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Naranja de acridina para el dlagnostlco
de bacteriemias relacionadas con catéteres
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Objetivo. Estudiar la utilidad de la tincién con
naranja de acridina (NDA) de la sangre extraida a
través del dispositivo intravenoso (DI) para el
diagnostico de bacteriemia relacionada con caté-
ter (BRC).

Disefo. Se trata de un estudio prospectivo y
observacional.

Pacientes. Se incluyeron pacientes con DI cen-
trales que presentaron clinica compatible con BRC
y aceptaron participar. Se excluyeron todos aqué-
llos con confirmacién de otro foco infeccioso.

Intervencién. Ante la sospecha clinica de BRC y
antes de retirar el DI, se extraian muestras de
sangre periférica y a través del DI para analizarlas
con la técnica de la tincién con NDA. EI DI se reti-
raba y era enviado para su andlisis mediante las
técnicas de Linares et al y Maki et al. Se considero
BRC el crecimiento del mismo microorganismo
en sangre periférica y en el extremo del catéter
(luz = 10® UFC/ml y/o superficie = 15 UFC/ml).

Variables de interés. Se calculo la sensibilidad,
la especificidad, los valores predictivos y los co-
cientes de probabilidades de la prueba de NDA
para el diagnéstico de BRC.

Resultados. Se estudiaron 121 pacientes y se
diagnosticaron 4 BRC: 2 por Staphylococcus au-
reus, 1 por Pseudomonas aeruginosay 1 por
Candida albicans. La sensibilidad de la tincion
con NDA fue del 87,5%, la especificidad del
92,7%, el valor predictivo negativo del 99,5%, el
cociente de probabilidades positivo 12,04 y el co-
ciente de probabilidades negativo 0,13.
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Conclusiones. Si bien el bajo nimero de even-
tos no permite estimar la eficacia de la tincién con
NDA para el diagnéstico de BRC, su alto valor
predictivo negativo permitiria descartar con cier-
ta seguridad esta complicacién infecciosa.

PALABRAS CLAVE: bacteriemia relacionada con catéter, na-
ranja de acridina.

ACRIDINE ORANGE STAINING METHOD
IN THE DIAGNOSIS OF CATHETER-RELATED
BLOODSTREAM INFECTIONS

Objective. To study if the utility of acridine or-
ange (AO) staining method on blood extracted
through intravenous device (ID) is a reliable method
to diagnose catheter-related bloodstream infec-
tion (CRB).

Design. Prospective and observational study.

Patients. Patients with central ID and clinical
data consistent with CRB who gave their consent
to participate. Patients having another infection
site were excluded.

Intervention. At the moment of the clinical sus-
picion of CRB and before removing the ID, blood
samples were extracted from peripheral veins and
through the ID to be analyzed by AO staining.
After extracting the samples, the catheter was re-
moved and sent for microbiological analysis with
Linares et al and Maki et al techniques. CRS was
defined as development of the same microorganism
in the tip of the catheter (endoluminal surface with
> 103 UFC/ml and/or extraluminal surface > 15
UFC/mlI) and in the peripheral blood.

Variables of interest. Sensitivity, specificity,
negative and positive and negative predictive val-
ues and positive likelihood ratios (LR) were calcu-
lated for the diagnosis of CRB.

Results. A total of 121 patients were studied
and 4 were diagnosed with CRB: 2 infected with
Staphylococcus aureus, 1 with Pseudomonas
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aeruginosa and 1 with Candida albicans. AO sen-
sitivity was 87.5%, specificity 92.7% and the neg-
ative predictive value was 99.5%. Positive likeli-
hood ratio was 12.04 and negative LR 0.13.
Conclusions. Although the number of events
does not allow for the estimation of the efficacy of
AO to diagnose CRB, its high negative predictive
value would make it possible to rule out this in-
fectious complication with some degree of safety.

KEY WORDS: catheter-related sepsis, acridine orange.

INTRODUCCION

La bacteriemia relacionada con catéter (BRC) re-
presenta el 25% del total de las bacteriemias y es res-
ponsable del 15% de las muertes por sepsis en pa-
cientes hospitalizados'. Ante la sospecha de BRC es
habitual que se retire el dispositivo intravenoso (DI)
y se cultive el extremo del mismo para el diagnéstico
de infeccién. Sin embargo, sélo en el 20% de los ca-
sos de bacteriemia, el catéter es la causa de la infec-
cion’.

