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HiSf_Uf_ia del artfculp-‘_ Introduccién: Nuestro objetivo fue evaluar la variabilidad en el procesamiento de muestras osteoarticu-
Recibido el 9 de diciembre de 2020 lares para el diagnéstico microbiolégico entre distintos centros nacionales.
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8 Meétodos: Se disefié una encuesta online con 13 preguntas y se difundié a través de la SEIMC a los servicios
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de microbiologia de los distintos centros.

Resultados: Obtuvimos 72 respuestas. En mas de la mitad de los centros, de tercer nivel, se reciben
al menos 5 muestras. Aproximadamente la mitad de los centros agitan con voértex las muestras de
hueso/implante, utilizindose la sonicacién sobre todo en centros de tercer nivel. Se realizan cultivos

Palabras clave:
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E;ch]e;;:uemo para bacterias aerobias y anaerobias durante 6-10 dias de incubacién, pero con diferencias en los medios
Multicéntrico de cultivo liquidos. El diagnéstico molecular se realiza en menos del 50% de los centros, siendo la PCR
Diagnéstico microbiolégico universal (ARNr 16S) la técnica mas empleada.
Conclusiones: Existe heterogeneidad fundamentalmente en el empleo de sonicacién, los medios liquidos
de cultivo o el diagnéstico molecular, probablemente en relacién directa con los recursos y capacidades
de cada centro.
© 2021 Sociedad Espanola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Publicado por
Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.
Processing of osteoarticular samples for microbiological diagnosis: Results of a
national multi-center survey
ABSTRACT
Keywords: Introduction: Our aim was to evaluate the variability in the processing of osteoarticular samples for
Osteoarticular samples microbiological diagnosis between different national centers.
g;‘;si;smg Methods: An online survey with 13 questions was designed and it was sent through SEIMC to the Micro-

biology Departments of the different centers.
Results: We obtained 72 answers. In more than half of the tertiary-care centers, at least 5 samples are
received. Approximately half of the centers vortex bones/implant samples. Sonication is used mostly
in tertiary-care centers. Cultures for aerobic and anaerobic bacteria are performed during 6-10 days of
incubation but with differences in liquid culture media. Molecular diagnosis is performed in less than
50% of the centers. Universal PCR (16S rRNA) is the most widely used technique.
Conclusion: We found heterogeneity especially in the use of sonication, liquid culture media or molecular
diagnosis, probably in direct relation to the resources and capacities of each center.
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aumento de cirugias con implantes ortopédicos. Esto supone un
nimero no despreciable de infecciones osteoarticulares (1-2% en
prétesis articulares o hasta un 15% en fracturas abiertas comple-

las infecciones osteoarticulares?. Nuestro objetivo fue evaluar la
variabilidad en el procesamiento de muestras osteoarticulares para
el diagnostico microbiolégico entre distintos centros nacionales.

jas). Estas infecciones conllevan una importante morbimortalidad,
ademas de los costes econémicos para el sistema sanitario, por ello
cada vez es mas importante un manejo multidisciplinar para un
6ptimo diagnéstico y tratamiento’.

El diagnéstico microbiolégico de estas infecciones es com-
plejo, puesto que en ocasiones los microorganismos responsables
son de lento crecimiento y con implicacién en la formacién de
biopeliculas, lo que hace mas dificil su aislamiento en cultivo y
su identificacién microbiolégica. Por otro lado, las infecciones
crénicas pueden aparecer de manera parcheada exigiendo tomar
varias muestras de diferentes sitios anatémicos para aumentar
la probabilidad de recuperacién del microorganismo causal’. El
cultivo contintia siendo el gold standard para el diagnéstico de

Métodos

Se elaboré una encuesta con 13 preguntas de respuesta tinica y
multirrespuesta (tabla 1) acerca del procesamiento microbiolégico
de muestras osteoarticulares. La encuesta se envié online a través
de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbio-
logia Clinica (SEIMC) a todos los socios con 30 dias de plazo para
su contestacién. Pasado ese tiempo, se cerrd la encuesta y se reco-
pilaron los resultados obtenidos. Las 2 primeras preguntas fueron
referentes al nivel de asistencia y gestién del centro hospitalario
y las 11 restantes con relacién a la cantidad y el tipo de muestras

Tabla 1
Preguntas de respuesta tinica y multirrespuesta realizadas a los centros encuestados
Pregunta Respuestas
1. El hospital en el que trabaja es®: - Pablico.
- Piblico de gestién privada.
- Privado.

