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1.1 RESUMEN

Titulo: Nuevas perspectivas epidemioldgicas, diagndsticas y terapéuticas del

paciente con infeccion endovascular

Introduccion:

La infeccion endovascular es un sindrome clinico complejo y dindmico. Segtin ha
ido evolucionando nuestra comprension sobre esta entidad y han mejorado los
métodos diagndsticos y opciones terapéuticas, también se han modificado sus
caracteristicas epidemioldgicas. Esta Tesis Doctoral analiza la evolucion reciente

de algunos aspectos de la bacteriemia y la endocarditis infecciosa.

Sintesis y conclusiones:

Inicialmente, se ofrece una revision de la literatura que sintetiza la evidencia
disponible sobre algunos de los puntos mas conflictivos en el abordaje de la
bacteriemia, y se analiza su evolucion epidemioldgica en un periodo de 12 afios en
un hospital terciario. Nuestros datos sugieren que la incidencia de episodios de
infeccion endovascular no se ha modificado significativamente desde 2010, siendo
los Gram-negativos los principales agentes etioldgicos en la actualidad. No se
detecta un claro aumento en los fenotipos de resistencia antimicrobiana en
nuestra institucion, con un descenso de los episodios causados por Staphylococcus
aureus resistente a meticilina. La pandemia COVID-19 contribuyo a un incremento
de los episodios de infeccién endovascular, en probable relacion a un aumento de

infecciones relacionadas con catéteres intravenosos.

2
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La evolucién de los sistemas sanitarios, el envejecimiento de la poblacion y los
avances terapéuticos han favorecido que en la actualidad exista un mayor contacto
con la asistencia sanitaria fuera de los hospitales y una proporciéon creciente de
pacientes portadores de catéteres intravenosos, valvulas protésicas o dispositivos
cardiacos implantables, como reflejan las nuevas guias clinicas y criterios
diagndsticos de la endocarditis infecciosa. En este escenario, se ha revisado la
situacion actual de la endocarditis relacionada con la asistencia sanitaria y de la
endocarditis causada por Cutibacterium spp. en Espafia, a través del analisis de una

serie prospectiva multicéntrica nacional.

La endocarditis infecciosa relacionada con la asistencia sanitaria representa un
10% del total de casos de esta serie. Sus caracteristicas, muy similares a las de la
endocarditis de adquisicion nosocomial, no justifican su consideraciéon como una
entidad diferenciada, y plantean la opcién de modificar el modelo actual de

clasificacion.

Los casos de endocarditis infecciosa causada por Cutibacterium spp. se asocian
especialmente con pacientes portadores de material protésico endovascular.
Aunque infrecuente, puede ser potencialmente grave, por lo que se requiere un
elevado indice de sospecha en estos pacientes, en los que la cirugia y la retirada de
dispositivos juegan un papel clave. Las técnicas de diagnostico molecular,
incluidas en los nuevos criterios diagndsticos, han mostrado su utilidad en esta

entidad en nuestra serie.

En este sentido, los avances en el diagnostico de la infeccion endovascular incluyen

diversas tecnologias que se estan aplicando para intentar acelerar la identificacion
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de microorganismos en hemocultivos. Nuestros ultimos objetivos analizan la
hipoétesis de que la presencia de bacterias en botes de hemocultivos desencadena
unos cambios bioquimicos y protedémicos que pueden ser detectables y medibles
para identificar los hemocultivos positivos. A través de un estudio prospectivo con
muestras de hemocultivos positivos, se han identificado parametros bioquimicos y
picos de proteinas que podrian actuar como biomarcadores para identificar
hemocultivos positivos, cuya deteccion precoz podria ser ttil en el diagnostico

rapido de la bacteriemia.
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1.2 SUMMARY

Title: New epidemiological, diagnostic and therapeutic perspectives on the patient

with endovascular infection

Introduction;

Endovascular infection is a complex and dynamic clinical syndrome. As our
understanding of this entity has evolved and diagnostic methods and therapeutic
options have improved, its epidemiological characteristics have also changed. This
Doctoral Thesis analyzes the recent evolution of some aspects of bacteremia and

infective endocarditis.

Summary and conclusions:

Initially, we offer a review of the literature that synthesizes the available evidence
on some of the most conflictive points in the approach to bacteremia, and we
analyze its epidemiological evolution over a 12-year period in a tertiary hospital.
Our data suggest that the incidence of endovascular infection episodes has not
changed significantly since 2010, with Gram-negatives being the main etiological
agents at present. No clear increase in antimicrobial resistance phenotypes is
detected in our institution, with a decrease in episodes caused by methicillin-
resistant Staphylococcus aureus. The COVID-19 pandemic contributed to an
increase in episodes of endovascular infection, probably related to an increase in

intravenous catheter-related infections.



I. RESUMEN

The evolution of healthcare systems, the ageing of the population and therapeutic
advances have led to greater contact with healthcare outside hospitals and an
increasing proportion of patients with intravenous catheters, prosthetic valves, or
implantable cardiac devices, as reflected in the new clinical guidelines and
diagnostic criteria for infective endocarditis. In this scenario, the current situation
of healthcare-associated endocarditis and endocarditis caused by Cutibacterium
spp. in Spain has been reviewed through the analysis of a national multicenter

prospective series.

Cases of infective endocarditis caused by Cutibacterium spp. are particularly
associated with patients carrying endovascular prosthetic material. Although
infrequent, it can be potentially severe, so a high index of suspicion is required in
these patients, in whom surgery and device removal play a key role. Molecular
diagnostic techniques, included in the new diagnostic criteria, have proven useful

in this entity in our series.

In this regard, advances in the diagnosis of endovascular infection include various
technologies that are being applied to try to expedite the identification of
microorganisms in blood cultures. Our latest objectives analyze the hypothesis
that the presence of bacteria in blood culture bottles triggers biochemical and
proteomic changes that may be detectable and measurable to identify positive
blood cultures. Through a prospective study with positive blood culture samples,
biochemical parameters and protein peaks that could act as biomarkers to identify
positive blood cultures have been identified, whose early detection could be useful

in the rapid diagnosis of bacteremia.
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2.1 ANTECEDENTES

2.1.1 Generalidades y conceptos

La infeccion endovascular supone un sindrome clinico complejo y
dinamico caracterizado por la presencia de microorganismos en el torrente
circulatorio, que se evidencia normalmente por su aislamiento en hemocultivos.
Especificamente, los términos bacteriemia y fungemia hacen referencia a la

presencia de bacterias y hongos en sangre, respectivamente.

La infeccion endovascular suele ser una consecuencia derivada de la evolucion de
infecciones graves bacterianas o fungicas, que desde distintos focos son capaces de
alcanzar el torrente circulatorio si no se controlan adecuadamente por el sistema
reticuloendotelial. No obstante, la bacteriemia no es excepcional en personas
sanas y asintomadticas, de manera que se pueden producir episodios transitorios de
bacteriemia ante alteraciones de la barrera cutdnea (como heridas o cortes) o al
realizar actividades cotidianas (como al realizar higiene dental o al comer), que

son eliminados por el sistema inmunitario del huésped.

En el desarrollo de sepsis participan diferentes mecanismos como la activacion del
complemento, la coagulopatia, el efecto de mediadores o la disfuncion
microcirculatoria, cuyo comportamiento e interrelacion sigue sin comprenderse
totalmente en la actualidad. Los principales textos de referencia exponen algunos
escenarios clinicos para extraer informacion sobre la interaccion entre los agentes

microbianos y el huésped humano [1], como se sintetiza a continuacidn.
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A consecuencia de una infeccion, lesién o enfermedad que produce respuestas
inmunosupresoras en un huésped, es frecuente que bacterias comensales
oportunistas puedan producir infeccion a través de epitelios alterados, provocando
una respuesta inflamatoria intensa desencadenada por la detecciéon de moléculas
microbianas conservadas. Esta respuesta inflamatoria puede no ser capaz de
contener la infeccidon en casos de inmunosupresion, obstruccion de drenajes o a la
propia virulencia del agente etioldgico entre otros factores, de manera que estas
bacterias invaden el torrente circulatorio. Asi, la evolucion clinica estd relacionada

con el estado fisioldgico subyacente del huésped.

De igual forma, se conoce la existencia de microorganismos con capacidad
demostrada de sobrevivir y causar infeccion en personas previamente sanas,
siendo Neisseria meningitidis uno de los ejemplos mas estudiados [2]. Estos
microorganismos pueden invadir y producir infeccion a raiz de lesiones cutdneas o
infecciones como neumonias, sin precisar un estado inflamatorio significativo.
Dado que en muchos casos puede no existir una inflamacion local que pueda
impedir la invasion bacteriana, si las defensas innatas del organismo no logran
controlar su crecimiento, puede producirse la invasion del torrente circulatorio, la
infeccion del endotelio vascular y/o células circulantes y la liberacidon de toxinas

proinflamatorias.

Otro factor relevante es la presencia de estimulos como los superantigenos tipicos
de bacterias Gram-positivas, que activan los linfocitos T en sangre y los tejidos

para liberar citocinas con capacidad de producir disfuncidn organicay shock.
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Todos estos ejemplos son capaces de conducir a un estado de sepsis, pero las
grandes diferencias en los mecanismos patogénicos en cada caso cuestionan la
nocion de que la evolucion desde la infeccion al shock séptico es un camino
idéntico al que se llega de multiples formas, sugiriendo que cada interaccion entre
agente patogénico y huésped puede producir sepsis de maneras diferentes,
influenciado por maualtiples factores cuyo impacto no comprendemos con
exactitud, como la susceptibilidad genética, la edad y comorbilidades o el foco de

infeccion [1].

A modo de simplificacion, podemos decir que la enfermedad se produce, por
tanto, cuando la bacteriemia es capaz de superar las defensas del sistema
inmunologico. Para ello, los microorganismos patdgenos disponen de una amplia
variedad de factores de virulencia que facilitan el desarrollo de bacteriemia y

sepsis, y que se trataran con mayor profundidad en el Apartado 2.3.3.

Evadida la respuesta inmune, los microorganismos alcanzan el torrente
circulatorio bien desde un foco extravascular (a través de capilares sanguineos o
vasos linfdticos) o bien desde un foco intravascular (cuando la diseminacién es
consecuencia de infecciones endovasculares como la endocarditis infecciosa o

cuando el foco es un catéter intravascular) [3].

En este sentido, se entiende por bacteriemia primaria como aquella que se
origina de una infecciéon endovascular, y por bacteriemia secundaria como
aquella que se produce cuando ésta procede de una infeccion de un tejido no

cardiovascular. Asi, los organismos causantes de infeccion pueden acceder al
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torrente circulatorio desde infecciones respiratorias, digestivas, urinarias o de la

piel y tejidos blandos, entre otros.

Existen numerosos factores de riesgo, dependientes o no del huésped, que
favorecen el desarrollo de la bacteriemia y también influyen en la amplia variedad
de expresiones clinicas y diferentes prondsticos con los que puede manifestarse
esta entidad. En el Apartado 2.2.4 y Apartado 2.3 se abordan especificamente las
manifestaciones clinicas y los factores de riesgo de la bacteriemia,

respectivamente.

A principio de la década de los 2000 surgieron trabajos donde se observo que las
caracteristicas clinicas de los pacientes que adquirian una bacteriemia en la
comunidad no eran las mismas si estos pacientes habian recibido un alta
hospitalaria reciente, si se les habia realizado algun procedimiento, si estaban

institucionalizados o si no tenian ningun tipo de contacto con el sistema sanitario

[4].

A raiz de estos hallazgos, las guias clinicas para el diagndstico y tratamiento del
paciente con bacteriemia de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica (SEIMC) [5] recomiendan, con un nivel de evidencia BIII,

clasificar la bacteriemia segtn el lugar de adquisicion en tres grupos:

- Bacteriemia de adquisicién comunitaria: originada en la comunidad y

detectada en las primeras 48 horas de hospitalizacidn, sin haberse realizado
ningun procedimiento asistencial que pudiera haber provocado el episodio.

- Bacteriemia asociada a los cuidados sanitarios: se incluyen en este

grupo las bacteriemias secundarias a procedimientos diagnosticos o
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terapéuticos pero realizadas ambulatoriamente en pacientes no
hospitalizados, las que ocurren en pacientes que reciben hemodidlisis
cronica o didlisis peritoneal o en pacientes institucionalizados en
residencias de ancianos o centros de larga estancia, y las que ocurren en
pacientes que han estado en hospitalizacion domiciliaria en el altimo mes o
que han tenido un ingreso hospitalario en los tltimos 3 meses [4, 6]. Segun
algunos trabajos, este tipo de bacteriemias puede representar mas del 50%
de todas las infecciones endovasculares [7].

- Bacteriemia nosocomial: son las detectadas tras al menos 48 horas de

ingreso hospitalario. Esta clasificacion engloba grupos de pacientes que
tienen incidencias y etiologias distintas entre si, como los pacientes
ingresados en Unidades de Cuidados Intensivos, pacientes quirtrgicos,
pacientes con cancer o neutropenia postquimioterapia, portadores de

catéteres intravenosos o grandes quemados.

