catéteres por microor-
ganismos de crecimiento lento (por ejemplo, micobacterias no tuberculosas). Asimismo, no se detectan
las infecciones asociadas a catéteres causadas por microorganismos que no crecen en las condiciones
establecidas (Malassezia spp., microorganismos del género Corynebacterium lipofilicos, Haemophilus spp.,
Propionibacterium spp.). En caso de alta sospecha de colonizacion por alguno de estos microorganismos
se pueden afnadir medios de cultivos y condiciones y tiempos de incubacion especificos.

La técnica de Maki sin apertura solo detecta colonizacion extraluminal.
El tratamiento antimicrobiano previo a la obtencion de la muestra puede alterar los resultados de los culti-
vos, especialmente si se ha administrado a través de ese catéter.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Descripcion de la sistematica de procesamiento, lectura e interpretacion de cultivos de las puntas de catéteres
vasculares para el diagnéstico microbioldgico de colonizacion de las vias vasculares y el estudio de las infec-
ciones asociadas a dichos catéteres.

En este procedimiento se describe el método a seqguir para el diagndstico y caracterizacion microbiologica de
la colonizacion intra y extraluminal de puntas de catéteres intravasculares mediante el método cuantitativo de
Brun-Buisson.

2. CAMPO DE APLICACION Y FUNDAMENTO

La contaminacion de los dispositivos intravasculares es una causa frecuente y grave de infeccion hospita-
laria. El cultivo de dichos catéteres tiene como objetivo identificar la causa de una bacteriemia/candidemia
y puede ayudar al clinico a determinar si ésta es debida al catéter y actuar en consecuencia. Dado que la
colonizacion del catéter se puede originar por via extra o intraluminal, existen distintas técnicas para de-
terminar su origen. Para detectar colonizacion extraluminal se realiza la técnica semicuantitativa de Maki,
para detectar colonizacién intraluminal se realiza la técnica modificada de Cleri, y para detectar ambas, se
pueden realizar la técnica de Brun-Buisson, la sonicacion, o la técnica de Maki con la apertura longitudinal
previa del catéter (s6lo en catéteres de silicona procedentes de neonatos). Cada uno de los procedimientos
se podra elegir en funcion de las caracteristicas del paciente/catéter. En este documento se detalla espe-
cificamente la técnica de Brun-Buisson, que se basa en introducir la punta de catéter en un caldo, agitar el
caldo con un agitador voértex para desprender los microorganismos de la superficie y de la luz del catéter,
y sembrar ese caldo en medios de cultivo habituales.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Alados Arboledas JC, Gomez Garcia de la Pedrosa E, Leiva Ledn J, Pérez Saenz JL, Rojo Molinero E.
Seguridad en el laboratorio de Microbiologia Clinica. 10a. Pérez Saenz JL (coordinador). Procedimientos
en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (editores). Sociedad Espafola de Enfer-
medades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2014. Disponible en http://www.seimc.org/conteni-
dos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia10a.pdf

2. Garcia-Lechuz Moya JM, Gonzalez Lopez JJ, Orta Mira N, Sanchez Romero MI. Recogida, transporte
y procesamiento general de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia. 2017. 1b. Sanchez Rome-
ro Ml (coordinadora). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno
R (editores). Sociedad Esparola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017.
Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-
procedimientomicrobiologia1b.pdf

3. Del Pozo Leon JL, Diez Aguilar M, Guinea Ortega J, Macia Romero MD, Diagnéstico microbiolégico de
las infecciones relacionadas con la formacién de biopeliculas. 60. Macia Romero, MD (coordinadora). Pro-
cedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantéon Moreno R (editores). Sociedad Espa-
nola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017. Disponible en http://www.seimc.
org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia60.
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4. Diagnosis and Treatment of Catheter-Related Bloodstream Infection: Clinical Guidelines of the Spanish
Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (SEIMC) and the Spanish Society of Intensive
Care Medicine and Coronary Units (SEMICYUC). 2017. Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/do-
cumentoscientificos/guiasclinicas/seimc-guiasclinicas-2017-Catheter-Related_Bloodstream_Infection.pdf

5. Documentos de instrucciones correspondientes a aquellos sistemas comerciales para identificacion y
antibiograma que se utilicen.

4. MUESTRAS

La muestra a procesar es el segmento distal del catéter intravascular donde se incluyan todas las luces de
salida (aproximadamente 5 cm) en pacientes con sospecha de infeccion sistémica. Este segmento debe
enviarse al laboratorio de Microbiologia en un frasco o tubo estéril. Si el segmento del catéter recibido fuese
de una longitud superior, debe cortarse con un bisturi o tijeras estériles en el momento de proceder a su
cultivo para descartar el segmento sobrante.

La muestra debe ir acompafiada de un volante o peticidén electrénica donde se detalle el tipo de catéter y la
localizacion anatémica.

En caso de que no se pueda procesar la muestra inmediatamente, ésta se puede refrigerar a 4°C durante
un tiempo no superior a 6 dias.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y PRODUCTOS
Medios de cultivo:

- Brain Heart Infussion (BHI) o Tryptic Soy Broth (TSB) en tubo de 1 mL
- Agar Columbia con 5-10% de sangre de cordero

6. APARATOS Y MATERIAL

* Pinzas estériles

« Bisturi n® 22 o tijeras estériles

*  Micropipeta de 200 uL

* Puntas estériles de 200 pyL

* Asa de siembra

» Estufa de cultivo a 35°C £2°C con control de temperatura
* Agitador vortex

«  Cronémetro

* Envase de deshechos biolégicos

7. PROCEDIMIENTO (Ver video 2)
7.1. REALIZACION DE LA TECNICA
Preparacion: sobre una placa de Petri estéril y con un bisturi se cortan aproximadamente los 5 cm distales

de la punta (incluyendo todas las luces de salida) y se introduce en un tubo estéril con 1 mL de BHI. Agitar
el tubo con un vértex a maxima velocidad durante 1 minuto.
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Siembra: con una micropipeta se siembran 100 uL del caldo en una placa de agar sangre y con el asa de
siembra se realiza cultivo en modo cuantitativo por toda la superficie de la placa.

Incubacion: incubar la placa sembrada a una temperatura de 35°C en condiciones de aerobiosis durante
no menos de 48 h y, opcionalmente hasta 96 h.

7.2. LECTURA
Examinar la placa de agar sangre diariamente.

Si existe crecimiento de colonias, realizar su recuento. Los recuentos se expresaran como unidades for-
madoras de colonias (ufc)/mL mediante la multiplicacién del n°® ufc/placa por 10.

