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RESUMEN

INTRODUCCION: los hemocultivos son una de las herramientas mds importantes para determinar el agente etiol6gico
causante de sepsis y bacteriemias. El volumen de muestra es la variable mas importante que afecta la deteccion de
microorganismos en sangre. El objetivo de este trabajo fue describir el efecto del volumen de muestra en la obtencién
de un resultado de hemocultivo positivo y los microorganismos causantes de bacteriemia en pacientes de un hospital
de Medellin, Colombia.

METODOS: fueron estudiados los resultados de 1643 botellas de hemocultivos para microorganismos aerobios
y anaerobios de pacientes adultos. Se establecié y comparé el promedio del volumen por botella de hemocultivo,
determinando la relacién entre el volumen de sangre y un resultado positivo para aislamiento de bacterias; y se
describieron los agentes mas cominmente aislados en la institucion.

RESULTADOS: del total de 1643 botellas de hemocultivos se procesé un volumen de 10 mL en el 88,07 % y de este total el
9,43 % tuvieron un aislamiento positivo, existiendo una asociacion significativa entre el mayor volumen de muestra de
las botellas con los resultados positivos (p < 0,05). Los microorganismos aislados con més frecuencia fueron Escherichia
coli, (21,74 %) y Staphylococcus anreus (17,39 %o)

CONCLUSIONES: de acuerdo con lo reportado previamente, la utilizacién de volimenes entre 8 y 10 mL de sangre, es lo
mas adecuado, ya que aumenta de manera significativa el aislamiento de microorganismos a partir de hemocultivos. La
frecuencia y especies de microrganismos identificados como causa de bacteriemias estan estrechamente relacionados
con los focos de sepsis mas comunes y reflejan el mismo patrén reportado regionalmente.
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ABSTRACT

INTRODUCCION

INTRODUCTION: blood cultures are one of the most
important tools to determine the etiological agent
causing sepsis and bacteremia. Sample volume is
the most important variable that could affect the
detection of microorganisms in blood. The aim of
this research was to describe both the effect of the
sample volume in obtaining a positive blood culture
result and the microorganisms that cause bacteremia
in patients from a hospital in Medellin, Colombia.

MEeTHODS: a total of 1643 bottles containing acrobic
and anaerobic blood cultures of adult’s patients were
studied. The average volume per blood culture bottle
was established and compared, and the relationship
between blood volume was also determined; there
was a positive result for bacterial isolation and the
most commonly isolated agents in the institution were
described.

ResuLts: out of the 1643 bottles with blood
cultures, a volume of 10 mL was processed in
88,07 %, and from these, 9,43 % had positive isolation,
which meant a significant association between the
greater sample volume of the bottles and the positive
results (p < 0,05). The most frequently isolated
microorganisms were Escherichia coli, (21.74 %) and
Staphylococcus anrens (17.39 Ys).

ConcLusions: according to this report, the use
of volumes between 8 and 10 mL of blood is the
most appropriate, since it significantly increases the
isolation of microorganisms from blood cultures. The
frequency and species of microorganisms identified as
a cause of bacteremia are closely related to the most
common foci of sepsis and reflect the same pattern
reported regionally.

Keyworps: blood culture test, volume, blood, posi-
tivity, isolation, microorganisms.
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La sepsis y el choque séptico son una causa significa-
tiva de muerte intrahospitalaria, especialmente en uni-
dades de cuidados intensivos (UCI), en donde puede
representar entre el 30 y 50 % de las muertes, res-
pectivamente.! Un diagnéstico répido y oportuno de
esta patologfa puede disminuir de manera importante
la tasa de mortalidad, puesto que la sobrevida de los
pacientes sépticos aumenta cuando se conoce el mi-
croorganismo causal y se recibe el tratamiento adecua-
do de acuerdo con la sensibilidad a los antibidticos.*?

Los hemocultivos siguen siendo una de las herra-
mientas mas importantes para determinar el agente
etiolégico causante de sepsis; no obstante, la positivi-
dad de los mismos depende tanto de factores relacio-
nados a variables pre-analiticas como analiticas, pero
también a variables relativas al paciente y su condi-
cién, las cuales pueden afectar de manera importan-
te la capacidad de recuperar microorganismos. Entre
estos factores son importantes el tipo de infeccion,
las comorbilidades del paciente, el uso previo de anti-
bidticos, la técnica y sitio de extraccién de la muestra,
el volumen de sangre obtenido y el numero de hemo-
cultivos realizados por paciente.”