Las principales caracteristicas clinicas de la bacteriemia segin el lugar de
adquisicion se resumen a continuacion en la Tabla I y posteriormente se trataran
con mayor profundidad en el Apartado 2.2 bajo los epigrafes de incidencia,

mortalidad y etiologia.
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Tabla I. Principales caracteristicas de las bacteriemias segun su lugar de adquisicion

Adquisiciéon | Incidencia Etiologia (%) Microorganismos Origen Mortalidad
(/1.000 Gram- Gram- Hongos | Anaerobios principales
ingresos) | positivos negativos
Comunitaria 6-10 31 68 o 1 E. coli Urinario 11-16%
S. pneumoniae (46-53%)
S. aureus Respiratorio
(12-27%)
Desconocido
(9%)
Asociada a - 32 64 0,3 3 E. coli Urinario 20-34%
cuidados S. aureus (17-43%)
sanitarios K. pneumoniae Catéter
(12-42%)
Desconocido
(12%)
Nosocomial 6 65 25 9,5 0-2 Estafilococos Catéter 27-37%
coagulasa-negativa (26-52%)
S. aureus Urinario
Enterococos (18-33%)
Desconocido
(16%)

Adaptado de: Guia para el diagnéstico y tratamiento del paciente con bacteriemia. Guias
clinicas SEIMC. 2006. [5] Disponible en:
https://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/quiasclinicas/seimc-

GuiaClinica4 2006 Bacteriemia.pdf

2.1.2 Bacteriemia y sepsis

La sepsis (término griego que significa “putrefaccién”) constituye un
sindrome clinico en el que se produce una respuesta inapropiada y exagerada del
organismo ante una infeccion, provocando una disfuncion organica secundaria
potencialmente mortal. Todos los pacientes con infeccion diseminada o
bacteriemia estan en riesgo de desarrollar sepsis eventualmente, por lo que ambos
conceptos estan intimamente relacionados, y tradicionalmente se ha entendido la
sepsis como un continuo cuyo espectro de manifestaciones va desde la bacteriemia

hasta el desarrollo de shock séptico.

3
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Las definiciones de sepsis y shock séptico han ido evolucionando progresivamente

a lo largo de las tres tultimas décadas. Durante los altimos 20 afios se han utilizado

las definiciones elaboradas en el Critical Care Medicine Consensus de 1992 [8], que

fueron revisadas en 2001 [9, 10], y donde se definieron los siguientes conceptos:

Bacteriemia: es la presencia de bacterias viables en la sangre, evidenciada
por la positividad de hemocultivos.

Sindrome inflamatorio de respuesta sistémica (SIRS): es la respuesta

del organismo a una agresion grave, definida por dos o mas alteraciones en
la temperatura, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria o recuento
leucocitario consecuencia de un estado de inflamacién generalizada [9].
Sepsis: es el SIRS de etiologia infecciosa.

Sepsis grave: es el estado de sepsis que se acompafia de disfuncién
orgdnica, alteraciones de la perfusion o hipotension arterial [11].

Shock séptico: es un shock de tipo distributivo caracterizado por

hipotensién arterial debida a la sepsis que no responde al uso de
fluidoterapia.

Sindrome de disfunciéon multiorgdnica: hace referencia al estado en el

que la disfuncion progresiva de al menos dos 6rganos vitales provoca que la
homeostasis no sea posible sin soporte terapéutico. No es, por tanto,
especifico de la sepsis, pero ayuda a identificar aquellos pacientes con

mayor riesgo de morir a causa de una infeccioén.

Las definiciones actuales son fruto del consenso Sepsis-3 publicado en 2016, en el

que participaron multiples sociedades como la Society of Critical Care Medicine y
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la European Society of Intensive Care Medicine [12], y en el que se intento
minimizar las limitaciones presentes en los criterios previos, principalmente la
enorme importancia atribuida a la inflamacion, la escasa especificidad vy
sensibilidad de los criterios SIRS y la concepcion tradicional, probablemente

erronea, de que existe un continuo desde la sepsis al shock [13].

En este consenso se refuerza la idea de sepsis como una disfuncioén organica aguda
que entrafia riesgo vital causada por una respuesta alterada frente a una infeccién.
Esta definicién supone el abandono de los criterios SIRS utilizados previamente,
que no indican necesariamente una respuesta exagerada y potencialmente letal y
se encuentran en muchos pacientes hospitalizados sin procesos infecciosos
concurrentes, remarcando la necesidad de documentar disfuncidn orgdnica para el
diagndstico de sepsis, representada como un incremento en 2 0 mas puntos en el
Sequential (Sepsis-related) Organ Failure Assessment Score (SOFA score) respecto
del basal (Tabla II). El concepto de sepsis grave fue eliminado al considerarse

redundante.

Mientras que los criterios SIRS pueden resultar ttiles para el diagnostico de la
infeccion, pudiendo orientar sobre el foco anatémico, estos criterios pueden
reflejar una respuesta adaptativa adecuada del huésped. La sepsis implica
disfuncién orgdanica, sugiriendo un mecanismo patogénico mucho mas complejo
que simplemente la presencia de una infeccién y una respuesta inflamatoria
secundaria, donde existe una activacion de mecanismos pro- y anti-inflamatorios,
asi como alteraciones en los procesos fisiologicos cardiovasculares, neuronales,

hormonales, metabdlicos o de coagulacién, entre otros, con importancia
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pronostica [12]. Esta perspectiva global también enfatiza la importante
heterogeneidad bioldgica y clinica, en la que la edad, comorbilidades, procesos

intercurrentes, medicacion y fuente de infeccion repercuten en el desarrollo de la

sepsis.

Tabla I1. SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) Score.

Score
Sistema o 1 2 3 4
Respiratorio
PaO./FIO,, 2400 (53,3) <400 (53,3) <300 (40) <200 (26,7) <100 (13,3)
mmHg (kPa) con soporte con soporte
respiratorio respiratorio
Coagulacion
Plaquetas =150 <150 <100 <50 <20
(x103/microL)
Higado
Bilirrubina, <1,2 (20) 1,2-1,9 (20- 2,0-5,9 (33- 6,0-11,9 (102~ >12,0 (204)
mg/dL 32) 101) 204)
(mmol/L)
Cardiovascular
PAM =70 PAM <70 Dopamina <5 Dopamina Dopamina
mmHg mmHg o 5,1-15 O >15 0
dobutamina epinefrina epinefrina
<0,10 >0,10
norepinefrina | norepinefrina
<0,1 >0,1
Sistema nervioso central
Escala de 15 13-14 10-12 6-9 <6
coma de
Glasgow
Renal
Creatinina, <1,2 (110) 1,2-1,9 (110- 2,0-3,4 (171- | 3,5-4,9 (300- >5,0 (440)
mg/dL 170) 299) 440)
(mmol/L)
Diuresis, <500 <200
mL/d

FIOz2: fraccion de oxigeno inspirada; PAM: presién arterial media; PaO,: presion

parcial de oxigeno

Adaptada de: The Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic
Shock (Sepsis-3) [12].
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El shock séptico fue expandido y se definid como un estado de sepsis que conduce
a alteraciones circulatorias, metabolicas y celulares que se asocian a mayor riesgo
de la mortalidad que la sepsis en si misma, que incluye a los pacientes que
cumplen criterios para sepsis, y que, a pesar de una adecuada resucitacion con
fluidoterapia, muestran hipotension refractaria con necesidad de vasopresores
para mantener una presion arterial media mayor o igual a 65mmHg e

hiperlactacidemia (> 2 mmol/l).

De igual forma, en un intento de reducir la mortalidad asociada a la sepsis, se cred
un modelo denominado quick sequential (sepsis related) organ failure assessment
(qSOFA), para intentar identificar con la mayor brevedad posible a aquellos
pacientes en riesgo de desarrollar sepsis. Este modelo se basa en alteraciones en la
frecuencia respiratoria, la tension arterial y/o la escala de coma de Glasgow de
manera que la presencia de dos de estos factores predice una mayor mortalidad en
pacientes con sospecha de infeccion, identificando a pacientes con sospecha de
sepsis en los que debe evaluarse el grado de disfunciéon organica con el sistema

SOFA score previamente mencionado.

Este modelo fue validado en 2016, siendo especialmente ttil fuera de las Unidades
de Cuidados Intensivos [14], pero la evidencia respecto a su utilidad en estas
unidades o en servicios de Urgencias es controvertida. Por ello, muchos autores
consideran que debe evaluarse en mayor profundidad antes de ser utilizado
rutinariamente para predecir el riesgo de muerte por sepsis. En este sentido,
existen otras escalas como el National Early Warning Score (NEWS score) que

también han demostrado utilidad [15].
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La importancia de reconocer los posibles casos de sepsis para iniciar un
tratamiento antibidtico empirico precoz se ve reflejada en la creacion de alertas
como el codigo sepsis, cuyos objetivos principales son la deteccidn precoz de los
pacientes de riesgo y la aplicacidon rapida y estructurada de un conjunto de
medidas para diagnosticar, monitorizar y tratar a estos pacientes. El documento de
consenso nacional con todas las recomendaciones, en el que participan multiples

sociedades cientificas, puede ser consultado en el siguiente enlace:

https://seguridaddelpaciente.sanidad.gob.es/informacion/publicaciones/2016/sep

sis.htm.

Aunque estas recomendaciones son adaptadas para hacerlas funcionales en cada
hospital, siempre es recomendable la toma de 2-3 hemocultivos de manera precoz
antes del inicio del tratamiento antimicrobiano, ademas de la recogida de otras
muestras clinicas del presumible foco de la infeccion, sobre las que se aplicaran
todas las técnicas diagndsticas rapidas disponibles para emitir informes

preliminares en el menor plazo de tiempo posible [5].

La toma de cultivos, con la importancia primordial de los hemocultivos, y el uso de
técnicas de imagen o andlisis de biomarcadores y citocinas en sangre son
herramientas muy utiles para el diagndstico de la sepsis. Siempre que sea posible,
si la situacién clinica del paciente lo permite, deben extraerse muestras

microbiologicas antes de iniciar el tratamiento antibidtico.
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2.1.3 Bacteriemia y endocarditis infecciosa

Una de las entidades mas intimamente relacionadas con la bacteriemia es la
endocarditis infecciosa (EI). Entendemos por EI la inflamacién del endocardio
de etiologia infecciosa, normalmente bacteriana, que suele manifestarse en forma
de vegetaciones sobre las valvulas cardiacas, aunque también puede afectar al
endocardio mural, a las cuerdas tendinosas, los musculos papilares, o asociarse a
valvulas protésicas o dispositivos cardiacos implantables (DCI) como marcapasos o

desfibriladores automaticos.

Las primeras descripciones sobre esta entidad se realizaron en el siglo XIX, cuando
se relaciond esta patologia con una etiologia bacteriana y Sir William Osler realizo
en el afio 1885 una detallada descripcién de los hallazgos tipicos de la EI [16].
Desde aquellas descripciones, los avances médicos y los cambios sociales a lo largo
del siglo XX, con el uso generalizado de protesis valvulares y dispositivos cardiacos
o la asociacion con personas usuarias de drogas intravenosas (IV) han expandido el

concepto actual de EI.

De manera resumida, en la patogenia de la EI actdan distintos factores que han de
ocurrir de manera relacionada para propiciar su desarrollo, empezando por
alteraciones de la superficie valvular que favorecen la adherencia y colonizacion
por bacterias. Esto suele ser consecuencia de alteraciones estructurales que
provocan flujos sanguineos turbulentos y/o de la accién de los propios patdgenos,
y resultan en el depdsito de plaquetas, fibrina y otros ligandos para acabar

produciendo vegetaciones “estériles” sobre la superficie valvular [13].

19



II. INTRODUCCION

Las bacterias deben adherirse a estas estructuras e invadir y persistir en este tejido,
multiplicindose y favoreciendo el crecimiento de las vegetaciones. En este sentido,
algunos patdgenos como Staphylococcus aureus posee mecanismos particulares
que facilitan su adhesion valvular y su persistencia posterior, como adhesinas y

alfa-toxinas.

La progresién en la comprension de esta entidad a lo largo del tiempo queda
patente al observar el desarrollo de los criterios diagnosticos de la El, que han ido
modificandose progresivamente para adaptarse a la realidad actual. Este punto, asi
como otros temas relacionados con la EI, son tratados con mas detalle en el

Apartado 2.5.
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2.2 EPIDEMIOLOGIA Y CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE

LA BACTERIEMIA

En las udltimas décadas se ha producido un profundo cambio en la
epidemiologia, la etiologia y las caracteristicas clinicas de la bacteriemia. A
continuacion, se resumen los aspectos mas relevantes de la incidencia, mortalidad,
agentes etiologicos, manifestaciones clinicas, abordaje terapéutico y coste asociado

de la infeccién endovascular.