2. ;En qué tipo de hospital trabaja?®: - Hospital de primer nivel (hospital comarcal o de distrito, pocas especialidades, hasta 200 camas aprox.).
- Hospital de segundo nivel (hospital provincial o regional, varias especialidades, hasta 800 camas aprox.).
- Hospital de tercer nivel (hospital central, universitario o de referencia, muy especializado, hasta 1.500

camas aprox.).

3. En una infeccién de prétesis articular - <3 muestras.
¢Cuantas muestras osteoarticulares - Cinco muestras.
suelen recibirse habitualmente por ->5 muestras.
cada paciente??: - Variable.
4. En una infeccién de proétesis articular - Liquido articular/sinovial.
¢Qué tipo de muestras se reciben?”: - Tejido/biopsia.
- Hueso.

- Material protésico/osteosintesis.
5. En cuanto al procesamiento de las - Se realiza centrifugacion de las muestras liquidas.
muestras”: - Se realiza machacado de los tejidos/biopsias.
- Se realiza vorteado para hueso y/o material protésico/osteosintesis.
- Se realiza sonicacién para material protésico/osteosintesis.
6. ¢Qué tinciones rapidas utiliza para el - Tinci6én de Gram.
examen directo de la muestra?®: - Blanco de calcoflidor.
- Ziehl-Neelsen y/o auramina.
7.En cuanto a la siembra en medios - Se realiza la siembra en medios inicamente aerobios.
sélidos?: - Se realiza la siembra en medios Gnicamente anaerobios.
- Se realiza la siembra en medios aerobios y anaerobios.
- No se realiza la siembra en medios sélidos, inicamente liquidos.
8. En cuanto a la siembra en medios - Se utiliza caldo tioglicolato o BHI.
liquidos?®: - Se utiliza inoculacidén directa en botella de hemocultivo.
- Se utiliza caldo tioglicolato o BHI mas inoculacién directa en botella de hemocultivo.
- No se realiza la siembra en medios liquidos, inicamente sélidos.

9. ¢Qué condiciones de incubacién
utiliza para las muestras liquidas
(liquido articular/sinovial)??:

10. ¢Qué condiciones de incubacién
utiliza para las muestras sélidas
(tejidos/biopsias...)?%:

11. En cuanto a la realizacién de
técnicas diagnésticas por biologia
molecular (PCR)":

12. En caso afirmativo, ;En qué
muestras se realiza?":

13. En caso afirmativo, ;Qué tipo de
técnica realiza?”:

- 2-5 dias de incubacién a 37 °C en CO;/anaerobiosis.

- 6-10 dias de incubacién a 37 °C en CO, /anaerobiosis.

- 11-14 dias de incubacién a 37 °C en CO;/anaerobiosis.

- 15-21 dias de incubacién a 37 °C en CO;/anaerobiosis.

- 2-5 dias de incubacién a 37 °C en CO;/anaerobiosis.

- 6-10 dias de incubacién a 37 °C en CO,/anaerobiosis.

- 11-14 dias de incubacién a 37 °C en CO;/anaerobiosis.

- 15-21 dias de incubacién a 37 °C en CO/anaerobiosis.

- Se realizan de forma paralela al cultivo.

- Se realizan cuando el cultivo es negativo.

- Se realizan cuando el paciente ha recibido antibi6ticos antes de la obtencién de las muestras.
- No se realizan.

- Otro.

- En liquido articular/sinovial.

- En tejido/biopsia.

- En el liquido de vorteado o sonicado de hueso y/o material protésico/osteosintesis.
- En cualquier muestra.

- PCR universal (16S).

- PCR casera dirigida frente a los patégenos mas frecuentes.

- PCR comercial dirigida frente a los patégenos mas frecuentes (Filmarray®, Unyvero®...).
- PCR especifica frente a Staphylococcus aureus.

- Otro.