Tanto si existe como si no existe crecimiento bacteriano, prolongar la incubacion al menos durante 24 h
mas y, opcionalmente hasta 96 h, realizando lecturas diarias.

En aquellos cultivos en los que se obtiene un crecimiento del mismo morfotipo de ufc =1.000 por mL
se efectuara la identificacion de género y especie segun los procedimientos de identificacion del la-
boratorio. El estudio de sensibilidad a los antimicrobianos se realizara segun el PNT correspondiente.
8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

El nombre de la prueba se indicara como “Cultivo de punta de catéter segtin técnica de Brun-Buisson”.

Si en el cultivo no se observa crecimiento de microorganismos, informar como: negativo.

Si en el cultivo se observa crecimiento de microorganismos <1.000 ufc/mL, informar como: recuento no
significativo.

Si en el cultivo hay crecimiento de microorganismos =1.000 ufc/mL, informar como: recuento significativo, y
especificar el numero exacto o aproximado (si éste es muy elevado) de ufc/mL y las especies bacterianas
aisladas, valorando s6lo aquellos recuentos =1.000 ufc/mL.

9. RESPONSABILIDADES

Basicamente seran las siguientes:

Area de recogida y procesamiento de muestras: recepcion, identificaciéon y procesamiento de las mues-
tras. Rechazo de las muestras remitidas en condiciones defectuosas y adopcion de medidas correctoras.
Personal técnico: lectura de las placas e identificacion presuntiva de los microorganismos. Registro de

resultados. Archivo de hojas de trabajo.

Facultativo responsable: supervision del trabajo y de los resultados, resolucion de dudas técnicas, in-
terconsultas, adopcion de medidas correctoras de errores cometidos, firma de informes de resultados.
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10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Durante la agitacion en vortex se ha de tener especial cuidado en asegurar que el caldo alcanza la totalidad
de la punta de catéter.

Cualquier microorganismo que se cultive en cantidad suficiente ( 21.000 ufc/mL) se considerara como po-
tencialmente patdégeno y se debera identificar con género y especie.

El punto de corte de 1.000 ufc/mL es estimado y, por tanto, aquellos recuentos bajos cercanos a 1.000, se
deberan interpretar en el contexto del paciente, especialmente, en el caso de levaduras. Opcionalmente
se puede informar el numero de ufc, ya que se puede asumir que existe una relacion proporcional entre el
numero de microorganismos y el riesgo de infeccion.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Con la realizacion de este procedimiento no se detectan las infecciones asociadas a catéteres por microor-
ganismos de crecimiento lento (por ejemplo, micobacterias no tuberculosas). Asimismo, no se detectan
las infecciones asociadas a catéteres causadas por microorganismos que no crecen en las condiciones
establecidas (Malassezia spp., microorganismos del género Corynebacterium lipofilicos, Haemophilus spp.,
Propionibacterium spp.). En caso de alta sospecha de colonizacion por alguno de estos microorganismos
se pueden anadir medios de cultivos y condiciones y tiempos de incubacion especificos.

Este método no diferencia entre colonizacion de la superficie y de la luz del catéter. En caso de que esta
informacion fuera relevante para caracterizar la infeccidon, se puede combinar con la técnica de Maki, reali-
zando la técnica de Brun-Buisson después.

El tratamiento antimicrobiano previo a la obtencion de la muestra puede alterar los resultados de los cultivos,
especialmente si se ha administrado a través de ese catéter.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Descripcion de la sistematica de procesamiento, lectura e interpretacion de cultivos de las puntas de catéteres
vasculares para el diagndstico microbioldgico de colonizacion de las vias vasculares y el estudio de las infec-
ciones asociadas a dichos catéteres.

En este procedimiento se describe el método a seguir para el diagnostico y caracterizacion microbiolégica de la
colonizacion intra y extraluminal, simultaneamente, de puntas de catéteres intravasculares mediante el método
cuantitativo de sonicacion con fragmentado previo del catéter.

2. FUNDAMENTO

La contaminacioén de los dispositivos intravasculares es una causa frecuente y grave de infeccion hospita-
laria. El cultivo de dichos catéteres tiene como objetivo identificar la causa de una bacteriemia/candidemia
y puede ayudar al clinico a determinar si ésta es debida al catéter y actuar en consecuencia. Dado que la
colonizacion del catéter se puede originar por via extra o intraluminal, existen distintas técnicas para de-
terminar su origen. Para detectar colonizacién extraluminal se realiza la técnica semicuantitativa de Maki,
para detectar colonizacion intraluminal se realiza la técnica modificada de Cleri, y para detectar ambas, se
pueden realizar la técnica de Brun-Buisson, la sonicacioén, o la técnica de Maki con la apertura longitudinal
previa del catéter (s6lo en silasticos). Cada uno de los procedimientos se podra elegir en funcion de las
caracteristicas del paciente/catéter. En este documento se detalla especificamente la técnica de sonicado
con fragmentado previo del catéter.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Alados Arboledas JC, Gomez Garcia de la Pedrosa E, Leiva Leon J, Pérez Saenz JL, Rojo Molinero E.
Seguridad en el laboratorio de Microbiologia Clinica. 10a. Pérez Saenz JL (coordinador). Procedimientos en
Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (editores). Sociedad Espafiola de Enferme-
dades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2014. Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/
documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia10a.pdf

2. Garcia-Lechuz Moya JM, Gonzalez Lopez JJ, Orta Mira N, Sanchez Romero MI. Recogida, transpor-
te y procesamiento general de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia. 2017. 1b. Sanchez Ro-
mero MI (coordinadora). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno
R (editores). Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017.
Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-
procedimientomicrobiologia1b.pdf

3. Del Pozo Leon JL, Diez Aguilar M, Guinea Ortega J, Macia Romero MD, Diagnostico microbioldgico de
las infecciones relacionadas con la formacion de biopeliculas. 60. Macia Romero, MD (coordinadora). Pro-
cedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (editores). Sociedad Espa-
fola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017. Disponible en http://www.seimc.
org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia60.
pdf

4. Diagnosis and Treatment of Catheter-Related Bloodstream Infection: Clinical Guidelines of the Spanish
Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (SEIMC) and the Spanish Society of Intensive Care
Medicine and Coronary Units (SEMICYUC). 2017. Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/docu-
mentoscientificos/guiasclinicas/seimc-guiasclinicas-2017-Catheter-Related_Bloodstream_Infection.pdf
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5_. Documentos de instrucciones correspondientes a aquellos sistemas comerciales para identificacion y anti-
biograma que se utilicen.