2.2.1 Incidencia

La evidencia disponible apunta a un aumento progresivo de los episodios de
infeccion endovascular desde mediados del siglo XX. Los datos clasicos del Boston
City Hospital proporcionaron cifras de 7,4 episodios de bacteriemia por cada 1.000
ingresos en 1935 y 12,1 episodios en 1951 [17], aumentando hasta aproximadamente
30 episodios/1.000 ingresos en la década de 1970 [18]. De igual forma, entre los
afios 1979 y 2000, hubo un incremento anual del 8,7% en la incidencia de sepsis en

Estados Unidos, pasando de 82,7 a 240,4 por cada 100.000 habitantes [19].

En Espaiia, datos mas recientes apuntan a un aumento del nimero de episodios de
bacteriemia por 1.000 ingresos pasando de 16 a 31.2 entre 1986 y 2006 (un
incremento anual de 0.83 episodios por cada 1.000 ingresos) y una media de 191,2
episodios por cada 100.000 habitantes [20]. En Andalucia, otros autores situaban la
incidencia de episodios de bacteriemia en 14,7 por cada 1.000 ingresos y 109.2 por

cada 100.000 habitantes/afio en 2006 [21].
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Algunos autores consideran que el 36-50% de las bacteriemias tienen origen
comunitario, y que hasta el 37% de las bacteriemias consideradas previamente
como comunitarias pueden reclasificarse como asociadas a los cuidados sanitarios
desde la introduccién de este concepto [6]. En Espaiia, datos de Rodriguez-Baiio et
al. sefnalaron una incidencia de 19,2, 25,2 y 64,8 episodios por cada 100.000
habitantes y 2,7, 2,5y 8,4 episodios por cada 1.000 ingresos para las bacteriemias
de origen comunitario, asociadas a la asistencia sanitaria y nosocomial,

respectivamente [21].

Como se puede deducir, la incidencia de infeccidn endovascular también depende
de los factores de riesgo especificos de cada poblacion, de manera que se han
estimado incidencias de 2,9 episodios/1.000 procedimientos de hemodialisis y 35,2

episodios/1.000 dias de neutropenia, por ejemplo [22, 23].

2.2.2 Mortalidad

Se ha estimado que la mortalidad de la infeccién endovascular alcanza
250.000 muertes anuales en Norteamérica y Europa de manera combinada [24],
aunque las tasas de mortalidad son muy variadas y van en algunos estudios del 18
al 60%, siendo mayor en pacientes con trasplante de higado, bacteriemia por S.

aureus o en pacientes ancianos [25].

Segun su lugar de adquisicion, existen estudios que estiman la mortalidad de la
bacteriemia entre el 11-16% para las de origen comunitario, entre el 20-24% para las
relacionadas con la asistencia sanitaria, y entre el 10-32% para las nosocomiales,

con distintas cifras en funcion de si se trata de pacientes ingresados en servicios
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quirurgicos o si son pacientes neutropénicos o ingresados en Unidades de

Cuidados Intensivos [26-28].

Los resultados de una reciente revision sistematica donde se analizan los factores
de riesgo universales de mortalidad en la infeccién endovascular sefialan la edad,
las comorbilidades, el lugar de adquisicion, la severidad, el foco de infeccion, los
microorganismos multirresistentes y el tratamiento antibidtico empirico adecuado
como principales factores [29]. No obstante, sus autores apuntan que la
multirresistencia podria no implicar necesariamente mayor letalidad, pudiendo
comportarse como un marcador subrogado que se traduzca una mayor exposicion

al sistema sanitario.

2.2.3 Agentes etioldgicos

Los agentes etiologicos causantes de infeccion endovascular son muy
variados en funcién de diversos factores socioecondmicos, bioldgicos y clinicos.
Globalmente, los géneros Staphylococcus spp., Streptococcus spp. y Enterococcus
spp. suelen ser los mas frecuentes entre las bacterias Gram-positivas, mientras que
los agentes etioldgicos Gram-negativos suelen pertenecer a las enterobacterias.
Desde el punto de vista clinico, la etiologia estd condicionada al foco de infeccion,
al lugar de adquisicion y a los factores predisponentes del huésped,

principalmente.
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Identificar el foco de la infeccion es relevante porque puede orientar hacia el

agente etiologico responsables, al encontrar cierto tipo de bacterias que

frecuentemente proceden de focos concretos [38]:

Bacteriemia de origen respiratorio: aunque existen muchas posibilidades, es
frecuente encontrar bacterias como Streptococcus pneumoniae, Klebsiella
pneumoniae o Pseudomonas aeruginosa en determinadas circunstancias.

Bacteriemia de origen cutdneo o partes blandas: causadas normalmente por

bacterias que forman parte de la flora cutdnea habitual, como bacterias
Gram-positivas del género Staphylococcus o Streptococcus.

Bacteriemia de origen urinario: normalmente causadas por bacterias

aerobias Gram-negativas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae
como Escherichia coli, el principal agente etioldgico.

Bacteriemia de origen abdominal: aunque no es infrecuente encontrar

bacteriemias producidas por flora mixta, algunas de las bacterias mads
habituales en este foco son enterobacterias o anaerobios, como E. coli o

Bacteroides spp.

En cuanto a la influencia del lugar de adquisicion sobre la etiologia, podemos

encontrar algunas diferencias en cada caso:

Adgquisicidon comunitaria: suelen predominar las bacterias Gram-negativas

(68%), siendo E. coli la mas comun (49%). Los focos de infeccion mas
frecuentes son el tracto urinario (46-53%), seguido de neumonia (12-27%) e

infeccion intraabdominal (4-9%) [4, 6].
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- Adgquisicidon relacionada con la asistencia sanitaria: predominan las

bacterias Gram-negativas, aunque con una mayor proporcion de episodios
causados por S. aureus resistente a meticilina (SARM). El foco de infeccion
suele ser el tracto urinario tras manipulaciones de la via urinaria o la piel o
tejidos blandos en relacidn con tlceras de decubito [4].

- Adgquisicion _nosocomial: las bacterias Gram-positivas son las mas

frecuentes (65%), predominando los estafilococos y enterococos [30]. No
obstante, los agentes y sus patrones de sensibilidad pueden variar de
manera significativa entre cada servicio y entre centros hospitalarios, por lo

que es imprescindible conocer la epidemiologia local de cada institucion.

Los factores predisponentes del huésped también pueden asociar cierto tipo de
agentes etiologicos con mayor frecuencia, como las bacteriemias por SARM en
pacientes que reciben hemodidlisis o las causadas por bacterias Gram-negativas

como P. aeruginosa en pacientes inmunosuprimidos [31, 32].

En 2022, la Comision europea identificé la resistencia a los antimicrobianos como
una de las tres principales amenazas prioritarias para la salud [33]. En general, los
ultimos datos muestran tendencias ascendentes en el nimero de infecciones y
muertes atribuibles a multiples combinaciones de resistencias bacterianas, y se
estima que cerca del 70% de los casos fueron infecciones relacionadas con la

asistencia sanitaria [34].

Aungque las cifras son variables entre paises, los datos de los estudios de vigilancia
epidemioldgica apuntan a un ascenso global de las infecciones causadas por
bacilos Gram-negativos multirresistentes [35, 36], siendo especialmente llamativo
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el ascenso progresivo en los episodios causados por Klebsiella pneumoniae
productora de carbapenemasas en Europa. Aunque segun datos del European
Centre for Disease Prevention and Control y la European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network (EARS-Net) en Espafia representan menos del 10% de los
aislados totales, en algunos paises de nuestro entorno llegan a superar el 50% de

los aislados (Figura I).

Figura I. Porcentaje de aislados invasivos de Klebsiella pneumoniae

resistente a carbapenems en Europa, segun pais, en el afio 2022.
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Fuente: Antimicrobial resistance in the EU/EEA (EARS-Net). Annual
Epidemiological Report for 2022 [36].
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2.2.4 Manifestaciones clinicas

La infeccion endovascular puede manifestarse clinicamente de maneras
muy distintas, desde cuadros que pueden pasar inadvertidos con una baja carga

microbiana en sangre, a cuadros graves de shock séptico con elevada mortalidad.

Las manifestaciones clinicas de la sepsis pueden ser ampliamente variables y no
especificos, por lo que el diagnodstico de sepsis es complejo. Entre los sintomas y
signos en pacientes con sepsis, suele encontrarse la presencia de hipotension
arterial, taquicardia, fiebre o leucocitosis, que se acompafian de oliguria y

alteracion del estado mental si la enfermedad progresa [15]:

- Hipotensidn arterial (tension arterial sistélica <go mmHg).

- Temperatura >38,3°C o <36°C.

- Taquicardia (>90 latidos por minuto o mas de 2 desviaciones estandar por
encima del valor normal por edad).

- Taquipnea (>20 respiraciones/minuto).

- Signos de hipoperfusion: pueden producir manifestaciones cutaneas
(cianosis, petequias...), alteracion del nivel de conciencia, oliguria o anuria.

- En funcion del foco de infeccion, pueden encontrarse distintas
manifestaciones clinicas, como la presencia de tos o disnea en caso de

neumonia.

Aunque algunos pardmetros de laboratorio como la leucocitosis/leucopenia o el
aumento de reactantes de fase aguda, proteina C reactiva o procalcitonina pueden
orientar el diagndstico, ninguno de ellos posee suficiente sensibilidad ni

especificidad por si mismo para establecer un diagnostico definitivo, y ninguno se
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incluye en el SOFA score para el diagnostico de disfuncion organica comentado

con anterioridad (Tabla II).

2.2.5 Tratamiento antibidtico

Es conocido que el riesgo de mortalidad de los pacientes con sepsis se
incrementa por cada hora de retraso del inicio de un tratamiento antibidtico
apropiado [37]. Aunque el objetivo de esta seccion no es revisar en detalle algo tan
complejo como el abordaje terapéutico de la bacteriemia, cabe mencionar que el
tratamiento antibiotico, especialmente en escenarios de sepsis y shock séptico, es

fundamental.

Existen multiples guias clinicas que ayudan a decidir la mejor estrategia en
multiples escenarios. A modo de resumen, en funcién de los microorganismos mas
probables asociados a cada foco de infeccion, comentados previamente, o de las
circunstancias propias de cada paciente, se puede disefnar un tratamiento empirico

inicial [s, 38]:

- Bacteriemia de origen en piel o partes blandas: antibiéticos como la

oxacilina, clindamicina o cefalosporinas son opciones que cubren las
bacterias Gram-positivas mas frecuentemente implicadas en estas
opciones. En circunstancias de alta incidencia de infeccion por SARM,
deben incluirse otras opciones como vancomicina.

- Bacteriemia de origen abdominal: es razonable el uso de betalactamicos

combinados con inhibidores de betalactamasas, cefalosporinas de tercera o
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cuarta generacidon con metronidazol, o carbapenémicos, segun el escenario
clinico.

- Bacteriemia de origen urinario: los regimenes empiricos incluyen

frecuentemente farmacos como cefalosporinas o fluoroquinolonas en estos
Casos.

- Bacteriemia en el paciente critico: la cobertura antibidtica inicial debe ser

de amplio espectro inicialmente en estos pacientes hasta disponer de
informacion adicional.

- Bacteriemia en el paciente neutropénico: las cefalosporinas

antipseudomonicas, carbapenémicos o piperacilina-tazobactam son
frecuentemente utilizadas en este escenario para asegurar la actividad
contra P. aeruginosa, valorando ademas el uso de otros farmacos como
vancomicina si se sospecha la participacion de SARM.

- Bacteriemia de origen nosocomial o relacionada con la asistencia sanitaria:

es razonable que la cobertura inicial incluya microorganismos resistentes

como SARM o P. aeruginosa.

2.2.6 Coste asociado

La heterogeneidad en las definiciones utilizadas en la literatura, las
diferencias en el coste entre servicios hospitalarios y entre paises y la falta de
criterios uniformes para evaluarlos, entre otros factores, inciden en la dificultad

para evaluar el impacto econdmico de la infeccion endovascular y la sepsis. Aun
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asi, las cifras de mortalidad y de coste econémico justifican que sea uno de los

problemas mas importantes en salud publica.

La sepsis tiene un coste de mas de 20 billones de ddlares, representando el 5,2%
del total del gasto hospitalario en Estados Unidos en 201 [15]. Segun algunas
estimaciones, los pacientes ingresados con sepsis suponen un coste medio de
36.191 euros (aunque las cifras son muy variables entre paises y van de 1.101 a 91.951
euros) [39], y pueden suponer una diferencia media de gasto economico que

supera los 43.000 dolares respecto al resto de pacientes hospitalizados [40].

En Espafia, un estudio realizado entre 2000 y 2013 situd el coste medio de la sepsis
en 9.090 euros por paciente, con un coste menor en pacientes supervivientes
(8.423 vs. 10.219 euros), en pacientes en servicios médicos respecto a servicios
quirargicos (5.334 vs. 32.854 euros) y en pacientes con menores datos de
disfuncion orgdnica (7.307 vs. 15.120 euros) [41]. La Figura II muestra la evolucion

del gasto medio total por paciente ajustado por edad.

Algunos estudios han calculado que el gasto aproximado que supone una
hospitalizacién aumenta entre 10.000 y 20.000 doélares en caso de producirse una
infeccion endovascular [42], y que la bacteriemia relacionada con catéteres
centrales es la infeccion relacionada con la asistencia sanitaria que mads gasto

produce [43].