El gran niimero de catéteres retirados de forma in-
necesaria llevd a distintos autores a buscar métodos
alternativos de diagndstico que permitiesen conser-
var el dispositivo. Uno de los propuestos es el exa-
men directo, en un microscopio de inmunofluores-
cencia, de la sangre obtenida a través del DI y tefiida
con naranja de acridina (NDA)*. Este método, rdpido
y sencillo, tiene una sensibilidad del 92% y una espe-
cificidad del 98% para excluir la BRC*.

El objetivo de este trabajo fue evaluar en nuestro
medio la sensibilidad y la especificidad de la tincién
con NDA para el diagnéstico de la BRC.

PACIENTES Y METODOS

Este estudio prospectivo y observacional se realizé
en la Unidad de Terapia Intensiva del Hospital
Escuela Eva Perén entre el 01/06/2005 y el 28/09/
2006 y tuvo la aprobacion del Comité de Docencia e
Investigacion.

Se incluyeron pacientes mayores de 18 afios con
DI centrales colocados para hidratacion parenteral y
administraciéon de medicamentos, que presentaron
respuesta inflamatoria sistémica definida como: tem-
peratura < 36° C o > 38° C; recuento de leucocitos
<4.000/mm’ 0 > 12.000/mm’; frecuencia respiratoria > 20
respiraciones/min o presion arterial de CO, <32 mmHg
y frecuencia cardiaca > 90 latidos/min. Todos los pa-
cientes aceptaron participar y firmaron el consenti-
miento informado aprobado por el Comité de
Docencia del Hospital.

Se excluyeron los pacientes con catéteres multilu-
men y aquéllos en los cuales se confirmé la presencia
de otro foco infeccioso.

En el momento de la sospecha clinica de BRC y
antes de retirar el DI, se extraian con técnica estéril

3 ml de sangre periférica y 3 ml de sangre a través del
catéter previa antisepsia del sitio de conexién. Las
muestras eran remitidas al laboratorio de microbio-
logfa de forma inmediata, en tubos estériles con he-
parina, y debidamente identificadas. Si el paciente re-
cibia tratamiento antibidtico sistémico, la muestra era
extraida 30 minutos antes de la administracién de la
dosis del antibiético.

De la muestra de sangre periférica se tomaban 1 ml
y 0,1 ml, que eran colocados en sendas placas de Petri
con el agregado de 9 ml de Agar fundido. De esta for-
ma eran incubadas durante 72 horas a 37° C antes de
informarse como negativas.

La sangre obtenida a través del catéter era exami-
nada mediante la tincién de NDA. Para ello se toma-
ban 50 pl de sangre y se colocaba en un tubo de
hemolisis al cual se le agregaban 1,2 ml de solucién
salina hipoténica. Transcurridos dos minutos se neu-
tralizaba con 2,8 ml de solucién hiperténica y el pro-
ducto final se centrifugaba durante 5 minutos a 3.000
rpm, con lo que se descartaba el sobrenadante. El
botén celular se colocaba en un portaobjeto, se tefifa
con NDA (concentracién 0,001%) y se observaba en
un microscopio de inmunofluorescencia. Tras la ex-
traccion de las muestras sanguineas, el catéter y los
3 cm distales del mismo se retiraban y eran enviados
al servicio de microbiologia en tubos estériles rotula-
dos. El catéter se estudiaba mediante la técnica pro-
puesta por Lifiares et al® para la parte endoluminal y
por Maki et al° para la superficie externa.

Se definié BRC como el crecimiento del mismo
microorganismo en el extremo del catéter (luz con
=103 UFC/ml y/o superficie = 15 UFC/ml) y en san-
gre periférica.

Analisis estadistico

Las variables cuantitativas se expresan como me-
dia + desviacion estdndar. Las cualitativas se expre-
san mediante frecuencias y porcentajes. Para la eva-
luacién de la técnica de la tincién con NDA se
efectuaron cdlculos de sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y negativo, y cociente de
probabilidad (likelihood ratio) positivo y negativo,
con sus respectivos intervalos de confianza (IC) utili-
zando el paquete estadistico StatsDirect®. Para el cdl-
culo de dichos valores en la tabla de contingencia se
realizé correccién por continuidad.

RESULTADOS

En el periodo comprendido entre el 1 de junio de
2005 y el 28 de septiembre de 2006 se incorporaron
al estudio 121 pacientes ingresados en la Unidad de
Terapia Intensiva del Hospital Escuela Eva Perén.
La edad de los enfermos fue de 53 afios (+ 17) y el
APACHE II fue de 16 + 7 puntos, con un 57% de va-
rones. La patologia que motivé el ingreso se detalla
en la tabla 1.