4. MUESTRAS

La muestra a procesar es el segmento distal del catéter intravascular donde se incluyan todas las luces de
salida (aproximadamente 5 cm) en pacientes con sospecha de infeccion sistémica. Este segmento debe
enviarse al laboratorio de Microbiologia en un frasco o tubo estéril. Si el segmento del catéter recibido fuese
de una longitud superior, debe cortarse con un bisturi o tijeras estériles en el momento de proceder a su
cultivo para descartar el segmento sobrante.

La muestra debe ir acompafiada de un volante o peticidén electronica donde se detalle el tipo de catéter y la
localizacion anatémica.

En caso de no poder procesar la muestra inmediatamente, ésta se puede refrigerar a 4°C durante un tiempo
no superior a 6 dias.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y PRODUCTOS

Medios de cultivo:
Agar Columbia con 5-10% de sangre de carnero
Medios de enriquecimiento:
Brain Heart Infussion (BHI) o Tryptic Soy Broth (TSB) en tubo de 1 mL

6. APARATOS Y MATERIAL

. Estufa de cultivo a 35°C +2°C con control de temperatura
. Bafo de ultrasonidos (sonicador)

. Agitador vértex

. Asa de siembra

. Pinzas estériles

. Placa de Petri estéril

. Micropipeta de 200 pL

. Puntas estériles de 200 L

. Bisturi n°® 22

. Envase de desechos bioldgicos

7. PROCEDIMIENTO

7.1. REALIZACION DE LA TECNICA (ver video 3)

Preparacion: encender el bafo de ultrasonidos unos minutos antes de realizar la técnica. Sobre una placa
de Petri estéril y con un bisturi se cortan aproximadamente los 5 cm distales de la punta (incluyendo todas
las luces de salida) en fragmentos de aproximadamente 2-5 mm y se introduce en un tubo estéril con 1 mL

de BHI.

Sonicacion: agitar en vortex unos segundos el tubo e introducirlo en bafo de ultrasonidos. Sonicar durante 1
min a 35.000 Hz y 125 W seguido de 15 segundos de vortex vigoroso.
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Siembra: con una micropipeta se siembran 100 pL del sonicado en una placa de agar sangre y con el asa
de siembra se realiza cultivo en modo cuantitativo por toda la superficie de la placa.

Incubacion: incubar la placa sembrada a una temperatura de 35°C en condiciones de aerobiosis durante
no menos de 48 h y, opcionalmente hasta 96 h.

7.2. LECTURA

Examinar la placa de agar sangre diariamente.

Si existe crecimiento de colonias efectuar su recuento. Los recuentos se expresaran como unidades forma-
doras de colonias (ufc)/mL mediante la multiplicacién del n°® ufc/placa por 10.

Tanto si existe como si no crecimiento bacteriano prolongar la incubacion al menos durante 24 h mas vy,
opcionalmente hasta 96 h, realizando lecturas diarias.

En aquellos cultivos en los que se obtiene un crecimiento del mismo morfotipo de ufc 2100 por mL se efec-
tuara la identificacion de género y especie segun los procedimientos de identificacion del laboratorio. El
estudio de sensibilidad a los antimicrobianos se realizara segun el PNT correspondiente.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

El nombre de la prueba se indicara como “Cultivo cuantitativo de punta de catéter segun técnica de soni-
cacion”.

Si en el cultivo no se observa crecimiento de microorganismos, informar como: negativo.

Si en el cultivo se observa crecimiento de microorganismos <100 ufc/mL, informar como: recuento no sig-
nificativo.

Si en el cultivo hay crecimiento de microorganismos 2100 ufc/mL, informar como: recuento significativo, y
especificar el niumero exacto o aproximado (si éste es muy elevado) de ufc/mL y las especies bacterianas
aisladas, valorando solo aquellos recuentos =100 ufc/mL.

9. RESPONSABILIDADES

Basicamente seran las siguientes:

Area de recogida y procesamiento de muestras: recepcion, identificacion y procesamiento de las muestras.
Rechazo de las muestras remitidas en condiciones defectuosas y adopcion de medidas correctoras.
Personal técnico: lectura de las placas e identificacion presuntiva de los microorganismos. Registro de re-
sultados. Archivo de hojas de trabajo.

Facultativo responsable: supervision del trabajo y de los resultados, resolucién de dudas técnicas, intercon-
sultas, adopcidon de medidas correctoras de errores cometidos, firma de informes de resultados.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Cualquier microorganismo que se cultive en cantidad suficiente (=100 ufc/mL) se considerara como poten-
cialmente patdgeno y se debera identificar con género y especie.

El punto de corte de 100 ufc/mL es estimatorio y, por tanto, aquellos recuentos bajos cercanos a 100, se
deberan interpretar en el contexto del paciente, especialmente, en el caso de levaduras. Opcionalmente se
puede informar el numero de ufc, ya que se puede asumir que existe una relacion proporcional entre el
numero de microorganismos y el riesgo de infeccion.

3 ]
33 ;elmc




DOCUMENTO TECNICO

PNT-CIV-03

Servicio / Unidad de Microbiologia Cultivo cuantitativo de catéter
) (Técnica de sonicacion tras fragmentacion)
Hospital.........ccocooiiiis Edicién N° 01 Pagina 5 de 5

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Este procedimiento no detecta las infecciones asociadas a catéteres por microorganismos de crecimiento
lento (por ejemplo, micobacterias no tuberculosas). Asimismo, no detecta las infecciones asociadas a ca-
téteres causadas por microorganismos que no crecen en las condiciones establecidas (Malassezia spp.,
microorganismos del género Corynebacterium lipofilicos, Haemophilus spp., Propionibacterium spp.). En
caso de alta sospecha de colonizacion por alguno de estos microorganismos se pueden afnadir medios de
cultivos y condiciones y tiempos de incubacién especificos.

El tratamiento antimicrobiano previo a la obtencion de la muestra puede alterar los resultados de los culti-
vos, especialmente se ha administrado a través de ese catéter.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Descripcion de la sistematica de procesamiento, lectura e interpretacion de cultivos de los reservorios total-
mente implantables (Port-A-Cath) para el diagnéstico microbiolégico de colonizacion y de infecciones asocia-
das estos dispositivos.

Este procedimiento es aplicable en todos los laboratorios de Microbiologia que realicen este tipo de procesa-
miento.