En cuanto al impacto econdémico de la resistencia antimicrobiana, se ha calculado
que, de no controlarse, para el afo 2050 podria suponer costes superiores a 100

billones de doélares del producto interior bruto mundial, y causar a los paises mas
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pobres una pérdida de mas del 5% de su producto interior bruto, empujando a 28

millones de personas a la pobreza [44, 45].

Figura II. Evolucion del gasto medio total por paciente séptico ajustado a

edad entre 2000 y 2014.
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2.3 FACTORES DE RIESGO

Existen numerosos factores de riesgo que propician el desarrollo de
bacteriemia y sepsis. Algunos son intrinsecos al propio huésped, otros son
extrinsecos o ambientales y otros dependen de las caracteristicas del propio agente

etioldgico de la infeccidn.

Como se ha comentado, todo ello justifica la amplia variedad de expresiones
clinicas y diferentes prondsticos con los que puede manifestarse esta entidad, por
lo que conocer la presencia de estos factores es esencial para interpretar la
bacteriemia en un determinado contexto clinico. La EI tiene sus propios factores

de riesgo, que seran comentados en mayor profundidad en el Apartado 2.5.2.

2.3.1 Dependientes del huésped

Los factores demograficos y las comorbilidades tienen gran relevancia en el
desarrollo de bacteriemia y sepsis. Asi, la edad avanzada, el sexo masculino, la raza
negra, el estado nutricional, el estatus vacunal y los polimorfismos genéticos se

han relacionado con el desarrollo de sepsis [13, 46].

Por su parte, las enfermedades subyacentes también pueden determinar la
predisposicion a cierto tipo de bacteriemias y la presencia de enfermedades
cronicas o alteraciones del sistema inmunitario favorecen el desarrollo de sepsis.
Un ejemplo frecuente son los pacientes inmunodeprimidos, cuyos tratamientos

(principalmente quimioterdpicos) alteran las barreras mucocuténeas y facilitan la
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aparicion de bacteriemias secundarias espontaneas producidas por la traslocacion

de bacterias intestinales hacia el torrente circulatorio.

Las guias clinicas de la SEIMC resumen las principales caracteristicas clinicas de
las bacteriemias en funcion de la enfermedad subyacente (Tabla III) [5]. Entre las

entidades predisponentes destacan principalmente:

- Hemodidlisis cronica: el acceso vascular de estos pacientes es un origen

muy comun de infeccion endovascular, siendo 7 veces superior cuando éste
se realiza a través de un catéter respecto a una fistula arteriovenosa. En este
tipo de episodios predominan las bacteriemias causadas por Gram-
positivos, principalmente Staphylococcus aureus y Staphylococcus
coagulasa-negativos [22].

- Receptores de trasplantes de drgano sélido: aunque el érgano trasplantado

suele ser el foco de infeccion, multiples factores influyen en el desarrollo de
bacteriemia en estos pacientes, desde el tipo de érgano trasplantado al
periodo postrasplante en el que ocurre el episodio. Los trasplantes con
mayor riesgo de desarrollo de bacteriemia son el trasplante hepatico (22-
29%), el cardiaco (16%) y el renal (12%) [47-49]. La mayoria de episodios
ocurren durante el primer mes postrasplante, de manera que pasados 12
meses desde el injerto, la epidemiologia se asemeja mas a la de la poblacion

general.

- Receptores de trasplante de progenitores hematopoyéticos: la neutropeniay
la enfermedad de injerto contra huésped son especialmente relevantes para

el desarrollo de bacteriemia en estos pacientes.

33



II. INTRODUCCION

- Infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH): a raiz de la

introduccion del tratamiento antirretroviral de gran actividad, la infeccion
endovascular ha cambiado claramente en este tipo de pacientes, siendo
mucho menos frecuente en la actualidad. Hoy en dia estd mas relacionada
al &mbito nosocomial y, aunque han aumentado los episodios causados por
Gram-positivos, las bacteriemias por P. aeruginosa o Salmonella siguen
siendo relevantes en pacientes con una cifra de linfocitos CD4 inferior a 50
cel/mm3[50].

- Otras poblaciones: los pacientes con cirrosis hepatica, esplenectomizados o

usuarios de drogas por via parenteral, entre otros, también tienen un mayor

riesgo de desarrollo de bacteriemia [51-53].

Muchos de estos pacientes precisan con frecuencia ingresos hospitalarios y
atencion especializada, por lo que suman, ademas, los riesgos inherentes a la

infeccion nosocomial y asociada a los cuidados sanitarios.

De igual forma, multiples comorbilidades se han relacionado con el desarrollo de
sepsis, como la enfermedad renal crénica, la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, el uso de farmacos inmunosupresores, el cancer o la diabetes. Seguin
algunos estudios, los pacientes con cancer tienen de 3 a 4 veces mas

probabilidades de sepsis y mayor riesgo de mortalidad que la poblaciéon general

[54].
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Tabla III. Principales caracteristicas de las bacteriemias segin la enfermedad

subyacente.
Tipo de Incidencia Etiologia Microorganismos | Origen | Mortalidad
paciente Gram- Gram- Hongos | Anaerobios principales
positivos | negativos
Hemodialisis 2,9° 60-90 5-45 <3 - ECN, S. aureus, Acceso 12-36%
Enterococcus vascular,
respiratorio
Trasplante 22-29° 63 29 5 2 Estafilococos, Abdominal, 21-26%
hepatico enterococos, via biliar,
enterobacterias catéter
Trasplante 1P 51 47 2 - Estafilococos, P. Urinario, 5%
renal aeruginosa, E. coli catéter
Trasplante 16P 48 58 2 - S. aureus, Pulmonar, 59%
cardiaco enterobacterias, P. catéter
aeruginosa
TPH 21-36¢ 62-75 15-38 4 <2 SCN, Streptococcus, Catéter, 7-40%
enterobacterias, P. respiratorio
aeruginosa
Infeccién VIH 2,4¢ 60-67 18-30 5-8 3 S. aureus, S. Catéter, piel 20-25%
15¢ pneumoniae, y partes
Salmonella blandas
Usuarios de 9 75 20 5 - S. aureus, Piel y partes 7-10%
drogas estreptococos, blandas,
inyectables bacilos Gram- vascular,
negativos respiratorio
Cirrosis 18,38 47 50 1 2 E. coli, S. aureus, S. Abdominal, 53%
hepética pneumoniae vascular
Esplenectomia 2,3 - - - - S. pneumoniae, H. Respiratorio 15-70%
influenzae, N.
mengingitidis
Lesion 5,61 - - - - Enterococos, E. coli, Urinario, 13%
medular P. aeruginosa, S. piel y partes
aureus blandas,
respiratorio

ECN: estafilococos coagulasa-negativa; TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos. “ne

episodios por 1.000 procedimientos, ®n2 episodios por 100 receptores de trasplante, °n® episodios

por 100 pacientes,

d

n¢ episodios por 1.000 dias de hospitalizacion, °n® episodios por 1.000

pacientes-afio, % sobre el numero global de bacteriemias extrahospitalarias, 9por 1.000

pacientes y ano,

h

unidades especificas.

ne episodios por cada 100 personas-afio, '% sobre el nimero de ingresos en

Adaptado de: Guia para el diagnéstico y tratamiento del paciente con bacteriemia. Guias
clinicas SEIMC. 2006. Disponible en:
https://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/quiasclinicas/seimc-

GuiaClinicas 2006 Bacteriemia.pdf
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2.3.2 Ambientales

Diversos factores ambientales y sociales se relacionan con el desarrollo de
sepsis, de manera que el riesgo es mayor en pacientes con un peor estatus
socioeconomico [55] y determinadas entidades son mas frecuentes segun el

periodo estacional [56].

El ingreso hospitalario también se asocia a una serie de factores de riesgo
inherentes a la propia hospitalizacion, de forma que su duracion, la aparicion de
complicaciones postquirurgicas o la presencia de catéteres urinarios o

intravenosos también favorecen el desarrollo de sepsis [13].

Cabe destacar en este sentido la presencia de catéteres intravenosos como causa
muy frecuente de infeccion endovascular, al suponer una ruptura de las barreras
mucocutaneas y un acceso directo al torrente circulatorio. La bacteriemia
relacionada con catéter (BRC) ocurre en asociacion con catéteres periféricos
intravenosos o catéteres venosos centrales, cada vez mas frecuentes tanto en el

ambito hospitalario como ambulatorio.

Segun cifras del Estudio de Prevalencia de la Infeccion Nosocomial en Espafia
(EPINE), los catéteres intravenosos se han relacionado con hasta el 50% de las
bacteriemias nosocomiales y la prevalencia en el afio 2016 fue de 1,18 episodios por

100 pacientes [57].

El riesgo de desarrollo de bacteriemia depende del tipo de catéter empleado, su
localizacion, el tiempo desde su implantacion, el nimero de manipulaciones del

mismo o la ubicacién del paciente.
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Asi, el mayor riesgo de infeccion se observa con catéteres venosos centrales no
tunelizados temporales o con localizacion a nivel femoral [58, 59]. La colocacion
de catéteres en servicios de Urgencias tiene mayor riesgo de infeccion, por lo que
han de seguirse unos cuidados estrictos y valorar su recambio precoz. Aunque los
catéteres periféricos no se han asociado tradicionalmente a un riesgo tan elevado
como los centrales, este riesgo esta probablemente infraestimado; la flebitis es una
complicacion muy frecuente y observaciones recientes han relacionado hasta un

23% de las BRC nosocomiales con catéteres periféricos [60].

El National Helathcare Safety Network define las central line-associated
bloodstream infections (o CLABSI por su acronimo en inglés) como infecciones
endovasculares en un paciente que ha tenido un catéter venoso central durante
mas de 48 horas antes de la fecha de extraccién de hemocultivos, si no se
encuentra otro foco de bacteriemia o fungemia. Esta definicion podria, por tanto,
sobreestimar la verdadera incidencia de CLABSI si no se identifica un foco
alternativo con facilidad. Ademas, aunque a veces se tiende usar indistintamente
los términos CLABSI y CRBSI (catheter-related bloodstream infection), la
definicion de CRBSI si incluye parametros clinicos y la identificacion del catéter
como foco de infeccion. Esto tiene repercusiones evidentes en la heterogeneidad

de los estudios, complicando la interpretacion de resultados.
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2.3.3 Dependientes del microorganismo

Las bacterias poseen una amplia variedad de mecanismos y factores de
virulencia que les ayudan a escapar de la respuesta inmune y alcanzar el torrente
circulatorio [13]. A través del proceso conocido como quorum sensing, las bacterias
son capaces de comunicarse entre ellas y regular su expresion génica, de manera
que pueden permanecer inactivas para no ser detectadas, o incrementar la

expresion de factores de virulencia para lanzar una respuesta coordinada [61].

Algunas bacterias son capaces de producir toxinas con el objetivo de danar
mucosas del huésped, como los superantigenos responsables del shock toxico
estafilococico o estreptococico [62]. De igual forma, existen multiples pathogen
associated molecular patterns, como el lipopolisacdrido o el peptidoglicano, con
capacidad de provocar hiperinflamacién, dafio tisular y contribuyendo al

desarrollo de shock séptico.

Por dltimo, la diseminacion de bacterias que expresan mecanismos de resistencia
antimicrobiana en las dltimas décadas es un punto de gran relevancia, pues
compromete, dificulta y obliga a modificar tratamientos empiricos [63]. Ademas,
existe evidencia de que la resistencia antimicrobiana podria aumentar las tasas de
mortalidad [29]. Si bien en algunos estudios la infeccién por SARM se ha asociado
de manera independiente con mayor mortalidad [7, 64], no siempre se ha

demostrado esta relaciéon entre multirresistencia y mortalidad [65].
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2.4 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DE LA BACTERIEMIA

El diagnostico microbiologico de la infeccion endovascular es una de las
responsabilidades fundamentales de los servicios de Microbiologia. Actualmente,
el hemocultivo continta siendo el pilar fundamental del diagnoéstico etioldgico
de la infeccién endovascular. La concentracion de microorganismos en sangre en
un episodio de bacteriemia, que suele oscilar entre 10 y 10# unidades formadoras de

colonias (UFC) por mililitro, puede ser tan baja como 0,1 UFC/mililitro.

A continuacion, se revisaran brevemente las caracteristicas mas relevantes del
hemocultivo, su procesamiento en caso de ser positivo, y los métodos de andlisis de
sensibilidad antimicrobiana. Las recomendaciones generales en cuanto a las
indicaciones, metodologia de extraccidn, transporte y procesamiento de los
hemocultivos pueden ser consultadas en documentos cientificos de sociedades
como la SEIMC [3] o del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [66] y

no seran abordadas en este punto.

2.4.1 Hemocultivos

El hemocultivo es una prueba facil de realizar, barata, y supone la unica
técnica que permite el aislamiento de microorganismos viables para determinar su
sensibilidad antibiética. Un resultado positivo supone una informaciéon de

importancia critica, al poder traducir potenciales situaciones de sepsis.