El volumen de sangre se considera la variable mas
importante que influye en la deteccién de microos-
ganismos en sangte.”® Debido al bajo numero de
microorganismos presentes en la mayoria de las bac-
teriemias y a la presencia en sangre de diferentes sus-
tancias microbicidas como antibiéticos, factores del
complemento, lisozimas y la actividad fagocitatia de
los leucocitos que inhiben el crecimiento bacteriano,
se recomienda mantener una trelacion de 1:5 a 1:10
entre el volumen de sangre y el volumen del medio de
cultivo.*” Lo antetior con el propésito de diluir y dis-
minuir el potencial microbicida de dichas sustancias y
aumentar la concentracion bacteriana en el volumen
de sangre colectado. Un volumen de sangre menor
o mayor al recomendado diluye més la muestra en el
primer caso o favorece en el segundo la formacién de
coagulos y la dilucién del medio de cultivo afectando
el crecimiento de microorganismos debido a la dismi-
nucién de los agentes neutralizantes presentes en el
medio de cultivo, los cuales inhiben los componentes

bactericidas presentes en la sangre.”*’
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Se ha demostrado una relacién directa entre el
volumen de sangre obtenido por muestra y la posi-
bilidad de aislar un microorganismo en hemoculti-
vos.”® Segun la Sociedad Americana de Microbiolo-
gla (ASM, por sus siglas en inglés), el volumen de sangre
recomendado por hemocultivo en pacientes adultos
varfa de 20 a 30 mL, distribuidos en 3 a 4 botellas,
lo que equivale a un volumen final de 5 a 10 mL
pot botella.”” Varios estudios sustentan el hecho de
que a mayor volumen de sangre, mayor probabilidad
de aislamiento de microorganismos en bacteriemias,
siempre y cuando se mantenga la proporcién con el
anticoagulante;”"” sin embargo, esto tiene una rela-
ciéon estrecha con la concentracion de bacterias en
sangre, la cual dependerd del foco de infeccién y del
tipo de microorganismo.* !

Desde el punto de vista de calidad de los pro-
cesos en el laboratorio, el volumen de sangre en
hemocultivos es un indicador recomendado y direc-
tamente relacionado con la calidad del proceso.” !
Con base en las falencias encontradas en un estudio
recientemente realizado en el Area Metropolitana del
Valle de Aburra donde se evidencié que solo el 26,6
% de las instituciones evaluadas utilizaban el volu-
men de sangre como indicador de calidad en hemo-
cultivos, en el presente estudio nos dimos a la tarea
de corroborar que el uso de volumenes de 10mL es
esencial para un mejor aislamiento de microorgas-
nismos."”” En relacién con este proceso, existen di-
ferentes metodologias para la medicién del volumen
de sangre en hemocultivos que van desde sistemas
manuales convencionales hasta novedosos sistemas
automatizados que miden el volumen sanguineo de
una forma indirecta a través del monitoreo del me-
tabolismo de sustancias como la glucosa presente en
los glébulos rojos.>

Debido a la importancia que tiene el volumen
de sangre en la obtencién de resultados positivos
y la identificacién de los microorganismos a partir
de hemocultivos, el presente estudio tuvo como
objetivo describir el efecto del volumen de mues-
tra en la obtenciéon de un resultado de hemocul-
tivo positivo y los microorganismos causantes de
bacteriemia en pacientes de un hospital de Mede-
1llin, Colombia.
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METODOS

Tipo de estudio: estudio descriptivo retrospectivo
realizado entre los meses de octubre de 2014 y marzo
de 2015 en el Laboratorio Médico de Referencia de
la Clinica del Rosario, sede centro en Medellin, An-
tioquia.

Tamafio de muestra: se incluyeron a convenien-
cia 1643 botellas de hemocultivos para aerobios y
anaerobios, obtenidas de pacientes adultos hospitali-
zados en la Clinica del Rosario o referidos al laborato-
rio por instituciones externas.

Criterios de Inclusion: se incluyeron todas las
botellas de hemocultivos aerobios BD BACTEC™
PLUS-Aerobic/F Medium y anaerobios BD BAC-
TEC™ PLUS Anaerobic/F Medium del sistema
BACTEC™ FX," con cualquier volumen de sangre,
con o sin aislamiento de microorganismos.

Criterios de exclusion: se excluyeron todas las
botellas de hemocultivos de hongos y microbacterias,
y las de adultos utilizados para el procesamiento de
liquidos y muestras diferentes a sangre.

Recoleccion de la muestra: las botellas de he-
mocultivos se colectaron durante seis meses, desde
octubre del 2014 hasta marzo del 2015. La toma de
la muestra fue realizada por el personal auxiliar del
Laboratorio Médico de Referencia.