Los catéteres Arrow® de 14 Ga, 2,2 mm de didme-
tro y libres de litex fueron colocados para la admi-
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TABLA 1. Principal tipo de patologia en los
121 pacientes incluidos en el estudio

Frecuencia N (%)
Infecciosa 31 (26%)
Postoperatoria 17 (14%)
Neuroldgica 16 (13%)
Trauma 15 (12%)
Respiratoria 10 (8%)
Nefrolégica 9 (7%)
Shock-Sepsis-FMO 9 (7%)
Cardiovascular 7 (6%)
Digestiva 3 (2%)
Miscelaneas 4(3,3%)

FMO: fracaso multiorgdnico.

nistraciéon de soluciones o medicamentos parentera-
les. Se contabilizaron 1.063 dias/catéter con una me-
dia de permanencia de 8,78 (+ 5,24) dias. Los acce-
sos utilizados fueron: vena subclavia en el 45,5% de
los casos y vena yugular interna en el 54,5% restante.
En el 95% de las ocasiones los dispositivos fueron
colocados por un médico residente.

Se aislé el mismo microorganismo en la luz y en
la superficie del catéter en presencia de hemocultivos
negativos en 6 ocasiones: un Staphylococcus epider-
midis, tres Staphylococcus aureus, una Pseudomonas
aeruginosa 'y una Klebsiella spp. Se diagnosticaron 4
(3,3%) BRC, dos de ellas por Staphylococcus au-
reus, una por Pseudomonas aeruginosa y 1 por
Candida albicans. Las caracteristicas de los enfer-
mos con BRC y los hallazgos microbiolégicos se
detallan en la tabla 2 y los resultados de la tincién con
NDA en la tabla 3.

La capacidad de la prueba de la NDA para el
diagndstico de la BRC fue la siguiente: sensibilidad
87,5% (IC 95%: 28,4-100%), especificidad 92,7%
(IC 95%: 86,4-96,7%), valor predictivo positivo
29,2% (IC 95%: 7,6-61,2%), valor predictivo negati-
v0 99,5% (IC 95%: 95,8-100%), cociente de probabi-
lidad positivo 12,0 (IC 95%: 4,5-24,1)y cociente de
probabilidad negativo 0,13 (IC 95%: 0,01-0,65).

TABLA 3. Tabla 2 x 2 para el calculo

de la sensibilidad, la especificidad, el valor
predictivo positivo y el valor predictivo negativo
de la prueba de naranja de acridina para

el diagnéstico de bacteriemia relacionada

con catéter

BRC (+) BRC (-)
NDA (+) 4 (a) 8 (b) 12
NDA (-) 0(c) 109 (d) 109
4 117 121

Sensibilidad = a/a + c; especificidad = d/d + b; valor predictivo positivo = a/a + b; valor
predictivo negativo = d/c + d; likelihood ratio positiva = [a/a + c]/[b/b + d]; likelihood ra-
tio negativa = [c/a + c]/[d/b + d].

Estos indices se calcularon aplicando una correccién por continuidad a las frecuencias.

DISCUSION

La introduccién de un DI en la vena cava superior
por via percutdnea es uno de los procedimientos in-
vasivos mds utilizados en las Unidades de Cuidados
Intensivos. Se emplean a diario para la infusién de
fluidos, la nutricién parenteral y la medicién de la
presién venosa central. Este procedimiento no esta
exento de riesgos y en el 3-6% de los casos pueden
surgir complicaciones serias como: neumotodrax, he-
motoérax, hidrotérax, embolismo gaseoso o BRC".
Las complicaciones infecciosas provocan un aumen-
to significativo de la morbilidad, del coste sanitario y
de la mortalidad’.

La BRC se produce cuando los microorganismos
acceden y colonizan la capa de fibrina que recubre la
superficie externa del DI a partir del segundo dia de
implantado. La via por la cual los microorganismos
acceden a dicha capa depende del tiempo de perma-
nencia del DI". En los de corta duracién penetran
desde el sitio de insercién y migran por la superficie
externa hasta el extremo. En los DI de larga duracién
la llegada hasta el extremo distal del catéter habitual-
mente se produce desde los sitios de conexion y la
migracion a través de la luz. Menos frecuentemente
los microorganismos pueden acceder y colonizar el

TABLA 2. Caracteristicas de los enfermos con bacteriemia relacionada con catéter y hallazgos

microbiolégicos

Paciente Ul RD DE AS
Edad, afios 71 55 82 60
Género Mujer Mujer Mujer Mujer
Patologia Shock-Sepsis-FMO Digestiva Respiratoria Infecciosa
Apache IT 11 10 - 23
Dias de catéter 7 10 5 17
Acceso Subclavia Subclavia Subclavia Subclavia
Operador Residente Residente Residente Residente
Microorganismo en sangre periférica S. aureus P. aeruginosa S. aureus C. albicans
Microorganismo en luz del catéter S. aureus P. aeruginosa S. aureus C. albicans
Superficie del catéter S. aureus P. aeruginosa S. aureus C. albicans
Signos inflamatorios locales Si No No No
Prueba de NDA Cocos Bacilos Cocos Levaduras

C: Candida; FMO: fracaso multiorganico; NDA: naranja de acridina; P.: Pseudomonas; S.: Staphylococcus.