Entre sus desventajas podemos sefialar que no es una prueba inmediata, exigiendo

un tiempo de incubacidon variable hasta la obtencion de resultados; su rendimiento
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disminuye en pacientes que reciben tratamiento antibidtico previo y ante la
infeccion por ciertos microorganismos de crecimiento lento (como Cutibacterium
spp.), con requerimientos nutricionales especiales, u hongos; implica un proceso
que puede ser molesto para el paciente; y en una proporcion de casos no
desdefiable, pueden verse contaminados por bacterias colonizadoras de la piel
durante su extraccién, produciendo diagndsticos erroneos, tratamientos

innecesarios y elevando el gasto econénomico.

En este sentido, un punto critico a la hora de valorar el resultado del hemocultivo
positivo es distinguir entre los casos de contaminacion y las verdaderas
infecciones. El National Healthcare Safety Network define como contaminacion o
falso positivo aquel hemocultivo en el que se aislan especies propias de la flora
cuténea o del ambiente, como los Staphylococcus coagulasa-negativa,
Cutibacterium acnes, Corynebacterium spp., Aerococcus spp., Micrococcus spp.,

Bacillus spp. y algunos estreptococos del grupo viridans.

Sin embargo, es imprescindible analizar el contexto clinico y el nimero de
hemocultivos positivos antes de interpretar el aislamiento de estos
microorganismos como no significativo, pues en determinadas circunstancias
también pueden producir infeccion endovascular. El aislamiento de estafilococos
coagulasa negativa, Enterococcus spp. o Streptococcus del grupo viridans pueden
suponer una interpretacion problemadtica, pues se asocian a bacteriemias
verdaderas en el 38%, 78% y 15%, respectivamente [3]. Por el contrario, el
aislamiento de Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, P. aeruginosa,

enterobacterias y Candida albicans casi siempre implican bacteriemias verdaderas.
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En la actualidad, los hospitales cuentan con sistemas automatizados para el
procesamiento de hemocultivos de distintas marcas comerciales, en los que las
muestras son incubadas a una temperatura constante y son monitorizados
periédicamente para la deteccién de frascos donde se produce multiplicacién de

microorganismos.

Igualmente, existen diferentes tipos de frascos de hemocultivos segin la compania
con especificaciones concretas. Los mas relevantes son los frascos para el
aislamiento de bacterias aerobias y anaerobias facultativas, y los frascos para el
aislamiento de anaerobios facultativos y estrictos, aunque existen otras botellas
optimizadas para hongos o para usar en Pediatria, donde se obtienen menores
volumenes de sangre. Los frascos para aislamiento de anaerobios, cuya utilidad ha
sido cuestionada por el bajo porcentaje de bacteriemias causadas por anaerobios
estrictos, siguen siendo recomendados por las guias clinicas, al permitir detectar
mas rapidamente un 10% de las bacterias anaerobias facultativas y poder ayudar a

localizar el foco de la infeccidn.

Los frascos suelen contener medios de cultivo enriquecidos con diferentes
nutrientes que utilizan como anticoagulante polianetol sulfonato de sodio, capaz
de neutralizar la actividad bactericida del suero e inhibir la accion de algunos
antibioticos, asi como resinas o particulas de carbén que inhiben la actividad de

algunos antibioticos y de los componentes de la cascada del complemento [3].

Se calcula que la probabilidad pretest de obtener resultados positivos en
hemocultivos es entre el 20-50% en casos de sepsis grave, y de mas del 50% en

casos de shock séptico [67, 68]. Se han descrito varios factores que se relacionan
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con la sensibilidad del hemocultivo, como la administracién previa de antibioticos,
la atmdsfera de incubacion o el retraso en su procesamiento, siendo el volumen de

sangre inoculada uno de los factores mds determinantes en su rentabilidad [69,

70].

Con los medios actuales, el 85-90% de los hemocultivos son positivos en menos de
48 horas desde su incubacion, aunque se mantienen durante un periodo de 5 dias
antes de ser considerados negativos y desechados. No obstante, las guias clinicas
recomiendan prolongar el tiempo de incubaciéon en patologias como la
endocarditis infecciosa, que pueden estar causadas por bacterias de crecimiento
lento, o cuando se sospeche la presencia de hongos, micobacterias, Brucella spp.,
Legionella spp., Bartonella spp. o Nocardia spp. [3], aunque su prolongacion
favorece la recuperacion de microorganismos contaminantes cuya interpretacion

ha de realizarse cuidadosamente.

2.4.2 Procesamiento de hemocultivos positivos

Siguiendo las recomendaciones del documento cientifico de la SEIMC, ante
un resultado positivo, debe realizarse un examen directo mediante tincion de
Gram para confirmar la presencia de microorganismos y obtener informacién

preliminar que puede ser de gran utilidad [3].

Posteriormente, cada institucidn tiene sus propios algoritmos para la
identificacion del agente etiologico, aunque en general el proceso incluye la

realizacién de subcultivos en medios sdlidos y el uso de sistemas rapidos no
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basados en cultivos para obtener informacion de manera mds precoz sobre la

etiologia y, en ocasiones, la sensibilidad antibidtica del microorganismo [71].

Los subcultivos se realizan independientemente del resultado de la tincién de
Gram, inoculando sangre del frasco en diferentes medios de cultivo: siempre se
debe inocular en agar sangre y/o agar chocolate, pudiendo usar ademas placas
selectivas para cocos Gram-positivos y bacilos Gram-negativos o placas de agar
Saboureaud o con medios cromogénicos si se sospecha infeccion fungica. Las
placas se incuban a 37°C y deben revisarse a las 24 horas, manteniéndolas mas

tiempo si son negativas.

Entre los mencionados métodos de diagndstico etiologico no basados en cultivo,

encontramos las siguientes técnicas [3]:

- Serologia: Dado que determinados microorganismos como Bartonella spp.
o Leptospira spp., no son cultivables o exigen métodos lentos y costosos, se
puede usar la deteccion de anticuerpos. Su mayor desventaja es que pueden
ofrecer resultados negativos en la fase aguda de la enfermedad, por lo que
se limita su utilidad practica.

- Técnicas basadas en la deteccidon de dcidos nucleicos: estas técnicas tienen

algunas ventajas muy relevantes, como su rapidez y su utilidad en casos de
microorganismos de dificil crecimiento o no cultivables o cuando se ha
iniciado un tratamiento antimicrobiano previo a la toma de muestras. En
algunos casos, también pueden ofrecer informacion sobre la sensibilidad
antibidtica del agente etiologico a través de la deteccidon de determinantes

de resistencia. A pesar de ser mas caras, su uso se ha extendido en gran
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medida por los laboratorios de Microbiologia, aunque se requiere personal
experto para la realizacion de la técnica y para la interpretacion de
resultados, pues pueden detectar ADN de bacterias no viables.

- Técnicas basadas en espectrometria de masas: la introduccion de los

sistemas de MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption ionization
time-of-flight mass spectometry) ha revolucionado los protocolos de trabajo
convencionales. Son capaces de ofrecer informacidn sobre la etiologia en
cuestion de minutos tras realizar la tincién de Gram, permitiendo acortar
mucho el tiempo en comparacion con los métodos tradicionales. Sus
resultados son muy fiables en la identificacion de enterobacterias y
levaduras, y menos para S. pneumoniae, Streptococcus mitis y
Streptococcus oralis o para bacteriemias polimicrobianas. También resulta

muy util para la deteccion de microorganismos de cultivo lento o dificil.

Existen otras numerosas técnicas que se pueden utilizar, bien sobre frascos de
hemocultivos positivos (como la tecnologia FISH o fluorescence in situ
hybridization, o las técnicas inmunocromatograficas), o bien directamente a partir
de la sangre del paciente (como los sistemas T2MR, que usan nanotecnologia
basada en resonancia magnética para detectar la presencia de especies de
Candida), aunque estos métodos son mas caros y su beneficio clinico y econémico
aun ha de evaluarse con mayor profundidad, por lo que en general son menos

utilizados actualmente.
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2.4.3 Sensibilidad antimicrobiana

Existen distintos métodos que se utilizan con objetivo de disminuir el

tiempo hasta disponer de informacion sobre la sensibilidad antimicrobiana del

agente etioldgico, tan relevante en el abordaje de la bacteriemia, entre los que cabe

destacar:

Métodos fenotipicos: a pesar de que su realizacion directamente del frasco
del hemocultivo positivo no esta avalada por las recomendaciones del
European Comittee of Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) ni del
CLSI, sus resultados parecen ofrecer una elevada correlacion con respecto a
los resultados del método de referencia (a partir de la colonia aislada en un
medio sélido) [3]. Aunque permiten acortar en 24 horas el tiempo de
respuesta, es imprescindible confirmar los resultados con métodos
estandarizados. Existen otros métodos de utilidad, pero aun menos
validados, como los métodos de gradiente de difusion (Etest®), o el uso de
placas con medios cromogénicos (para S. aureus resistente a meticilina,
enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido
[BLEE] o carbapenemasas, o enterococos resistentes a vancomicina).

Métodos de amplificacién genémica: existen varios sistemas capaces de

detectar la presencia del genoma de distintos patdogenos y ademas de
determinados genes relacionados con la resistencia antibiotica con elevada
sensibilidad y especificidad, siendo FilmArray Blood Culture Identification
Panel (BioFire Diagnostics) y GeneXpert (Cepheid) algunos de los mas

comunes.
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- Nefelometria: utilizada por el sistema Alfred AST (Alifax) para monitorizar
el crecimiento bacteriano, es capaz de cuantificar bacterias vivas a partir de
tubos con medio de enriquecimiento y antibidtico junto con una alicuota
del hemocultivo positivo y ofrecer en un tiempo de unas 5 horas

informacidn sobre la sensibilidad antimicrobiana.

Disponemos, por tanto, de diferentes herramientas para conseguir un diagndstico.
Integrar la informacion clinica con los hallazgos de diagnostico microbioldgico de
manera rapida y eficiente es fundamental para un abordaje éptimo de la

bacteriemia.
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2.5 ENDOCARDITIS INFECCIOSA

La EI continda teniendo gran relevancia en materia de salud publica a nivel
mundial [72]. En este apartado se comentaran las caracteristicas mas relevantes a

nivel epidemiologico y clinico de esta entidad en los ultimos afios.

2.5.1 Epidemiologia

En un estudio realizado en 19 paises de renta alta entre 1990 y 2019, los
ratios de incidencia estandarizada por edad aumentaron en los tltimos 30 afios,
con cifras entre 10 y 20 episodios por 100.000 habitantes [73]. Realizar
estimaciones sobre la incidencia de esta entidad, relativamente infrecuente,
implica afrontar dificultades metodoldgicas a la hora de encontrar denominadores
poblacionales que ofrezcan informacidn fiable y comparable, por lo que los datos
que manejamos provienen de un numero limitado de estudios, que normalmente
son estudios poblacionales o realizados a partir de registros nacionales de
hospitalizaciones. Ademads, las definiciones precisas de cada caso no son
universalmente uniformes entre autores y estudios, dificultando aiin mas estos

calculos [74].

En cualquier caso, estos trabajos sefialan un aumento en la incidencia de EI en las
ultimas dos décadas en paises desarrollados [73, 75-78], aunque algunos autores
sefialan que su incidencia podria haberse estabilizado en los dltimos afios en
algunos paises [73]. En Europa, la incidencia anual en Francia se estimo en 33,8
casos por millén de habitantes en 2008 [79], y en Alemania la incidencia entre
2007 y 2019 fue creciendo de 6,3 a 10,2/100.000 habitantes [80]. En Esparfia se ha

comunicado un aumento en la incidencia de 2,72 a 3,49 episodios por 100.000
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personas-afio entre 2003 y 2014, lo que supone un aumento del 2% por afio,
especialmente en pacientes ancianos [81]. Precisamente el aumento de la
esperanza de vida puede ser una de las principales causas de los aumentos de

incidencia observados a lo largo del tiempo [82].

La mortalidad de la EI también parece haber ido aumentando a lo largo del
tiempo, con cifras entre 0,5 y 3 muertes por cada 100.000 habitantes y afio, y
aunque las cifras parecen haberse estabilizado en los ultimos afios [73], la

mortalidad al afio sigue siendo muy elevada y puede alcanzar el 30% [83].

La EI, al igual que la bacteriemia, se clasifica en funcion del lugar de adquisicion.
Aunque las definiciones son muy heterogéneas en la literatura, en general suelen
utilizarse las empleadas en los estudios de la cohorte ICE-PCS (International

Collaboration on Endocarditis-Prospective Cohort Study) [84]:

- EI de adquisicion comunitaria: aquella EI diagnosticada durante las
primeras 48 horas de ingreso en un paciente que no cumple criterios para
infeccion nosocomial o relacionada con la asistencia sanitaria.

- EI nosocomial: EI diagnosticada en un paciente hospitalizado mas de 48
horas antes del inicio de los sintomas sugestivos de infeccion.

- EI relacionada con la asistencia sanitaria o nosohusial: es la EI

diagnosticada en las 48 horas siguientes al ingreso en un paciente que
cumple cualquiera de los siguientes criterios: tratamiento intravenoso
ambulatorio, cuidado de heridas o cuidados especializados de Enfermeria
en domicilio en los 30 dias previos al inicio de los sintomas; uso de

hemodidlisis o quimioterapia intravenosa en los 30 dias previos;
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hospitalizacién por 2 o mas dias en los 9o dias previos; institucionalizados

en residencias o centros de larga estancia.