En todos los pacientes, la muestra para cada set de
hemocultivos fue obtenida con jeringa y/o equipo ala-
do, a partir de sitios anatémicos diferentes, evitando al
maximo el sangrado de sitios arteriales o directamente
de catéteres; en el caso de sospecha de infeccién por
esta via, se realiz una toma de muestra concomitante
de la vena.

La limpieza del sitio extraccién se realizé con clot-
hexidina al 2 % mis alcohol isopropilico en forma de
zig-zag y se traté de obtener un volumen final de 10
mlL por botella. Las botellas se transportaron lo mas
rapido posible al laboratorio a temperatura ambiente
y se incubaron en el equipo BD Bactec FX hasta por
5 dias.'l'l,lz,'ﬁ,l()

Se consideraron como contaminantes el ais-
lamiento de alguno de los siguientes microor-
ganismos: Staphylococcus coagulasa negativa, Pro-
pionibacterium spp., Bacillus spp., Corynebacterium

spp., S treptococeus grupo viridans, Clostridinm spp.,
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y Micrococeus spp., obtenidos a partir de una sola

botella de hemocultivo.*!!

El volumen de sangre de cada hemocultivo fue re-
gistrado de forma manual por parte del personal auxi-
liar en un formato de control de muestras establecido
port el laboratorio, donde es anotado el volumen de
sangre obtenido en cada jeringa, el sitio de venopun-
cién, la totalidad de botellas recolectadas por cada pa-
ciente y el nombre de la persona que realizé el proce-
dimiento. Con el fin de validar si el volumen de sangre
pot botella registrado por el personal auxiliar era el
real, se realizé el pesaje aleatorio de las botellas antes
y después de la recoleccion de la muestra y se aplico la
ecuacién de densidad (D = masa/volumen) teniendo
en cuenta que la densidad de la sangtre es 1088 g/ml..
Para la obtencién retrospectiva de dicha informacién
se realizé una revision de los registros, con el fin de
categorizar los volumenes de acuerdo al servicio de
hospitalizacién, establecer el volumen promedio y el
tipo de microorganismo aislado.

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se llevé a cabo con el Progra-
ma de Andlisis Epidemiolégico de Datos Tabulados

version 3.1 (EPIDAT), y se consider6 como signifi-
cativo un valor de P < 0,05. El promedio manual del
volumen del total de los hemocultivos se establecié
mediante la sumatoria de todos los volumenes de las
botellas de cada una de las salas dividido por el nime-
ro de botellas.

La relacién entre el volumen y la positividad de
las botellas se realiz6 mediante la categorizacién por
rangos de la variable de volumen en muy bajo (< 3
mL), bajo (3-7 mL),) adecuado (8-10 mL) y exceso
de volumen (> 10 mL), y el establecimiento de la po-
sitividad en cada uno de los niveles. Se utiliz6 el es-
tadistico de chi-cuadrado de tendencia lineal, con un
intervalo de confianza del 95 % considerando como
significativo un valor de P < 0,05. Para este analisis
se excluyeron las botellas que tuvieran un volumen
desconocido de sangre y que fueran consideradas
como contaminadas.

RESULTADOS

De un total de 1643 botellas procesadas en el periodo
de estudio, 1447 (88,07 %) fueron procesadas con un
volumen de sangre de 10 mL, y de estas 155 (9,43 %)
tuvieron un aislamiento positivo (Tabla 1).

Tabla 1. Relacion entre el volumen de sangre y la positividad en los hemocultivos registrados

_ N° de botellas con Aislamiento N° botellas sin aislamiento TOTAL “

Volumen 6ptimo (10 mL) 155 (9,43 %)
Volumen aceptable (7-9 mL) 9 (0,55 %)
Volumen bajo (3-7 mL) 34 (2,07 %)
Volumen muy bajo (0,5-3 mL) 9 (0,55 %)
Total 207 (12,60 %)

1292 (78,64 %) 1447
84 (5,11 %) 93
54 (3,28 %) 88 < 0,05
6 (0,37 %) 15

1436(87,40 %) 1643

* Analisis realizado pot: Chi2 de tendencia lineal, excluyendo las botellas de volumen desconocido, p < 0,05.