170 Med intensiva. 2008;32(4):168-71



QUINTANA R ET AL. NARANJA DE ACRIDINA PARA EL DIAGNOSTICO DE BACTERIEMIAS RELACIONADAS CON CATETERES

DI como consecuencia de una bacteriemia originada
en un foco distante'".

Los microorganismos habitualmente relacionados
con la BRC son el Staphylococcus coagulasa negati-
vo (39%), el Staphylococcus aureus (26%), los bacilos
gramnegativos (14%) y la Candida albicans (11%)".

Ante la sospecha de BRC, la conducta diagnéstica
puede diferir de acuerdo a la necesidad de conservar el
DI o no. En el caso de los DI para hemodidlisis, admi-
nistracién de medicacién antineopldsica, etc., se em-
plean técnicas diagndsticas que permiten conservarlos.
Una de ellas es la toma de muestras pareadas de sangre
periférica y a través del DI para la determinacién cuan-
titativa del nimero de UFC en cada una de ellas. Un
desarrollo entre 3 y 5 veces mayor en la sangre extrai-
da del DI es indicativa de BRC. Este método tiene una
sensibilidad del 87% y una especificidad del 98%".

Otra técnica es la que tiene en consideracion la di-
ferencia de tiempo para el desarrollo bacteriano. En
este caso ambos cultivos son positivos, pero el de la
sangre del DI lo es por lo menos dos horas antes que
el de la periférica. La sensibilidad es del 85% y la es-
pecificidad del 81%".

En los DI de corta duracién el diagnéstico y la pro-
bable via de acceso del microorganismo pueden esta-
blecerse estudiando la sangre periférica y el extremo
del catéter con la técnica de Maki et al® para superfi-
cie externa y con la de Cleri modificada por Lifiares
y Brun-Buisson para la superficie interna’. El hallaz-
go del mismo germen en la sangre periférica y en el
extremo del catéter confirma el diagnéstico de BRC.

Sin embargo, la evidencia indica que mds del 70%
de los DI retirados por sospecha de BRC son estériles.
La extraccién innecesaria del catéter implica la colo-
cacién de uno nuevo, un riesgo innecesario para el pa-
ciente y un mayor gasto. Para evitar esto diversos au-
tores han propuesto técnicas alternativas de fécil
acceso y rdpidas para descartar BRC sin la necesidad
de retirar el DI. Una de ellas es la tincién con NDA de
la sangre obtenida a través del DI. Con esta técnica se
ha reportado una sensibilidad de 87-96% y una espe-
cificidad de 92-97% para el diagndstico de BRC".

Para la realizacion de esta técnica se utilizan 50-
100 ul de sangre, las células son lisadas y centrifuga-
das, después se realiza la tincién y se observa en un
microscopio de inmunofluorescencia. La forma de
procesar la muestra aumenta el rendimiento diagnds-
tico cuando el recuento de microorganismos es bajo".
Este método diagndstico es accesible, sencillo, rapi-
do y econdmico, pero a pesar de ello su utilizacién en
adultos no estd ampliamente difundido.

Debido a que no existe evidencia suficiente para
que este método pueda recomendarse de manera for-
mal para el diagnédstico o la exclusiéon de la BRC,
decidimos llevar adelante el presente trabajo. Los pa-
cientes incluidos en este estudio tenfan mediana edad,
gravedad intermedia y la mayoria se encontraban
ingresados por patologias médicas. La totalidad de
los DI fueron colocados para la administraciéon de
soluciones o medicamentos parenterales y la perma-
nencia promedio de los mismos fue de aproximada-
mente una semana. La tincién con NDA fue positiva

en todos los casos de BRC lo que demostrd una sen-
sibilidad del 87,5% y una especificidad del 92,7%.
No obstante, debido al bajo nimero de eventos, no es
posible sacar conclusiones vélidas al respecto. Es im-
portante destacar que 109 de los 117 pacientes libres
de BRC tuvieron NDA negativa. Los resultados obte-
nidos sugieren que la NDA podria ser un método de
diagndéstico accesible, rdpido y de bajo coste para ex-
cluir la presencia de BRC.
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