2.5.2 Factores de riesqo

Los microorganismos pueden acceder al torrente circulatorio desde
infecciones locales (de piel y partes blandas, orales, del tracto digestivo o urinario)
o mediante el uso de drogas via intravenosa, o a través de una exposicion a la
asistencia sanitaria que conlleve procedimientos diagnosticos o terapéuticos

invasivos.

Existen numerosos factores de riesgo relacionados con el desarrollo de EI, entre los
que destacan la edad, el sexo masculino, las cardiopatias estructurales, valvulares y
congénitas, la mala higiene bucodental, el uso de drogas intravenosas, la presencia

de material protésico endovascular o el uso de hemodialisis, entre otros [85-87].

En la reciente actualizacion de las guias europeas de manejo de la EI de 2023 [88],

los grupos de pacientes que se considera de alto riesgo de El son:

- Pacientes con episodios de EI previa.

- Pacientes con valvulas protésicas (implantadas via quirurgica o
transcatéter) o con cualquier material de reparacion valvular, incluyendo
valvulas biolégicas.

- Pacientes con cardiopatias congénitas como la cardiopatia congénita no
tratada y aquellos que reciben cirugia con implante de material protésico o

shunts.
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- Pacientes con dispositivos de asistencia ventricular como terapia de destino.

En estos pacientes se recomienda la profilaxis antibiotica previa a procedimientos
dentales de riesgo (que incluyen extracciones dentales, cirugia periodontal,
implantes, biopsias o procedimientos que impliquen manipulacién del tejido
gingival o region periapical dental), y puede ser considerada ante procedimientos
diagndsticos y terapéuticos del tracto respiratorio, gastrointestinal, genitourinario,
cutdneo o musculoesquelético (recomendacién de clase IIb con un nivel de

evidencia C).

Los pacientes con cardiopatia reumatica, cardiopatia valvular degenerativa, valvula
aortica bicaspide congénita, portadores de dispositivos electronicos implantables
cardiacos y con miocardiopatia hipertrofica se consideran de riesgo intermedio. En
estos pacientes, la profilaxis no estd recomendada de manera rutinaria y ha de

considerase individualmente [88].

2.5.3 Agentes etiol6gicos

Los estudios de la cohorte ICE-PCS y del registro EURO-ENDO (European
Infective Endocarditis Registry) indican que los microorganismos mds frecuentes
como causantes de EI son S. aureus (31%), seguido de estreptococos orales (17%) y
estafilococos coagulasa-negativa (11%) [89, 9o0], aunque otros trabajos sefialan
incidencias en ascenso de casos causados por otros microorganismos, como E.

faecalis [91].
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Cabe mencionar que, aun en ausencia de los factores de riesgo especificos
previamente mencionados, el aislamiento de cierto tipo de microorganismos en
hemocultivos deberia alertar sobre la posibilidad de EI. En este sentido, ademas de
la presencia de S. aureus, el aislamiento de estafilococos coagulasa-negativa en
pacientes portadores material protésico endovascular deberia ser considerado
como relevante, especialmente en casos de bacteriemia completa en todas las
botellas extraidas o de bacteriemia persistente. En este grupo destaca
especialmente Staphylococcus lugdunensis, cuya virulencia es similar a la de S.

aureus [92].

En cuanto a los estreptococos, la prevalencia de EI en episodios causados por
especies del grupo viridans como Streptococcus gallolyticus, S. mitis, S. sanguinis,
S. gordonii y S. mutans es superior al 30%. En cambio, la prevalencia de EI en
episodios de bacteriemia por S. pyogenes y S. pneumoniae es baja, salvo en casos de

sindrome de Austrian que cursen con meningitis, neumoniay EI [93].

El aislamiento de E. faecalis, por su incidencia en aumento, y de Haemophilus spp.,
Aggregatibacter spp., Cardiobacterium spp., Eikenella spp. y Kingella spp. del
grupo HACEK (aunque menos frecuente, representan la causa mas frecuente de EI
por Gram-negativos [94]), también deberia conducir a iniciar un estudio de

despistaje de EI.
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2.5.4 Diagnéstico. Caracteristicas clinicas y evolucidn de los criterios diagndsticos

El diagnostico se realiza en base a una sospecha clinica apoyada por la
presencia de hallazgos microbioldgicos y/o de pruebas de imagen compatibles con
El, donde el hemocultivo y la ecocardiografia son los pilares fundamentales. La
sospecha clinica es compleja, debido a la gran variabilidad de manifestaciones
clinicas que puede producir, desde casos graves y rapidamente progresivos a casos
de enfermedad subaguda, con o sin fiebre. Ademas, sus complicaciones pueden
suponer que las primeras manifestaciones clinicas sean a nivel neurolégico o hacer

sospechar enfermedades autoinmunes.

En el registro EURO-ENDO los hallazgos clinicos mds frecuentes fueron la
presencia de fiebre (78%), soplos cardiacos (65%) e insuficiencia cardiaca (27%),

mientras que las complicaciones emboligenas ocurrieron en el 25% de los casos

[90].

Esta informacion clinica, microbiolégica y de técnicas de imagen se integra en
unos criterios diagndsticos que han ido evolucionando desde hace mas de 40
afios, y cuya utilidad ha sido no solo apoyar la toma de decisiones clinicas, sino

unificar definiciones para facilitar la realizacion de estudios de investigacion.

Los primeros criterios fueron descritos en 1981, en los que Von Reyn et al.
clasificaban la EI como rechazada, posible, probable o definitiva, para lo cual era
imprescindible disponer de un examen histolégico tras una cirugia o autopsia [95].
La introduccion de la ecocardiografia transtoracica y transesofagica ayudo de
manera trascendental al diagndstico de la EI, incorporandose a la actualizacion de

los criterios diagnosticos realizada por Durack et al. en 1994 en la Universidad de
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Duke [96], en los que se puede alcanzar la clasificacion de EI definitiva solo con

criterios clinicos.

Posteriormente, los cambios en la microbiologia asociados al mundo
industrializado en las sociedades occidentales y el contacto con el entorno
sanitario propiciaron una nueva actualizacion, en lo que se conoce como los
criterios modificados de Duke, realizada por Li et al. en el afio 2000 [97], que han
permanecido vigentes durante mas de dos décadas. Entre otros cambios, se
introdujeron nuevas estrategias diagndsticas como el uso de la serologia, se
elimind la ecocardiografia como criterio menor, y la bacteriemia por
Staphylococcus aureus en dos hemocultivos pasdé a ser un criterio mayor
independientemente de su lugar de adquisicion o de la existencia de un foco
identificable, reconociendo la importancia superlativa de este microorganismo en
la patogénesis de la EI. Aunque ofrecen una sensibilidad del 80%, su utilidad es
mas limitada en presencia de material protésico (como valvulas, injertos o
dispositivos cardiacos), donde la ecocardiografia puede ser normal o inespecifica

en hasta un 30% de los casos [98, 99].

Desde entonces, los avances radioldgicos y en medicina nuclear permitieron el uso
de técnicas como la tomografia axial computarizada (TAC), la resonancia
magnética nuclear (RMN), la gammagrafia cardiaca con leucocitos marcados, o la
tomografia por emision de positrones con tomografia multicorte con 18
fluorodesoxiglucosa (PET-TC) para diagnosticar complicaciones cardiacas y
extracardiacas de la EI, como los abscesos o los embolismos o metastasis a

distancia. Estas herramientas fueron recogidas en las guias de la Sociedad Europea
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de Cardiologia en el afio 2015 [100], que reflejaron estos cambios que se estaban

realizando en la practica clinica diaria.

Un gran avance en las técnicas de diagndstico microbioldgico fue la aparicién y
consolidacion del uso de las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos de los
genes 16S-ARN de bacterias (y 18S-ARN de hongos) mediante reaccién en cadena
de la polimerasa o PCR (polymerase chain reaction), que ofrecen una elevada
sensibilidad y especificidad para la identificacion de microorganismos en

vegetaciones valvulares, abscesos u otras muestras [101].

Pero ademas, durante los tltimos 8 afios hemos asistido a la aparicion de grandes
avances en el diagndstico microbioldgico, como la deteccién de ADN libre de
microorganismos en sangre y tejidos (cell-free DNA), la metagendmica, o el uso de
hibridacion en situ combinada con secuenciaciéon (FISHseq) [102-104], que han
permitido aumentar las posibilidades de realizar diagnosticos microbioldgicos en
casos donde afios atras no se hubiera podido encontrar ningtn agente etiolédgico,

aunque su sensibilidad y especificidad debe ser evaluada en mayor profundidad.

Todos estos avances han conducido a la mas reciente actualizacion de los criterios
Duke-ISCVID en 2023, tras mas de 20 afios desde los criterios previos [105]. A
modo de resumen, los cambios mas relevantes que ha aportado esta actualizacién

en cada grupo de criterios son:

- Criterios patoldgicos:

o Se puede realizar la identificacion de microorganismos sobre
muestras apropiadas por PCR, amplicon o secuenciacion

metagendmica o hibridacion in situ.
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Criterios clinicos mayores:

o Se eliminaron los requisitos de tiempo y venopunciones separadas
en la extraccion de hemocultivos.

o Se reconocen como microorganismos tipicos S. lugdunensis, E.
faecalis, todos los estreptococos salvo S. pneumoniae y S. pyogenes,
especies de Granulicatella, Abiotrophia y Gemella; ademas, en
presencia de material protésico intracardiaco, también se consideran
tipicos estafilococos coagulasa-negativa, Corynebacterium striatum,
C. jeikeium, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa,
Cutibacterium acnes, micobacterias no tuberculosas y Candida spp.

o Se afiadieron como criterios mayores la identificacion en sangre por
PCR o amplicon/secuenciacion metagendmica para Coxiella
burnetii, Bartonella sp. o T. whipplei, y una serologia mayor de 1:800
para anticuerpos IgG de B. henselae o B. quintana.

o El TAC cardiaco y el PET-CT cardiaco se afiadieron como criterios
mayores de imagen. Los hallazgos positivos en un PET-TC sobre
dispositivos cardiacos o valvulas protésicas después de 3 meses desde
el implante son equivalentes a la ecocardiografia.

o La inspeccion intraoperatoria se afiadié como criterio mayor, en
ausencia de otro criterio por imagen o histopatologia.

Criterios clinicos menores:

o Se afiadieron los implantes y reparaciones de valvulas transcatéter,
los dispositivos de electroestimulacion cardiaca y el diagnostico

previo de EI como factores predisponentes.
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o Los abscesos cerebrales y esplénicos se afiadieron a la lista de
fenomenos vasculares.

o Se anadio la identificacion por PCR o secuenciacion de
amplicon/megatendmica de un microorganismo tipico a los criterios
microbiologicos menores.

o Los hallazgos positivos en un PET-TC sobre dispositivos cardiacos o
valvulas protésicas antes de 3 meses desde el implante constituyen
un criterio menor.

o La auscultacién de un nuevo soplo constituye un criterio menor
cuando no se dispone de ecocardiografia (eliminado de los criterios

mayores).

En los estudios de validacion publicados hasta el momento, estos nuevos criterios
parecen ofrecer una sensibilidad mayor a los criterios modificados del afio 2000 y a
los criterios de la guia europea de 2015 [106, 107]. No obstante, la especificidad de
todos los criterios fue baja en uno de estos trabajos, en probable relacién a la
adicion del cultivo y PCR sobre dispositivos cardiacos como criterio patolégico de

EL

2.5.5 Abordaje terapéutico

El tratamiento antibidtico de la EI debe iniciarse via intravenosa, a altas
dosis y usando farmacos bactericidas. Sin embargo, aunque la EI es una

enfermedad con una mortalidad del 100% si no se trata, el inicio del tratamiento
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antimicrobiano no suele ser una urgencia médica. En general, la antibioterapia no
deberia iniciarse hasta la obtencion de un diagndstico etiologico, salvo en
situacion de sepsis, ante la presencia de complicaciones como insuficiencia
cardiaca, o ante un riesgo elevado de embolia, y siempre deberia extraerse al

menos 3 sets de hemocultivos previamente.

En caso de considerarse necesario, el inicio del tratamiento no ha de diferirse. El
tratamiento empirico ha de tener en cuenta la presentacion clinica del paciente, el
contacto con la asistencia sanitaria, el uso de antibioterapia previa, y la presencia
de material protésico intravascular y el tiempo desde su implante, por su impacto

en el perfil microbiologico.

Dado que la mayor parte de la evidencia proviene de estudios observacionales y
hay pocos ensayos clinicos randomizados al respecto, la ausencia de una evidencia
solida justifica, en parte, las diferencias sobre el tratamiento empirico entre las
diferentes guias clinicas [100, 108]. Las recomendaciones sobre el tratamiento

empirico de las ultimas guias europeas se resumen en la Tabla IV [88].