La comparacién entre el volumen de las botellas
y la posibilidad de obtener un aislamiento, demos-
tré una asociacién significativa entre un mayor vo-
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lumen de muestra y tener un aislamiento positivo

(p < 0,05) (Fig. 1).
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Figura 1. Relacién entre el volumen de sangre por hemocultivo y
positividad de los mismos entre el total de botellas positivas

El microorganismo aislado con mas frecuencia
fue Escherichia coli, con un total de 45 hemocultivos
(21,74 %) y de estos el 80 % se registré en hemocul-
tivos con volimenes de 10 mL; seguido de S7aphylo-
coccus anrens con un total de 36 hemocultivos (17,39
%) de los cuales el 80,55 % tuvieron un volumen
de 10 mL; otros microorganismos aislados fueron S.
epidermidis, Klebsiella pnenmoniae y Pseudomonas aerugino-
sa, aisladas en su mayorfa a partir de volumenes de

10 mL (Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de especies de microorganismos segun volumen de hemocultivos

% de Aislamiento

Volumen

. . 10 mL
Microorganismo

Escherichia coli 36 17,39 2
Staphylococcus aureus 29 14,01 0
Staphylococcus epidermidis 19 9,18 0
Klebsiella pneumoniae 16 7,73 0
Pseudomonas aeruginosa 14 6,76 0
Enterococcus faecalis 8 3,86 0
Enterobacter cloacae 4 1,93 1
Candida spp. 4 1,93 3
Sthaphylococcus hominis 4 1,93 0
Proteus mirabilis 3 1,45 0
Citrobacter koseri 1 0,48 0
Salmonella spp. 1 0,48 0
Elizabethkingia meningoseptica 1 0,48 0
Streptococcus gallolyticus 1 0,48 0
Streptococcus mitis 0 0,00 0
Streptococcus capitis 1 0,48 0
Desconocido 13 6,28 3
Total 155 74,88 9

El volumen de 10 mL fue el mis frecuentemen-
te obtenido por botella y el que mds se asocié con
la obtencién de un resultado positivo; sin embargo,
se encontraron aislamientos positivos en botellas con
volimenes menores (Tabla 1).
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% ﬂ-ﬂ-ﬂﬂ-

0,97 7 3,38 0 0,00 45 21,74
0,00 5 2,42 2 0,97 36 17,39
0,00 8 3,86 2 0,97 29 14,01
0,00 1 0,48 3 1,45 20 9,66
0,00 0 0,00 1 0,48 15 7,25
0,00 0 0,00 0 0,00 8 3,86
0,48 0 0,00 0 0,00 5 2,42
1,45 0 0,00 0 0,00 7 3,38
0,00 0 0,00 0 0,00 4 1,93
0,00 0 0,00 0 0,00 3 1,45
0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,48
0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,48
0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,48
0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,48
0,00 0 0,00 1 0,48 1 0,48
0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,48
1,45 13 6,28 0 0,00 29 14,01
4,35 34 16,43 9 4,35 207 100,00

Del total de hemocultivos positivos, 22 (10,62
%) botellas fueron consideradas como contamina-
cién, en estas el principal microorganismo identifi-
cado fue Staphylococcus epidermidis aislado a partir de
15 hemocultivos (68,2 %), seguido de Staphylococcns
hominis aislado de 4 hemocultivos (18,18 %); el resto
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de microorganismos, todos pertenecientes al género
Streptococcus spp. fueron aislados a partir de un unico
hemocultivo. Todos los microorganismos contami-
nantes fueron identificados a partir de botellas con
volimenes de 10 mL y 1,5 mL.

DISCUSION

Los hemocultivos son una herramienta indispensa-
ble para el diagnéstico de sepsis y bacteriemias, su
desempefio como método diagndstico depende de
variables inherentes a la condicién del paciente y su
manejo previo, de variables propias de los microorga-
nismos y de variables analiticas y preanaliticas.” Entre
las variables preanaliticas tiene particular relevancia el
volumen de sangre inoculado en el medio de cultivo,
el cual estd directamente relacionado con la positivi-
dad de esta prueba.’ Los resultados de este estudio
mostraron una relacién entre el volumen por botella y
la positividad de los hemocultivos; obteniendo datos
similares a lo teportado por otras investigaciones;
como es el caso de Kim et al. quienes describen que
un aumento del volumen de sangre de 5 a 10 mL pro-
duce una mejora del 14,7 % en el aislamiento de mi-
croorganismos.”