2. FUNDAMENTO

La contaminacion de los dispositivos totalmente implantables es una causa comun de bacteriemia/candi-
demia, lo que conduce en numerosas ocasiones a la retirada del mismo, con las dificultades y riesgos que
esto conlleva, sobre todo teniendo en cuenta las caracteristicas particulares de los pacientes portadores
de estos dispositivos. El cultivo apropiado de dicho dispositivo puede ayudar al clinico a determinar si la
bacteriemia/candidemia que presenta el paciente es debida al dispositivo y actuar en consecuencia. Este
procedimiento se aplicara a aquellos catéteres vasculares tunelizados y totalmente implantables tipo Port-
A-Cath mediante la combinacién de cultivos de distintas partes del dispositivo, para detectar colonizacion
tanto del exterior de la punta, del interior del reservorio, como del exterior del reservorio (bolsillo).

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Alados Arboledas JC, Gomez Garcia de la Pedrosa E, Leiva Ledn J, Pérez Saenz JL, Rojo Molinero E.
Seguridad en el laboratorio de Microbiologia Clinica. 10a. Pérez Saenz JL (coordinador). Procedimientos en
Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (editores). Sociedad Espafola de Enferme-
dades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2014. Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/
documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia10a.pdf

2. Garcia-Lechuz Moya JM, Gonzalez Lopez JJ, Orta Mira N, Sanchez Romero MI. Recogida, transpor-
te y procesamiento general de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia. 2017. 1b. Sanchez Ro-
mero MI (coordinadora). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Canton Moreno
R (editores). Sociedad Espafola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017.
Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-
procedimientomicrobiologia1b.pdf

3. Del Pozo Leon JL, Diez Aguilar M, Guinea Ortega J, Macia Romero MD, Diagnéstico microbiolégico de
las infecciones relacionadas con la formacion de biopeliculas. 60. Macia Romero, MD (coordinadora). Pro-
cedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Canton Moreno R (editores). Sociedad Espa-
fola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017. Disponible en http://www.seimc.
org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia60.
pdf

4. Diagnosis and Treatment of Catheter-Related Bloodstream Infection: Clinical Guidelines of the Spanish
Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (SEIMC) and the Spanish Society of Intensive Care
Medicine and Coronary Units (SEMICYUC). 2017. Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/docu-
mentoscientificos/guiasclinicas/seimc-guiasclinicas-2017-Catheter-Related_Bloodstream_Infection.pdf

5. Documentos de instrucciones correspondientes a aquellos sistemas comerciales para identificacion y anti-

biograma que se utilicen.
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4. MUESTRAS

La muestra a procesar es el dispositivo completo (punta y reservorio) en pacientes con sospecha de infec-
cion sistémica. Este dispositivo debe enviarse al laboratorio de Microbiologia en un frasco estéril de boca
ancha.

La muestra debe ir acompafada de un volante o peticidon electronica donde se detalle el tipo de catéter y la
localizacion anatomica.

En caso de no poder procesar la muestra inmediatamente, ésta se puede guardar refrigerada a 4°C durante
un tiempo no superior a 6 dias.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y PRODUCTOS

Medios de cultivo:

Agar Columbia con 5-10% de sangre de carnero
Medios de suspension:

Suero salino estéril

6. APARATOS Y MATERIAL

. Estufa de cultivo a 35°C +2°C con control de temperatura
. Barfo de ultrasonidos (sonicador)

. Agitador vértex

. Asa de siembra

. Pinzas estériles

. Placa de Petri estéril

. Micropipeta de 200 pL

. Puntas estériles de 200 L

. Bisturi n°® 22

. Torunda sin medio

. Sacabocados de biopsia cutanea (punch)
. Envase de desechos bioldgicos

7. PROCEDIMIENTO (ver video 4)
Se realizara el procesamiento por orden secuencial tal como se indica a continuacion.
7.1. CULTIVO DE LA PUNTA

Siembra: sobre una placa de Petri estéril, con un bisturi y con la ayuda de unas pinzas estériles, se cortan
los 5 cm distales de la punta y se rueda el segmento del catéter hacia delante y atras 3 o 4 veces sobre la
superficie de una placa de agar sangre. Etiquetar la placa como “punta”.

Incubacioén: incubar la placa sembrada a una temperatura de 35°C en condiciones de aerobiosis durante
no menos de 48 h y, opcionalmente hasta 96 h.
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7.2. CULTIVO EXTERIOR DEL RESERVORIO POR SONICACION

Preparacion: sobre una placa de Petri estéril, con un bisturi y con la ayuda de unas pinzas estériles, se
corta el reservorio del resto de la punta y se introduce en un tubo estéril de boca ancha con 20 mL de suero
salino estéril.

Sonicacion: agitar en vortex unos segundos el tubo e introducirlo en bafio de ultrasonidos. Sonicar durante
1 min a 35.000 Hz y 125 W seguido de 15 segundos de vortex vigoroso.

Siembra: con una micropipeta se siembran 100 pL del sonicado en una placa de agar sangre y con el asa
de siembra se realiza cultivo en modo cuantitativo por toda la superficie de la placa. Etiquetar la placa como
“sonicado”.

Incubacion: incubar la placa sembrada a una temperatura de 35°C en condiciones de aerobiosis durante
no menos de 48 h y, opcionalmente hasta 96 h.

7.3. CULTIVO INTERIOR DEL RESERVORIO

Preparacioén: una vez sonicado el reservorio, se extrae del tubo y se deposita en placa de Petri estéril. Con
el sacabocados y la ayuda de unas pinzas estériles se extrae la membrana de silicona y se introduce una
torunda seca en el agujero frotando por toda la superficie interior arrastrando todo el material que pueda
haber.

Siembra: con la torunda realizar cultivo cualitativo sobre placa de agar sangre. Etiquetar la placa como
“punch”.

Incubacion: incubar la placa sembrada a una temperatura de 35°C en condiciones de aerobiosis durante
no menos de 48 h y, opcionalmente hasta 96 h.

7.4. LECTURA

Examinar las placas de agar sangre diariamente.

Si existe crecimiento de colonias efectuar su recuento.

Tanto si existe como si no crecimiento bacteriano prolongar la incubacién al menos durante 24 h mas y, opcio-
nalmente hasta 96 h, realizando lecturas diarias.

1. Cultivo de la punta:

En aquellos cultivos en los que se obtiene un crecimiento de unidades formadoras de colonias (ufc) =15 por
placa se efectuara la identificacion de género y especie segun los procedimientos de identificacion del labora-
torio. El estudio de sensibilidad a los antimicrobianos se realizara segun el PNT correspondiente.