BHI: caldo infusién cerebro-corazén; CO,: diéxido de carbono; PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

3 Respuesta tGnica.
b Multirrespuesta.
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Tabla 2
Procesamiento microbiol6gico de muestras osteoarticulares en los diferentes centros encuestados
Detalles Todos Centros de Centros de Centros de tercer
(N=72) primer nivel segundo nivel nivel
n (%) (N=11) (N=23) (N=38)
n (%) n (%) n (%)
Centros segtin nivel de atencién sanitaria
Centros de primer nivel 11 (15,3)
Centros de segundo nivel 23(31,9)
Centros de tercer nivel 38(52,8)
Centros segtin gestion sanitaria
Centros publicos 61(84,7) 8(72,7) 18(78,3) 35(92,1)
Centros publicos de gestién privada 6(8,4) 1(9,1) 5(21,7) 0(0)
Centros privados 5(6,9) 2(18,2) 0(0) 3(7,9)
Ntimero de muestras recibidas
<3 muestras 4(5,6) 1(9,1) 1(4,3) 2(5,3)
Cinco muestras 26 (36,1) 1(9,1) 8(34,8) 17 (44,7)
> 5 muestras 33(45,8) 5(45,4) 13 (56,6) 15(39,5)
Variable 9(12,5) 4(36,4) 1(4,3) 4(10,5)
Tipos de muestras recibidas
Liquidos 68 (94,4) 10(90,9) 23 (100) 35(92,1)
Tejidos/biopsias 68 (94,4) 10(90,9) 21(91,3) 37(97,4)
Huesos 55 (76,4) 9(81,3) 18(78,3) 28(73,7)
Materiales protésicos/osteosintesis 60 (83,3) 9(81,8) 19 (82,6) 32(84,2)
Preprocesamiento de muestras
Centrifugacion de liquidos 60 (83,3) 9(81,8) 20(87) 31(81,5)
Machacado de tejidos/biopsias 58(80,6) 10(90,9) 18(78,3) 30(78,9)
Vorteado de huesos y materiales protésicos/osteosintesis 37(51,4) 6 (54,6) 13 (56,5) 18 (47,3)
Sonicacién de materiales protésicos/osteosintesis 33 (45,8) 3(27,2) 8 (34,8) 22(57,9)
Tinciones rdpidas
Tincién de Gram 72 (100) 11 (100) 23(100) 38(100)
Tincién con blanco de calcofltor 5(6,9) 0(0) 1(4,3) 4(10,5)
Tincién con auramina 22(30,6) 4(36,4) 4(17,4) 14 (36,8)
Cultivos en medios sélidos
Unicamente cultivos para aerobios 1(1,4) 0(0) 1(4,3) 0(0)
Unicamente cultivos para anaerobios 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Cultivos para aerobios y anaerobios 71(98,6) 11 (100) 22(95,7) 38 (100)
No realizados (Ginicamente en medios liquidos) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Cultivos en medios liquidos
Caldo tioglicolato/BHI 23(31,9) 2(18,2) 11 (47,8) 10(26,3)
Botella de hemocultivos 15(20,8) 2(18,2) 2(8,7) 11(28,9)
Caldo tioglicolato/BHI + botella de hemocultivos 31(43,1) 6 (54,6) 8(34,8) 17 (44,8)
No realizado (inicamente en medios sélidos) 3(4,2) 1(9,1) 2(8,7) 0(0)
Tiempo de incubacion para muestras liquidas
2-5 dias 21(29,1) 4(36,4) 6(26,1) 11(28,9)
6-10 dias 31(43,1) 2(18,2) 11 (47.8) 18 (47,4)
11-14 dias 16 (22,2) 2(18,2) 6(26,1) 8(21,1)
15-21 dias 4(5,6) 3(27,2) 0(0) 1(2,6)
Tiempo de incubacion para muestras sélidas
2-5 dias 15 (20,8) 3(27,2) 6(26,1) 6(15,8)
6-10 dias 36 (50) 4(36,4) 11 (47.,8) 21(55,3)
11-14 dias 21(29,2) 4(36,4) 6(26,1) 11(28,9)
15-21 dias 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Realizacion de diagndstico molecular
De forma paralela al cultivo 3(4,2) 0(0) 1(4,3) 2(53)
En caso de cultivo negativo 23(31,9) 3(27,3) 4(17,4) 16 (42,1)
En caso de antibioterapia previa 16 (22,2) 0(0) 6(26,1) 10(26,3)
Segin criterio clinico/microbiolégico 8(11,1) 1(9,1) 3(13) 4(10,5)
No realizado 42(58,3) 7(63,6) 15 (65,2) 20 (52,6)
Tipos de muestras para diagndstico molecular
Liquidos N=30 N=4 N=8 N=18
Tejidos/biopsias 12 (40) 1(25) 4 (50) 7(38,8)
Caldos procedentes de vorteados/sonicacién 13 (43,3) 2 (50) 3(37,5) 8(44,4)
Cualquier muestra 10(33,3) 1(25) 3(37,5) 6(33,3)
Técnicas de diagnostico molecular realizadas 21(70) 3(75) 3(37,5) 15(83,3)
PCR universal (ARNr 16S) 23(76,6) 4(100) 5(62,5) 14(77,7)
PCR casera para los principales patégenos 4(13.3) 0(0) 0(0) 4(22,2)
PCR comercial para los principales patégenos 14 (46,6) 3(75) 4 (50) 7 (38,8)
PCR especifica para Staphylococcus aureus 3(10) 0(0) 1(12,5) 2(11,1)
BHI: caldo infusién cerebro-corazén; PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.
osteoarticulares recibidas, preprocesamiento y procesamiento de Resultados