Es claro que existen factores diferentes al volu-
men del hemocultivo que favorecen la positividad de
los mismos, esto ha sido sefialado en varios estudios,
donde se resalta que la concentracién y tipo de mi-
croorganismos, la gravedad de la condicién del pa-
ciente y sus factores de base, entre otros, hacen que en
un volumen inferior al ideal se puedan aislar microor-
ganismos.> "’ Kim et al. seflalan que cuando el nivel
de bacteriemia de un microorganismo es muy alto la
diferencia en el tiempo de deteccién es minima entre
hemocultivos con volumenes de 5 y 10 mL, como es
el caso de Kiebsiella pneumoniae cuyos niveles de bacte-
riemias podrian ser mayores a los de Escherichia coli
lo cual explica la mayor capacidad de deteccién de E.
coli a partir de 10 mL por botella y el corto tiempo
de deteccion de K. prenmoniae a partir de muestras de
5 mL. Estos mismos autores sustentan que pacientes
con neoplasias hematoldgicas, neutropénicos o con
sepsis grave pueden tener un nivel de bacteriemia mas
alto que los demids.® En nuestro estudio 9 hemocul-
tivos (4,35 %) fueron positivos con volimenes entre
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0,5 mLy 3 mL; en tres de ellos se aislé K. puenmoniae y
en ninguno a E. co/i.

Los microrganismos que fueron aislados con ma-
yor frecuencia en nuestro estudio como causa de bac-
teriemias estan relacionados a su vez con los principa-
les origenes de la sepsis como el tracto genitourinario,
abscesos, heridas quirdrgicas y catéteres intravascula-
res.'” Segun el grupo GERMEN (Grupo para el Es-
tudio de la Resistencia a Antibiéticos de Medellin) los
microrganismos mas frecuentemente aislados a partir
de hemocultivos de pacientes en servicios de hospita-
lizacién entre enero de 2007 y diciembre de 2012 en
instituciones hospitalatias de Medellin y otros muni-
cipios del area metropolitana fueron: E. co/i (13,0 %),
8. aurens (12,7 %), Staphylococcus coagulasa negativa
(28,7 %) v K. preumoniae (9,9 %0),'* frecuencias que son
similares a las encontradas en el presente estudio.

Los aislamientos considerados generalmente con-
taminantes fueron del orden del 10,62 % de todos los
aislamientos obtenidos. La interpretacioén y el signi-
ficado clinico de estos aislamientos deben realizarse
teniendo en cuenta el numero de botellas positivas, el
estado inmunolégico y la edad del paciente, ademas
de la presencia de dispositivos intravasculares que fa-
vorezcan su diseminacion.'” En este estudio de las 29
botellas positivas para Staphylococcus epidermidis, 14 fue-
ron aislados en mas de un hemocultivo por paciente.
En un estudio donde se evaluaron varios volimenes
de sangtre para hemocultivos no se demostrd una aso-
ciacién significativa entre el aislamiento de bacterias
posibles contaminantes con los mayores volimenes
de sangtre cultivada.® La asepsia adecuada es una de
las variables pre-analiticas mas importantes a tener en
cuenta durante la toma de los hemocultivos con el fin
de evitar el aislamiento de microorganismos contami-
nantes.”’

En un estudio reciente realizado con institucio-
nes hospitalarias de Medellin y el Area Metropolita-
na del Valle de Aburri, se demostrd la falta de es-
tandarizacién en la aplicaciéon de indicadores para el
seguimiento a la variable del volumen de la muestra
utilizada para hemocultivos, solo una cuarta parte de
las instituciones utilizaban un indicador para medir el
desempefio de esta variable.”” Esto enfatiza la nece-
sidad de mejorar los procesos de toma de muestras
para hemocultivos en las instituciones, de tal manera
que garanticen volimenes adecuados de sangre y asi
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obtener mejor sensibilidad y un 6ptimo aislamiento
de patégenos.

Con los datos recolectados en este estudio no po-
demos afirmar que las botellas de bajo volumen real-
mente fueron negativas por la baja cantidad de mues-
tra y no porque el paciente estaba realmente negativo.
Igualmente, no podemos inferir estos resultados a vo-
limenes diferentes de muestra debido a que la mayor
cantidad de ellas (88,07 %) tuvieron un volumen de
10 mlL..

En conclusién, el uso de volumenes de sangre en-
tre 8 y 10 mL por botella se asocia con un aumento
significativo en el aislamiento de microorganismos
a partir de hemocultivos; la frecuencia y especies de
microrganismos identificados como causa de bacte-
riemias estan estrechamente relacionados con los fo-
cos de sepsis mas comunes y reflejan el mismo patron
reportado regionalmente; es importante interpretar
adecuadamente el tipo de microrganismo aislado y el
numero de botellas positivas con el fin de establecer la
relevancia clinica de los mismos, diferenciando conta-
minaciones de reales infecciones.
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