2. Cultivo exterior del reservorio por sonicacion:

Si existe crecimiento de colonias efectuar su recuento. Los recuentos se expresaran como ufc/mL mediante la
multiplicacién del n° ufc/placa por 10.

En aquellos cultivos en los que se obtiene un crecimiento de colonias =2100/mL se efectuara la identificacion
de género y especie segun los procedimientos de identificacion del laboratorio. El estudio de sensibilidad a los
antimicrobianos se realizara segun el PNT correspondiente.

3. Cultivo interior del reservorio:

Si existe crecimiento de colonias, independientemente del recuento, se efectuara la identificacion de género y
especie segun los procedimientos de identificacion del laboratorio. El estudio de sensibilidad a los antimicro-
bianos se realizara segun el PNT correspondiente.
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8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

El nombre de la prueba se indicara como “Cultivo de reservorio totalmente implantable”.

Si en el cultivo de ninguna de las tres muestras no se observa crecimiento de microorganismos, informar
como: negativo.

Si en el cultivo de la punta y del exterior del reservorio se observa crecimiento de microorganismos <15 ufc
o <100 ufc/mL, respectivamente, y el cultivo del interior del reservorio es estéril, informar como: recuento
no significativo.

Si en el cultivo de la punta y/o del exterior del reservorio se observa crecimiento de microorganismos =15
ufc o 2100 ufc/mL, respectivamente, y/o del interior del reservorio (cualquier recuento) informar como: re-
cuento significativo, y especificar si la positividad ha sido de la punta y/o exterior del reservorio y/o interior
del reservorio. Opcionalmente informar en qué parte se han encontrado mayor numero de recuentos, ya
que se puede asumir que existe una relacion proporcional entre el nUmero de microorganismos y el riesgo
de infeccion.

9. RESPONSABILIDADES

Basicamente seran las siguientes:

Area de recogida y procesamiento de muestras: recepcion, identificacién y procesamiento de las muestras.
Rechazo de las muestras remitidas en condiciones defectuosas y adopcion de medidas correctoras.

Personal técnico: lectura de las placas e identificacion presuntiva de los microorganismos. Registro de resulta-
dos. Archivo de hojas de trabajo.

Facultativo responsable: Supervision del trabajo y de los resultados, resolucion de dudas técnicas, interconsul-
tas, adopcién de medidas correctoras de errores cometidos, firma de informes de resultados.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Se considerara como resultado positivo la positividad del cultivo de cualquiera de las tres partes procesa-
das (teniendo en cuenta los recuentos de ufc en aquellos cultivos semicuantitativos o cuantitativos). En
base a este criterio, cualquier microorganismo que se cultive en cantidad suficiente se considerara como
potencialmente patdégeno y se debera identificar en género y especie.

De manera excepcional, en aquellos casos en los que exista alta sospecha de infeccion relacionada con
el dispositivo y el paciente haya estado sometido en los dias previos a tratamiento antibiético a través del
dispositivo, se podran realizar técnicas moleculares sobre el contenido del interior del reservorio.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Con la realizacion de este procedimiento no se detectan las infecciones asociadas a catéteres por microor-
ganismos de crecimiento lento (por ejemplo, micobacterias no tuberculosas). Asimismo, no se detectan
las infecciones asociadas a catéteres causadas por microorganismos que no crecen en las condiciones
establecidas (Malassezia spp., microorganismos del género Corynebacterium lipofilicos, Haemophilus spp.,
Propionibacterium spp.). En caso de alta sospecha de colonizacién por alguno de estos microorganismos
se pueden anadir medios de cultivos y condiciones y tiempos de incubacion especificos.

El tratamiento antimicrobiano administrado a través del dispositivo previo a la obtencion de la muestra pue-
de alterar los resultados de los cultivos.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Descripcion de la sistematica de procesamiento, lectura e interpretacion de los cultivos superficiales de la piel
que rodea el punto de insercidn del catéter y de las conexiones y los conectores cerrados del mismo para el
diagndstico microbiolégico de colonizaciéon de vias vasculares y el estudio de infecciones asociadas a dichos
catéteres.

2. FUNDAMENTO

La contaminacion de los dispositivos intravasculares es una causa frecuente y grave de infeccion hospi-
talaria. El cultivo de dicho catéter tiene el objetivo de identificar la causa de una bacteriemia/candidemia y
puede ayudar al clinico a determinar si ésta es debida al catéter y actuar en consecuencia.

Sin embargo, cuando la retirada del catéter no es posible o éste se quiere mantener, hay descritos diferen-
tes métodos conservadores de diagndstico de bacteriemia y/o infeccion asociada a catéter que poseen un
elevado valor predictivo negativo y evaluan de manera conjunta la posible colonizacién intra y extraluminal
del catéter.

Este procedimiento se aplicara a las muestras recibidas en torunda (para las que se soliciten cultivos su-
perficiales de piel y conexion de catéter) y a los conectores cerrados retirados y enviados al laboratorio de
Microbiologia para su procesamiento.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Alados Arboledas JC, Gomez Garcia de la Pedrosa E, Leiva Ledn J, Pérez Saenz JL, Rojo Molinero E.
Seguridad en el laboratorio de Microbiologia Clinica. 10a. Pérez Saenz JL (coordinador). Procedimientos en
Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (editores). Sociedad Espafiola de Enferme-
dades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2014. Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/
documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia10a.pdf

2. Garcia-Lechuz Moya JM, Gonzélez Lépez JJ, Orta Mira N, Sanchez Romero MI. Recogida, transpor-
te y procesamiento general de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia. 2017. 1b. Sanchez Ro-
mero MI (coordinadora). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno
R (editores). Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017.
Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-
procedimientomicrobiologia1b.pdf

3. Documentos de instrucciones correspondientes a aquellos sistemas comerciales para identificacion y
antibiograma que se utilicen.

4. MUESTRAS

Piel peri-catéter: se debe frotar con una torunda regular de algodon la piel que rodea los 2-3 cm del punto
de insercion del catéter. Una vez realizada la toma se debe identificar con los datos del paciente.