las mismas para la realizacidon del diagnéstico microbiolégico. Las
preguntas englobaron aspectos como la realizacién de tinciones
rapidas, los cultivos en medios sélidos y/o liquidos, los tiempos de
incubacién y la realizacién de técnicas de diagnéstico molecular.

Se recopilaron un total de 72 respuestas pertenecientes a dis-
tintos centros nacionales. Segln nivel de atencién sanitaria, mas
de la mitad (52,8%) fueron centros de tercer nivel, seguidos de



320 I. Falces-Romero, A. Rico-Nieto / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2022;40(6):317-321

centros de segundo nivel (31,9%) y de primer nivel (15,3%), siendo
la gran mayoria centros publicos (84,7%). Los detalles extraidos
de la encuesta, totales y desglosados segln el tipo de centro,
se muestran en la tabla 2. En los servicios de microbiologia
se reciben al menos 5 muestras osteoarticulares en aproxima-
damente la mitad de los centros de segundo y tercer nivel,
mostrandose mas variabilidad en los centros de primer nivel. En
todos los centros, en mas del 90% de los casos se reciben mues-
tras de liquidos y tejidos/biopsias, seguidos estrechamente de
muestras 6seas y materiales protésicos/osteosintesis (73-84%). Por
encima del 75% se preprocesan los liquidos y los tejidos/biopsias
mediante centrifugacién y machacado respectivamente, mientras
que alrededor del 50% se realiza agitado con vortex de huesos
y/o materiales protésicos/osteosintesis. La sonicacién en materia-
les protésicos/osteosintesis se realiza en el 45,8% de los centros,
aunque en centros de tercer nivel esta técnica llega a un 57,9%
de realizacién. La tincién de Gram se realiza en todos los casos
(100%) y en todos los centros, mientras que la tincién con blanco
de calcofltior y con auramina se realiza ocasionalmente. En prac-
ticamente la totalidad de los casos se realizan cultivos en medios
sélidos para microorganismos tanto aerobios como anaerobios. En
cuanto a medios de cultivo liquidos, existe variabilidad entre dis-
tintos centros, aunque la inmensa mayoria (95,8%) utiliza algin
tipo de medio liquido y el 43,1% de los centros utiliza en combi-
nacion el caldo tioglicolato o caldo infusién cerebro-corazén (BHI)
mas la botella de hemocultivo. Los tiempos de incubacién de mues-
tras liquidas y sélidas presentan también bastante heterogeneidad,
pero tiende a ser durante 6-10 dias, y muy rara vez superior a los
14 dias. El diagnéstico molecular sobre muestras directas se rea-
liza hasta en un 41,7% de los centros y cuando se realiza, es sobre
cualquier tipo de muestra sin diferencias claras. Mayoritariamente
se realiza en caso de cultivos negativos y antibioterapia previa del
paciente. De los centros que realizan biologia molecular, la técnica
que mas se emplea es la PCR universal (ARNr 16S) desarrollada
en el propio laboratorio en un 76,6% de los centros, seguida de PCR
comerciales que detectan selectivamente los principales patégenos
causantes de infecciones osteoarticulares. En un 26,7% combinan la
utilizacién de la PCR universal 16S con otras técnicas como PCR
caseras y comerciales frente a los patégenos osteoarticulares mas
frecuentes y con PCR especificas para Staphylococcus aureus.