Las guias actuales recomiendan un tratamiento antibidtico en dos fases [88]. La
primera fase consiste en un tratamiento intravenoso en régimen hospitalario de al
menos dos semanas, durante el que ha de plantearse la necesidad de abordaje
quirurgico, la retirada de dispositivos y el drenaje de abscesos. Las principales
indicaciones de cirugia son la presencia de insuficiencia cardiaca, la infecciéon no
controlada (como en caso de sepsis, bacteriemia persistente, complicaciones

locales o presencia de microorganismos agresivos o resistentes) y la prevencion de
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la embolizacién (ante la presencia de vegetaciones mayores de 1omm o episodios

embolicos).

Posteriormente, en casos seleccionados, puede plantearse la finalizacion del
tratamiento en régimen ambulatorio o con tratamiento via oral, siempre que se
haya descartado la presencia de complicaciones o progresién local de la infeccion.
La duracion del tratamiento suele ser de 2-6 semanas en casos de EI sobre valvula
nativa, mientras que la EI sobre valvula protésica implica tratamientos de al menos

6 semanas de duracion.

Tabla IV. Recomendaciones de tratamiento antibiotico empirico en la EI.

Escenario clinico Recomendacion Nivel de
evidencia
EI nativa o EI protésica Ampicilina (12g/dia en 4-6 dosis) en Ila C

tardia (>12 meses desde su | combinacion con ceftriaxona (4g/dia IV en 2

implante) de adquisicion dosis) o cloxacilina (12g dia IV en 4-6 dosis) y
comunitaria gentamicina (3mg/kg/dia en 1 dosis)
EI protésica precoz (<12 Vancomicina (3omg/kg/dia en 2 dosis) o IIb C

meses desde implante) o EI | daptomicina (1omg/kg/dia) en combinacién
de adquisiciéon nosocomial | con gentamicina (3mg/kg/dia en 1 dosis) y
o relacionada con la rifampicina (9oo-1.200 mg/dia en 2-3 dosis)

asistencia sanitaria

Adaptado de las recomendaciones de la Guia Europea de manejo de la endocarditis

de la Sociedad Europea de Cardiologia de 2023 [88].
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2.6 ESTADO DEL ARTE

A lo largo de todos los apartados anteriores se ha tratado de exponer, de
manera sintetizada, las caracteristicas principales de la bacteriemia y la EI,
recogiendo la informacion sobre la que se dispone de mayor evidencia cientifica. A
continuacion, se revisard la perspectiva actual de la infeccion endovascular,
sefialando algunos de los aspectos donde hemos considerado que existe menos
informacion disponible en la actualidad, sobre los que hemos centrado los

objetivos de esta Tesis Doctoral.

En cuanto a la incidencia, parece evidente que a lo largo del siglo XX se describio
un aumento progresivo del namero de episodios de bacteriemia. Si bien existen
datos estables en cuanto a la incidencia y mortalidad de la sepsis en Espaiia entre
2010 y 2013 [41], la informacién sobre la evolucién global de la bacteriemia en la
ultima década es limitada. Los trabajos mas recientes se centran en la evolucion de
la bacteriemia por microorganismos especificos, en tipos concretos de pacientes o
evaltan periodos cortos de tiempo [109-112]. Los estudios poblacionales realizados
en los ultimos 10 afos ofrecen resultados muy heterogéneos [113-122] y la
informacion aportada desde los propios hospitales es escasa y no se ha actualizado

recientemente [20, 123].

De igual forma, el cambio hacia las bacterias Gram-positivas como etiologia
predominante a nivel mundial desde la década de 1980 esta bien documentado, y
continuan siendo la etiologia principal en los episodios de bacteriemia adquiridos
en el hospital o relacionados con la asistencia sanitaria [30]. Sin embargo, los

estudios de vigilancia epidemioldgica apuntan a un aumento de los episodios
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causados por bacilos Gram-negativos en general y E. coli en particular desde
comienzos de los afios 2000, siendo los principales agentes etioldgicos en la
actualidad [35, 124, 125]. En cuanto a los fenotipos de resistencia antimicrobiana, la
evidencia en la altima década sefiala un descenso en los episodios de bacteriemia
causados por SARM y un aumento de los causados por bacilos Gram-negativos

multirresistentes [35, 126-128].

El impacto que la pandemia COVID-19 (coronavirus disease 2019) causada por el
virus SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) ha tenido
sobre la incidencia y los agentes etiologicos de la bacteriemia no esta bien
documentado, siendo la informacién que aportan los estudios disponibles aun

mas heterogénea y limitada.

En cuanto al diagnostico de la infeccién endovascular, el hemocultivo sigue
siendo la herramienta fundamental, pero sus resultados se ven supeditados a un
tiempo de incubacion de unas 48 horas y su rentabilidad depende del uso previo
de antibioterapia y del volumen de sangre inoculado en cada botella. Como se ha
comentado previamente, existen distintos métodos que buscan proporcionar un
diagndstico precoz, principalmente basados en la deteccién de proteinas, en el
caso de MALDI-TOF MS, o de 4cidos nucleicos, como las pruebas de diagndstico
molecular basadas en PCR. Actualmente disponemos de varios métodos de

diagndstico molecular basados en PCR que se pueden aplicar en sangre periférica

[129].
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Existen otras pruebas, como T2MR (T2 Biosystems), un sistema que utiliza
nanotecnologia basada en la resonancia magnética para detectar especies del
género Candida en muestras de sangre en un tiempo de 5 horas [3], siendo muy
util en el diagnostico de la infeccidon fangica invasora [130], aunque es un método

caroy poco disponible en la actualidad en la mayoria de centros hospitalarios.

En el caso de MALDI-TOF MS, su aplicacion se basa en el uso de colonias
subcultivadas o en la separacion de proteinas bacterianas mediante
centrifugaciones diferenciales u otros métodos de purificacion a partir de
hemocultivos positivos. Con objetivo de intentar acelerar el proceso diagndstico, se
estan investigando otras opciones, como el uso de MALDI-TOF MS utilizando
colonias tras 3-6 horas de incubacién, o para detectar mecanismos de resistencia

antimicrobiana [131].

En este escenario, cabe plantearse la posibilidad de si pudieran existir otras
alternativas no exploradas que pudieran ser ttiles en el diagndstico de la infeccion
endovascular. El andlisis bioquimico de los hemocultivos, por ejemplo, nunca ha
sido evaluado en este sentido. Si asumimos que la presencia de microorganismos
en las botellas de hemocultivos puede conllevar una serie de reacciones
bioquimicas que puedan ser detectables, su andlisis podria identificar las botellas

de hemocultivos positivas.

Por otro lado, el andlisis protedmico de hemocultivos utilizando MALDI-TOF MS
se basa actualmente en la identificacion de proteinas bacterianas a partir de
colonias subcultivadas o tras técnicas de purificacion en muestras directas de

hemocultivos positivos. Pero si asumimos que la presencia del microorganismo
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produce una respuesta inflamatoria en el huésped y cambios en los botes de
hemocultivos, es razonable plantear que el andlisis protedmico de hemocultivos

podria identificar biomarcadores relacionados con los hemocultivos positivos.

Pocas entidades reflejan de una manera mas clara la evoluciéon de la
medicina moderna como en el caso de la EI, donde hemos asistido a un cambio de
paradigma respecto a lo que esta enfermedad representaba en el pasado. En la
actualidad, el paciente con EI suele tener edad avanzada, cardiopatias previas, y

suele ser portador de DCI o material protésico endovascular.

Los cambios en las caracteristicas clinicas y agentes etiologicos de la EI a lo largo
del ultimo siglo se reflejan en la reciente publicacidon de unas nuevas guias clinicas
para el manejo de esta entidad y la importante actualizacién de los criterios de
Duke en 2023 [88, 105]. Estos documentos recogen el descenso de la prevalencia de
enfermedad reumatica como factor predisponente en el mundo industrializado, o
el aumento de episodios sobre valvulas protésicas o dispositivos cardiacos
implantables y de episodios de adquisicion relacionada con la asistencia sanitaria
[74, 132-134], la mayoria de los cuales suelen tener origen en un catéter

intravascular [84].

El uso de estos catéteres, fundamental en los pacientes hospitalizados, es cada vez
mas frecuente en pacientes que no estan ingresados en un hospital, permitiendo la
aplicacion de multitud de terapias (como la hemodidlisis, quimioterapia,

antibioterapia o nutricion parenteral), pero supone que los pacientes ambulatorios
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que reciben estos tratamientos pueden estar expuestos a un riesgo de desarrollar

bacteriemia similar, si no idéntico, al de los pacientes hospitalizados.

Asimismo, el aumento del nimero de procedimientos invasivos que se realizan
fuera del hospital y de la proporcion de pacientes institucionalizados ha provocado
un aumento de la EI nosohusial o relacionada con la asistencia sanitaria (EIRAS)
[84, 90, 134], hasta el punto de que las ultimas guias clinicas recomiendan
considerar la profilaxis antibidtica sistémica en pacientes de alto riesgo antes de la
realizacion de procedimientos diagndsticos y terapéuticos del tracto respiratorio,

gastrointestinal, genitourinario, cutdneo o musculoesquelético [88].

Mientras que la EI de adquisicion comunitaria muestra claras diferencias con la EI
nosocomial, la informacion sobre la EIRAS es mucho mas limitada y heterogénea,
basada en estudios que en su mayor parte tienen un tamario limitado o no se han
revisado en los altimos afios [84, 135-141]. Cabe plantearse el verdadero valor en la
actualidad de la clasificacion de la EI como adquisicidn comunitaria, nosocomial o
relacionada con la asistencia sanitaria, siguiendo el mismo modelo que el

planteado para los lugares de adquisicion de la bacteriemia.

El aumento del ntimero de implantes de valvulas protésicas y dispositivos
cardiacos a lo largo de los afios [142, 143] también puede tener repercusiones sobre
la epidemiologia de la EI. De hecho, los nuevos criterios Duke-ISCVID afiaden,
entre sus novedades, el reconocimiento de Cutibacterium acnes como
microorganismo tipico de EI en presencia de material protésico intravascular,
reconociendo la relevancia que puede tener este microorganismo,

tradicionalmente considerado poco virulento, en la patogénesis de la EI.
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Sin embargo, la informacion sobre la EI por Cutibacterium spp. no es abundante,
proviniendo en su mayoria de pequeiias series de casos [144-147], y con pocas
grandes series recientes que analicen esta entidad [148, 149]. Ademas, los multiples
cambios incorporados recientemente a los nuevos criterios Duke-ISCVID, como
las técnicas de diagnodstico molecular o las nuevas técnicas de imagen, no han

estado siempre disponibles ni han sido evaluadas adecuadamente en la literatura.
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2.7 ESTRUCTURAY OBJETIVOS GLOBALES

En resumen, esta tesis doctoral se ha realizado como un compendio de

articulos estructurado en 6 estudios donde se ha buscado dar respuesta a los

siguientes objetivos principales:

Objetivo 1: A modo de introduccidn, se ha realizado una revision de la
literatura cuyos objetivos son: identificar los aspectos con mas incertidumbre
en el abordaje de la infeccion endovascular en la dltima década; resumir la
evidencia disponible mds reciente en cuanto a la evolucion de la incidencia,
mortalidad y etiologia de la bacteriemia; revisar la metodologia del
diagndstico de la bacteriemia y del andlisis de hemocultivos; y valorar la
evidencia sobre los métodos de transmisidon de la informacion de resultados

microbiologicos.

Objetivo 2: Describir la evolucion de los episodios de infeccion
endovascular, analizando los cambios en la incidencia, los agentes
etiologicos y en la carga de trabajo que produce en un hospital terciario de
Madrid en un periodo de 12 afios, incluyendo el impacto de la pandemia

COVID-19.

Objetivo 3: Definir la realidad actual de la EI relacionada con la asistencia
sanitaria. Describir su prevalencia y caracteristicas mas relevantes, sus

diferencias con la EI comunitaria y EI nosocomial para valorar su valor como
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entidad diferenciada, y revisar la literatura disponible para comparar estos

resultados.

- Objetivo 4: Determinar la incidencia, caracteristicas clinicas, métodos
diagnosticos y evolucion clinica de los pacientes con EI causada por
Cutibacterium spp. en Espafia y examinar el impacto de la aplicacion de los

nuevos criterios diagnosticos Duke-ISCVID.

Ademads, como perspectiva de futuro, se han planteado dos objetivos para evaluar
una prueba de concepto con la hipdtesis de que el andlisis bioquimico y
proteomico de los hemocultivos pudiera predecir el resultado positivo de los

hemocultivos antes que los métodos tradicionales:

- Objetivo 5: Analizar si existen parametros bioquimicos caracteristicos e
identificativos en los frascos de hemocultivos positivos y negativos, y si pueden

discriminar entre microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos.