Conexion del catéter: se debe frotar con una torunda fina el interior de las conexiones y girar 2 o 3 veces
(previa retirada del tapon). En los catéteres multi-lumen se debe tomar una muestra por cada conexién. Una
vez realizada la toma se debe identificar con los datos del paciente y de la conexion a la que pertenece. Una
buena medida es identificar las muestras con el color de cada conexion.
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Conectores cerrados: ante sospecha de infeccion y en caso de realizar recambio de los conectores de las
conexiones, se pueden enviar (conjuntamente los de la misma luz) para cultivo al laboratorio de Microbiolo-
gia en frasco estéril de boca ancha debidamente identificados con los datos de paciente y de la conexién a
la que pertenecen. Una buena medida es identificar las muestras con el color de cada conexion.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y PRODUCTOS

Medios de cultivo:
Agar Columbia con 5-10% de sangre de cordero
Medios de enriquecimiento:
Brain Heart Infussion (BHI) o Tryptic Soy Broth (TSB), 20 mL en frasco estéril

6. APARATOS Y MATERIAL

« Estufa de cultivo a 35°C £2°C con control de temperatura
* Asa de siembra

* Pinzas estériles

* Placa de Petri estéril

*  Micropipeta de 200 pl

* Puntas estériles de 200 pl

*  Tubos o frascos estériles

e Bisturi n® 22

* Envase de desechos bioldgicos
* Frasco estéril de boca ancha

* Torunda regular

* Torunda fina

7. PROCEDIMIENTO (ver video 5)
7.1. REALIZACION DE LA TECNICA DE CULTIVOS SUPERFICIALES

Siembra:
- Piel: realizar la siembra semicuantitativamente ocupando toda la superficie de la placa en placa de
agar sangre.
- Conexiones: realizar la siembra semicuantitativamente ocupando toda la superficie de la placa en
placa de agar sangre.
Incubacion: incubar la placa sembrada a una temperatura de 35°C en condiciones de aerobiosis durante
no menos de 48 h y, opcionalmente hasta 96 h.

7.2. REALIZACION DE LA TECNICA DE CULTIVO DE CONECTORES

Preparacioén: es importante que a la llegada de la muestra al laboratorio se anoten el nimero de conecto-
res recibidos por conexion (ya que puede variar entre 1 a 3 aproximadamente, dependiendo del tipo de luz),
ya que se tendra en cuenta a la hora de expresar los resultados.

Instilacion: instilar a través de las luces de los conectores aproximadamente 100 pL (2 gotas) de caldo BHI
o TSB y recogerlo directamente en placa de agar sangre.

Siembra: sembrar con un asa por toda la superficie de la placa.
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Incubacion: incubar la placa sembrada a una temperatura de 35°C en condiciones de aerobiosis durante
no menos de 48 h y, opcionalmente hasta 96 h.

7.3. LECTURA

Examinar las placas de agar sangre diariamente.

Si existe crecimiento de colonias efectuar su recuento.

Tanto si existe como si no crecimiento bacteriano prolongar la incubacién al menos durante 24 h mas v,
opcionalmente hasta 96 h, realizando lecturas diarias.

Cultivo de torundas:

En aquellos cultivos en los que se obtiene un crecimiento de unidades formadoras de colonias (ufc) 215
por placa se efectuara la identificacién de género y especie segun los procedimientos de identificacion del
laboratorio. El estudio de sensibilidad a los antimicrobianos se realizara segun el PNT correspondiente.
Cultivo de conectores:

Si existe crecimiento de colonias efectuar su recuento. Los recuentos se expresaran como ufc/placa y se efec-
tuara la identificacion de género y especie segun los procedimientos de identificacion del laboratorio. El estudio
de sensibilidad a los antimicrobianos se realizara segun el PNT correspondiente.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

El nombre de las pruebas se indicara como “Cultivo semicuantitativo de piel”, “Cultivo semicuantitativo de co-
nexiones”, y “Cultivo de conectores”.

Si en el cultivo no se observa crecimiento de microorganismos, informar como: negativo.

Si en el cultivo de torundas se observa crecimiento de microorganismos <15 ufc/placa, informar como: recuen-
to no significativo.

Si en el cultivo de torundas hay crecimiento de microorganismos 215 ufc/placa, informar como: recuento sig-
nificativo.

Si en el cultivo de conectores hay crecimiento de microorganismos en cualquier recuento, informar como: se
aislan n° ufc/placa. Se informaran conjuntamente los resultados de los cultivos de los conectores pertenecien-
tes a una misma luz, detallando por tanto el n° total.

9. RESPONSABILIDADES

Basicamente seran las siguientes:

Area de recogida y procesamiento de muestras: recepcion, identificaciéon y procesamiento de las muestras.
Rechazo de las muestras remitidas en condiciones defectuosas y adopcion de medidas correctoras.

Personal técnico: lectura de las placas e identificacion presuntiva de los microorganismos. Registro de resulta-
dos. Archivo de hojas de trabajo.

Facultativo responsable: Supervision del trabajo y de los resultados, resolucion de dudas técnicas, interconsul-
tas, adopcién de medidas correctoras de errores cometidos, firma de informes de resultados.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Cualquier microorganismo que se cultive en cantidad suficiente se considera como potencialmente patégeno
y debe ser valorado.
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Es importante tener en cuenta que la negatividad de esta técnica descarta la infeccion relacionada con el caté-
ter, pero su positividad no implica necesariamente una infeccion. Por ello, generalmente bastara con la identifi-
cacion presuntiva de los microorganismos aislados a partir de muestras de piel y de conexiones/conectores, y
solamente seran identificados a nivel de especie y se les realizara antibiograma si se solicita especificamente.
La técnica de cultivo de conectores esta basada en estudios realizados en catéteres venosos centrales de
corta duracion. Su aplicacion a otras tipologias de catéter debe ser previamente valorada.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Con la realizacion de este procedimiento no se detectan las infecciones asociadas a catéteres por microorga-
nismos de crecimiento lento (por ejemplo, micobacterias no tuberculosas). Asimismo, no se detectan las infec-
ciones asociadas a catéteres causadas por microorganismos que no crecen en las condiciones establecidas
(Malassezia spp., microorganismos del género Corynebacterium lipofilicos, Haemophilus spp., Propionibacte-
rium spp.). En caso de alta sospecha de colonizacién por alguno de estos microorganismos se pueden anadir
medios de cultivos y condiciones y tiempos de incubacion especificos.

El tratamiento antimicrobiano administrado a través del dispositivo previo a la obtencion de la muestra puede
alterar los resultados de los cultivos.

12. BIBLIOGRAFIA

1. Cercenado E, Ena J, Rodriguez-Créixems M, Romero |, Bouza E. A conservative procedure for the diag-
nosis of catheter related infections. Arch Intern Med 1990; 150:1417-1420.