Discusion

Para el diagndstico de las infecciones de prétesis articulares,
los centros encuestados en nuestro trabajo obtienen la mayoria
al menos 5 muestras intraoperatorias de distintas localizaciones.
Atkins et al. fueron los primeros en evaluar la sensibilidad y la
rentabilidad del nimero de muestras para el correcto diagnés-
tico de infeccién de proétesis articular. Evaluaron prospectivamente
297 artroplastias, concluyendo que la obtencién de 5-6 cultivos
tenian la mayor sensibilidad diagnéstica®. Las guias america-
nas (IDSA 2013) recomendaron obtener al menos 3 muestras
intraoperatorias y de forma 6ptima 5-6 muestras de distintas loca-
lizaciones periprétesis®. Posteriormente Bémer et al. concluyeron
que el uso de 4 muestras procesadas en 3 medios de cultivos
diferentes era un método altamente sensible y econémico para
el diagnoéstico de las infecciones osteoarticulares®, al igual que
Peel et al. y el Gltimo documento de consenso International Con-
sensus Meeting (ICM) Philadelphia 2018, que apuestan por un
minimo de 3 muestras con la utilizacién adicional de botellas de
hemocultivo®7.

Por otro lado, las muestras de hueso y material protésico
se procesan mayoritariamente mediante agitado con vértex, y
en menor medida mediante sonicacién principalmente en cen-
tros de tercer nivel, algo probablemente dependiente de los

recursos hospitalarios disponibles. Existe variabilidad en la
encuesta entre la combinacién de medios de cultivo liquidos y
sélidos, aunque homogeneidad en el tiempo de incubacién. Para
obtener una mayor sensibilidad se deberian combinar medios liqui-
dos (preferiblemente botella de hemocultivo) con los sélidos®”.
Respecto a la incubacién, principalmente de entre 6-10 dias
en los distintos centros, coincide con lo recomendado por la
SEIMC, un cultivo convencional no inferior a 7 dias que debe
prolongarse cuando se sospechen microorganismos de lento
crecimiento!.

Por ltimo, la biologia molecular se realiza en un importante
porcentaje de los centros encuestados, principalmente de tercer
nivel, siendo la PCR universal (ARNr 16S) la técnica mas utilizada,
probablemente debido a los recursos hospitalarios disponibles
como se ha sefialado anteriormente. De forma solapada, utilizan
también la PCR universal 16S junto con las otras técnicas molecu-
lares disponibles caseras y comerciales. En general, la PCR universal
es menos sensible que el cultivo convencional, pero es de gran uti-
lidad en cultivos negativos, pacientes con antibioterapia previa y
en infecciones causadas por microorganismos exigentes de difi-
cil crecimiento’. En casos concretos de altas sospechas se podria
recurrir a PCR dirigidas frente a patégenos concretos como S. aureus,
con una mayor sensibilidad que la PCR universal'-3. Independiente-
mente de la técnica molecular utilizada, siempre deberia utilizarse
en combinacién con el resto de metodologia diagndéstica microbio-
l6gicay no microbiolégica que se dispone para optimizar al maximo
el diagnéstico.

En conclusién, hemos encontrado heterogeneidad en cuanto
al empleo de medios liquidos, sonicacién y diagnéstico mole-
cular, estos 2 ultimos en probable relaciéon directa con los
recursos del propio centro. Seria recomendable estandarizar
la metodologia de trabajo al maximo, en la medida de lo
posible, siguiendo las recomendaciones de las guias clinicas
nacionales e internacionales para minimizar esta variabilidad
inter-centro y evitar asi posibles discrepancias en los resultados
obtenidos.
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