2. Mermel LA, Allon M, Bouza E, Craven DE, Flynn P, O'Grady NP, Raad II, Rijnders BJ, Sherertz RJ,
Warren DK. Clinical practice guidelines for the diagnosis and management of intravascular catheter-related
infection: 2009 Update by the Infectious Diseases Society of America. Clin Infect Dis 2009; 49:1-45.

3. Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH, Pfaller MA, Yolken RH (Eds). Manual of Clinical Microbiology. 92 Ed.
ASM Press. Washington DC. 2007.

4. Pérez-Granda MJ, Guembe M, Cruces R, Bouza E. Vascular catheter colonization: surveillance based on
culture of needleless connectors. Crit Care 2016; 20:160.

5. Pérez-Granda MJ, Guembe M, Cruces R, Barrio JM, Bouza E. Assessment of central venous catheter co-
lonization using surveillance culture of withdrawn connectors and insertion site skin. Crit Care. 2016; 20:32.
6. Ysenberg HD. Clinical Microbiology Procedures Handbook. (4° Ed). ASM Press. Washington D.C. 2016.

i)
45 ;elmc



DOCUMENTO TECNICO

PNT-CIV-06

Servicio / Unidad de Microbiologia Hemocultivos cuantitativos mediante el método de
. lisis-centrifugacion
Hospital..........cccoooiiiiiie Edicion N°02 | Pagina1de5

PNT-CIV-06

Hemocultivos cuantitativos mediante el método de lisis-
centrifugacion

ELABORADO REVISADO Y APROBADO

Nombre / Firma Fecha Nombre / Firma Fecha

EDICION FECHA ALCANCE DE LAS MODIFICACIONES
01 2004 Edicion inicial

02 2018 Actualizacioén e incorporacion de subseccion 7.3. (control de calidad)

COPIAREGISTRADANC.......oceeviiiereeee, ASIGNADAA. ...
Este documento es propiedad del Servicio de Microbiologia del Hospital/Centro..............ccoooiiiiiiienien,
La informacién en él contenida no podra reproducirse total ni parcialmente sin autorizaciéon escrita del Re-
sponsable de su elaboracion. Las copias no registradas no se mantienen actualizadas a sus destinatarios.

3 ]
46 ;elmc



DOCUMENTO TECNICO

PNT-CIV-06

Servicio / Unidad de Microbiologia Hemocultivos cuantitativos mediante el método de
) lisis-centrifugacion
Hospital........ovvveeeieiiiiiiiii, Edicion N° 02 Pagina 2 de 5

1. PROPOSITO Y ALCANCE

Descripcion, lectura e interpretacion de la técnica de hemocultivos cuantitativos extraidos a través del catéter
y de la via periférica para el diagnéstico microbioldgico de bacteriemia relacionada con catéter.

2. FUNDAMENTO

La contaminacién de los dispositivos intravasculares es una causa frecuente y grave de infeccion hospi-
talaria. El cultivo de dicho catéter tiene el objetivo de identificar la causa de una bacteriemia/candidemia y
puede ayudar al clinico a determinar si ésta es debida al catéter y actuar en consecuencia.

Sin embargo, cuando la retirada del catéter no es posible o éste se quiere mantener, hay descritos dife-
rentes métodos conservadores de diagnostico de bacteriemia y/o infeccion asociada a catéter, como los
hemocultivos cuantitativos mediante lisis-centrifugaciéon. Estos métodos no requieren la retirada del catéter
y se basan en que, en las bacteriemias relacionadas con catéter, el nUmero de microorganismos/mL de la
sangre obtenida a través de la luz del catéter es proporcionalmente mayor (3:1) que el numero de microor-
ganismos/mL de la sangre extraida a través de una via periférica del mismo paciente. Este fundamento
se aplicara en las muestras de sangre en las que se soliciten hemocultivos cuantitativos por el método de
lisis-centrifugacion.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Alados Arboledas JC, Gomez Garcia de la Pedrosa E, Leiva Leén J, Pérez Saenz JL, Rojo Molinero E.
Seguridad en el laboratorio de Microbiologia Clinica. 10a. Pérez Saenz JL (coordinador). Procedimientos
en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (editores). Sociedad Espafiola de Enfer-
medades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2014. Disponible en http://www.seimc.org/conteni-
dos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia10a.pdf

2. Garcia-Lechuz Moya JM, Gonzalez Lopez JJ, Orta Mira N, Sanchez Romero MI. Recogida, transporte
y procesamiento general de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia. 2017. 1b. Sanchez Rome-
ro Ml (coordinadora). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Canton Moreno
R (editores). Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017.
Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-
procedimientomicrobiologia1b.pdf

3. Guna Serrano R, Larrosa Escartin N, Marin Arriaza M, Rodriguez Diaz JC. Diagnodstico microbiolégico
de la bacteriemia y la fungemia: hemocultivos y métodos moleculares. 2017. 62. Rodriguez Diaz JC (coor-
dinador). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Canton Moreno R (editores).
Sociedad Espafnola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017. Disponible en
http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimien-
tomicrobiologia62.pdf

4. Del Pozo Leon JL, Diez Aguilar M, Guinea Ortega J, Macia Romero MD, Diagnéstico microbiolégico de
las infecciones relacionadas con la formacion de biopeliculas. 60. Macia Romero, MD (coordinadora). Pro-
cedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Canton Moreno R (editores). Sociedad Espa-
fola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017. Disponible en http://www.seimc.
org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia60.
pdf

5. Documentos de instrucciones correspondientes a aquellos sistemas comerciales para identificacion y

antibiograma que se utilicen.
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4. MUESTRAS

Se realizara una extraccion de 10 mL de sangre (exactos) a través de cada una de las luces del catéter y de
una vena periférica (las medidas de desinfeccién de la piel seran iguales a las observadas en los protocolos
de extraccion de hemocultivos convencionales, ver PNT-HMM-01 Procesamiento de hemocultivos en el pro-
cedimiento n°® 62 y el procedimiento sobre recogida de muestras 1b). Cada una de las muestras de sangre
se introduce en un tubo de lisis-centrifugacion, cuyo tapén ha sido previamente desinfectado. Se rotulan y
etiquetan cada una de las muestras de sangre, especificando correctamente la procedencia (cada una de
las conexiones, especificando, por ejemplo, el color de las mismas para diferenciarlas, y la via periférica).
Se rotulan/etiquetan cada una de las peticiones (volante/electronica).

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y PRODUCTOS

Material:
Frascos de lisis-centrifugacion (Isolator, Oxoid®).
Medios de cultivo:
Agar Columbia con 5-10% de sangre de cordero
Agar chocolate
Agar Brucella suplementado con hemina y vitamina K, u otros medios para el cultivo de anaerobios

Otros medios (segun necesidad del laboratorio de Microbiologia. Ver PNT-HMM-01 Procesamiento de he-
mocultivos en el procedimiento n°® 62).

6. APARATOS Y MATERIAL

« Estufa de cultivo a 35°C £2°C con control de temperatura
* Neveras (para reactivos y placas de cultivos)

» Cabina de seguridad biologica clase Il1A

* Perforador de tapones de tubos de lisis-centrifugacion

* Pipetas adapatables a los tubos de lisis-centrifugacion

* Agitador Vortex

»  Centrifuga (3000xg)

+ Sistema de incubacion de placas en anaerobiosis

*  Microscopio 6ptico

7. PROCEDIMIENTO

7.1. REALIZACION DE LA TECNICA

Siembra:

- Centrifugar la sangre del tubo de lisis-centrifugacion a 3000xg durante 30 minutos.

- Desinfectar los tapones de los tubos de lisis-centrifugacion con clorhexidina y perforar el tapén con el apa-
rato especifico, descartando el sobrenadante con pipeta.

- Resuspender el sedimento con el agitador vortex.

- Repartir el sedimento (aproximadamente 1 mL) en partes iguales en las placas de medios de cultivo (agar
sangre, agar chocolate, agar Brucella...), sembrando por técnica de recuento (por toda la superficie de la

placa).
3
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Incubacion:

- Incubar las placas de agar sangre a temperatura de 35°C y de agar chocolate en estufa de CO, a tempe-
ratura de 35°C durante 48 h. Las placas de agar Brucella se introduciran en campanas con atmosfera de
anaerobiosis y se incubaran igualmente a 35°C durante 48 h.

7.2. LECTURA

Examinar las placas entre las 18 h 'y 24 h, las de anaerobiosis a las 48 h.

Si existe crecimiento efectuar un recuento de colonias, sumando las colonias de todas las placas sembra-
das, y realizando el calculo de ufc/mL, (teniendo en cuenta que se ha sembrado 1mL de sedimento en cada
placa, procedente de 10 mL de sangre centrifugada). Se procedera a la identificacion de género y especie
y a la realizacién del estudio de sensibilidad segun cada protocolo establecido por cada laboratorio.

Si no existe crecimiento, incubar las placas otras 24 h y hasta 5 dias, antes de considerar la muestra ne-
gativa.

7.3. CONTROL DE CALIDAD

Se realizard semestralmente un control de calidad interno utilizando frascos de lisis-centrifugacion, a fin
de valorar la calidad de los frascos, y el correcto procesamiento de los mismos por los técnicos de cada
laboratorio.

Para ello se realizara el siguiente ensayo:

1.- Utilizar cultivos frescos de 18-24 h de una de las cepas de referencia (E. coli ATCC 25922, S. aureus
ATCC 25923, y P. aeruginosa ATCC 27853).

2.- Preparar una suspension ajustada para alcanzar una turbidez comparable con un 0.5 McFarland en 10
mL de suero fisioldgico.

3.- Inocular un frasco de lisis-centrifugacion con la suspension de la cepa ATCC. Inocular otro frasco de
lisis-centrifugacion con 10 mL de suero fisidlogico.

4.- Proceder a la centrifugacion de los frascos, extraccion de sobrenadante, resuspension del sedimento y
siembra e incubacion de 1mL de dicho sedimento en una placa de agar sangre por recuento.

El procedimiento de control de calidad se registrara en la hoja de registro correspondiente, indicando la
fecha y la firma del personal técnico que lo realiza.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

El nombre de las pruebas se indicara como “Hemocultivos cuantitativos mediante el método de lisis-centri-
fugacion”.

Si en el cultivo de la sangre obtenida a través de las conexiones del catéter no se observa crecimiento de
microorganismos, informar como: negativo. En este caso se descarta practicamente que el catéter sea la
causa de la bacteriemia del paciente.

Si en alguno de los cultivos de la sangre obtenida a través de las conexiones del catéter existe crecimiento,
se realizara el recuento en ufc/mL comparando con el recuento en ufc/mL de los cultivos obtenidos por la
via periférica. Si el numero de bacterias de la sangre obtenida a través del catéter es 3 veces superior al
numero de bacterias de la sangre obtenida por la via periférica, aislandose en ambos casos la misma es-
pecie bacteriana, informar como: bacteriemia de probable origen en el catéter.

En el informe hay que expresar los resultados de la sangre obtenida por el catéter y obtenida por via peri-

férica en ufc/mL.
)
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9. RESPONSABILIDADES

Basicamente seran las siguientes:

Area de recogida y procesamiento de muestras: recepcién, identificacién y procesamiento de las muestras.
Rechazo de las muestras remitidas en condiciones defectuosas y adopcion de medidas correctoras.
Personal técnico: lectura de las placas e identificacion presuntiva de los microorganismos. Registro de re-
sultados. Archivo de hojas de trabajo.

Facultativo responsable: Supervision del trabajo y de los resultados, resolucion de dudas técnicas, intercon-
sultas, adopcion de medidas correctoras de errores cometidos, firma de informes de resultados.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO
Se debe informar el crecimiento de cualquier microorganismo en cualquiera de los cultivos.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Este procedimiento es laborioso y caro, requiriéndose un alto grado de manipulacién de las muestras que
incrementa el riesgo de contaminacion de la muestra. Por estas razones no esta implantado en muchos
laboratorios de Microbiologia, si bien mantiene su utilidad en pacientes criticos y complicados en los que
no se puede retirar el catéter.

Este procedimiento no detecta las infecciones asociadas a catéteres por microorganismos de crecimiento
lento (por ejemplo, micobacterias no tuberculosas). Asimismo, no detecta las infecciones asociadas a ca-
téteres causadas por microorganismos que no crecen en las condiciones establecidas (Malassezia spp.,
microorganismos del género Corynebacterium lipofilicos), en caso de alta sospecha de colonizacién por
alguno de estos microorganismos se pueden afiadir medios de cultivos y condiciones y tiempos de incuba-
cion especificos.

El tratamiento antimicrobiano administrado a través del dispositivo previo a la obtencidon de la muestra pue-
de alterar los resultados de los cultivos.
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