- Objetivo 6: Desarrollar modelos predictivos basados en MALDI-TOF MS y
machine learning capaces de distinguir entre hemocultivos ya catalogados
como positivos o negativos a partir de muestras directas (sin precisar su
obtencion desde colonias subcultivadas ni la separacion de las proteinas
bacterianas mediante centrifugaciones diferenciales), e identificar los

hemocultivos con aislamiento de Escherichia coli.
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Para alcanzar estas metas, se expone a continuaciéon la metodologia

empleada en cada uno de los objetivos planteados:

3.1 Metodologia objetivo 1

Revision de la literatura disponible en PubMed desde un punto de vista
critico, formulando una serie de 15 preguntas que se suelen plantear en la practica
clinica diaria en el abordaje de pacientes con infeccién endovascular. En primer
lugar se aborda la evidencia sobre la evoluciéon de la incidencia, mortalidad y
etiologia de la bacteriemia. Después se revisan los aspectos metodologicos del
andlisis de hemocultivos, incluyendo las indicaciones de extraccion y técnicas de
laboratorio, asi como algunos aspectos de la bacteriemia relacionada con catéter.
Por ultimo, se revisa la informacion sobre diferentes métodos de comunicar los

resultados desde el laboratorio de Microbiologia.

3.2 Metodologia objetivo 2

Para el andlisis de la evolucién de la infeccion endovascular, se han
analizado los resultados de todos hemocultivos recibidos para cultivo bacteriano y
fungico en el laboratorio de Microbiologia del Hospital General Universitario
Gregorio Maraiidn desde enero de 2010 a diciembre de 2021 (12 afios). Se
excluyeron del estudio los episodios causados por micobacterias. Se trata de un
hospital terciario que atiende a una poblacion aproximada de 850.000 habitantes,
con servicios quirurgicos y servicios dedicados a pacientes receptores de

trasplantes de 6rgano sélido y hematoldgicos, entre otros. El nimero de camas se
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ha reducido desde 1.750 a 1.062 entre 2006 y 2021, aunque se llegaron a habilitar

1.572 camas durante la pandemia COVID-19.

3.2.1 Sistemas de hemocultivos

En este centro se recomienda la extraccidon rutinaria de tres sets de
hemocultivos ante la sospecha de bacteriemia, con el objetivo de conseguir un
volumen de sangre de aproximadamente 6omL de sangre, a dividir en una botella
con atmosfera aerobia y otra con atmosfera anaerobia en cada set. Las muestras

positivas se subcultivan y analizan usando tincion de Gram.

Durante todo el periodo del estudio se utilizé el sistema BD BACTEC™ FX. El
procesamiento de hemocultivos positivos, la identificacién de microorganismos
aislados y los estudios de sensibilidad antimicrobiana se realizaron segtun los
procedimientos y recomendaciones generales de las guias clinicas [3, 66]. Se utilizd
MALDI-TOF MS para identificar colonias desde subcultivos mediante el sistema
Bruker Biotyper System® (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany). Ademas del
antibiograma por el método de difusion en disco, de manera rutinaria se realiza un
antibiograma adicional mediante el método de microdilucién (MicroScan®,
Beckman Coulter, CA, USA) o mediante el método de gradiente de difusion si es

preciso.

3.2.2 Definiciones

Se utilizaron los siguientes conceptos:

- Hemocultivo: volumen de sangre, obtenida bajo condiciones asépticas,

inoculada en una o mas botellas para el aislamiento de microorganismos.
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Cada set de hemocultivos consiste normalmente de dos botellas e implica
una venopuncion.

Episodio de infeccién endovascular: hace referencia a cada episodio de

bacteriemia o fungemia en cada paciente, no al nimero de hemocultivos.
Todos los microorganismos aislados de muestras del mismo paciente en un
periodo inferior a una semana se consideraron parte del mismo episodio. La
significacion clinica de cada episodio fue evaluada con el equipo médico
responsable del paciente en caso de duda.

Microorganismos contaminantes: salvo que se demuestre lo contrario, la

presencia de los siguientes microorganismos se consider6 como un
probable contaminante: Bacillus spp., Corynebacterium spp. (salvo C.
jeikeium), Lactobacillus spp. y Cutibacterium spp. Los estafilococos
coagulasa-negativa, estreptococos del grupo viridans o Clostridium spp. son
considerados probables patdgenos si se recuperan de al menos dos o mas
muestras, o en escenarios clinicos concretos. Dadas las dificultades para
obtener sangre en neonatos, la presencia de estafilococos coagulasa-
negativa u otros contaminantes en las dos botellas de un set de
hemocultivos se considera significante en estos pacientes. En cualquier
caso, la interpretacion de resultados se realiza en base a las
recomendaciones de la SEIMC [3], y todos los episodios de bacteriemia son
evaluados por el servicio de Microbiologia Clinica y Enfermedades
Infecciosas individualmente.

Bacteriemia polimicrobiana: aislamiento de mas de un microoganismo en el

mismo episodio de bacteriemia.
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- Bacteriemia y candidemia relacionada con catéter intravenoso: episodio de

bacteriemia/candidemia donde el microorganismo aislado en hemocultivos
coincide con el aislamiento del mismo patdgeno en el cultivo de la punta de
un catéter retirado en un periodo de una semana.

- Bacteriemia nosocomial: episodio de bacteriemia que se demuestra en

hemocultivos tomados al menos 48 horas después del ingreso hospitalario.

La evolucion de los fenotipos de resistencia antimicrobiana se evalué para SARM,
enterococos resistentes a vancomicina, E. coli productor de BLEE y K. pneumoniae

productor de BLEE y carbapenemasas durante el periodo de estudio.

3.2.3 Base de datos

Los episodios de infeccion endovascular considerados como significativos
se registraron prospectivamente a diario por el equipo del Area de Hemocultivos
del hospital, incluyendo identificacion del paciente, servicio de ingreso, fecha y
numero de hemocultivos extraidos, fecha de positividad y numero de
hemocultivos  positivos, = microorganismos  identificados,  sensibilidad

antimicrobiana y diagndstico de VIH (si se realizd).

3.2.4 Andlisis estadistico

Las tendencias de incidencia en este periodo se representan por 1.000
ingresos, calculada a partir del numero de episodios detectados durante los 12 afios
del periodo de estudio, dividido por el numero de ingresos (en miles) en la
institucion en ese periodo. La incidencia poblacional se calculé de manera similar
por cada 100.000 habitantes, usando el registro total de habitantes en el area

sanitaria a la que ofrece asistencia este hospital [150]. La evolucion de las
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tendencias de incidencia se analiz6 por regresion simple. Un valor de p inferior a
0,05 se considerd estadisticamente significativo. Se selecciond una muestra
aleatoria de 100 episodios para calcular una tasa de mortalidad aproximada. Todos

los andlisis fueron realizados utilizando SPSS 15.0 (SPSS, Chicago, IL).

3.3 Metodologia objetivo 3

La EI relacionada con la asistencia sanitaria fue analizada utilizando los
datos de la serie GAMES (Grupo de Apoyo al Manejo de la Endocarditis Infecciosa
en Espafia), una cohorte nacional multicéntrica que ha registrado
prospectivamente casos consecutivos de EI segin los criterios modificados de
Duke [97] en 45 hospitales espafioles desde 2008. Este estudio es un anadlisis
retrospectivo observacional de estos datos recogidos prospectivamente. Desde

enero de 2008 a diciembre de 2021 se diagnosticaron 4.520 casos de EI definitiva.

3.3.1 Datos analizados

Por cada episodio de EI se completa un formulario estandarizado con
informacion sobre el episodio activo y el seguimiento, donde se incluye
informacion clinica, incluyendo el indice de comorbilidad de Charlson [151], asi
como resultados microbiologicos y ecocardiograficos. Todos los pacientes firman
un consentimiento informado para ser incluidos en el registro. Todos los casos se
revisan un afio después de su inclusion en el registro para analizar su resolucion,

muerte o recurrencia.
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3.3.2 Definiciones

Para simplificar la clasificacidn, y con el propdsito de explorar su valor como
entidad diferenciada, la EI relacionada con la asistencia sanitaria (EIRAS) se define
en este trabajo como la EI nosohusial, y no incluye, por tanto, los casos de
adquisicion nosocomial. EIRAS se definié como la EI diagnosticada en el
momento del ingreso o tras 48 horas de ingreso, en un paciente que cumpla

cualquiera de los siguientes criterios:

1) Recibe tratamiento intravenoso en casa; recibe cuidados de herida o
cuidados de enfermeria especializados proporcionados por una agencia
sanitaria, la familia o amigos; o tuvo tratamiento médico intravenoso auto
administrado en los 30 dias previos a la bacteriemia.

2) Acudié al hospital o clinica de hemodidlisis o recibié quimioterapia
intravenosa en los 30 dias previos a la bacteriemia.

3) Fue hospitalizado en un centro de atencién de agudos durante 2 6 mas dias
en los 9o dias previos a la bacteriemia.

4) Residio en una residencia o centro de atencion a largo plazo.

Todos los casos asociados con hemodidlisis fueron clasificados como EIRAS.

La EI nosocomial se definio como la EI en un paciente que ha sido hospitalizado
durante mas de 48 horas antes del inicio de los signos o sintomas relacionados con
la infeccion.

La EI de adquisicion comunitaria se definié como la EI diagnosticada en las

primeras 48 horas de ingreso hospitalario o si los signos o sintomas consistentes
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con El empezaron antes del ingreso hospitalario, en un paciente que no cumple los
criterios para EIRAS. El foco odontogénico se considerdé dentro de la EI de
adquisicion comunitaria, salvo en 2 pacientes clasificados como EIRAS tras
intervenciones dentales de gran complejidad con recambio de todas las piezas
dentales.

3.3.3 Andlisis estadistico

Las caracteristicas de la EIRAS, EI nosocomial y EI de adquisicion
comunitaria fueron comparadas. Las variables categdricas se representaron como
frecuencias y porcentajes, y las variables continuas como medianas y rangos
intercuartilicos (percentiles 25-75). Las variables categoricas fueron comparadas
mediante el test U de Mann-Whitney. La significacion estadistica se establecid en
un valor de p inferior a 0,05. Para una mejor interpretacion de los resultados, se
calculé la magnitud de los efectos para cada comparacion. Para variables
numeéricas, la d de Cohen fue utilizada, mientras que para variables categdricas se
utilizé odds ratio.

Para identificar las variables clinicas que se asociaron a la presencia de EIRAS, se
realizé6 un analisis multivariable por regresidon logistica mediante un sistema
condicional hacia atrds, introduciendo solo variables epidemioldgicas presentes
antes del episodio de EI y el ingreso hospitalario que presentaran diferencias
significativas entre EIRAS y EI nosocomial en el andlisis univariante, o aquellas
consideradas como relevantes clinicamente.

Nuestro modelo incluy6 sexo, edad, indice de Charlson ajustado por edad, EI sobre
valvula nativa, presencia de dispositivos intracardiacos, cirugia cardiaca previa, EI

previa, y presencia de catéteres intravenosos. La curva de supervivencia para la
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EIRAS relacionada con hemodidlisis se calculé utilizando el método de Kaplan-
Meier. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete IBM SPSS
Statistics for Windows, version 26.

Para la revision de la literatura, se realizé una busqueda en PubMed utilizando los
comandos (endocarditis [MeSH Terms]) AND (healthcare [Title]), health-care
[Title] AND endocarditis [Title], non- nosocomial [Title] AND endocarditis
[Title], healthcare-associated [Title] AND endocarditis [Title], (healthcare[MeSH
Terms]) AND (endocarditisfMeSH Terms]) y (healthcare[MeSH Terms]) AND
(endocarditis[Title]) sin restriccion temporal. También se incluyeron articulos de
interés seleccionados manualmente. No se incluyeron articulos donde se analiza la
EIRAS incluyendo la EI nosocomial.

3.3.4 Aspectos éticos:

El formulario para registro de la informacion fue aprobado por el comité de
ética (Comité ético de Investigacidon Clinica Regional de la Comunidad de Madrid
CEIC-R; EC 18/07; fecha 11/01/2008). Se obtuvo el consentimiento informado por

escrito en todos los casos.

3.4 Metodologia objetivo 4

El analisis de la EI causada por Cutibacterium spp. también fue un analisis
retrospectivo de los casos obtenidos prospectivamente en la cohorte nacional
multicéntrica GAMES desde 2008 a 2023, incluyendo en este caso los datos del

Hospital Universitario Vall d’Hebron en Barcelona.
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Para este trabajo, los casos clasificados como EI posible y casos asociados a DCI
segin los criterios modificados de Duke [97] y las guias europeas [152],
respectivamente, se reanalizaron segtin los nuevos criterios diagnosticos Duke-
ISCVID [105]. Todos los casos de EI asociada a DCI fueron casos relacionados a
cables intravasculares. Las recurrencias se clasificaron reinfecciones (causadas por

microorganismos diferentes) o recaidas (causadas por el mismo microorganismo).

La etiologia fue determinada mediante el aislamiento de especies de Cutibacterium
en hemocultivos, cultivos convencionales o mediante secuenciacion del gen 16S
rRNA por PCR (16SPCR), o cualquier combinacion de estos tests, realizados sobre
valvulas cardiacas, dispositivos cardiacos o material protésico intravascular. La
rentabilidad diagnodstica de cada prueba fue evaluada segun el niimero de casos en

los que se realizé y su tasa de positividad.

Un ecocardiograma positivo se definié como la deteccidon de nueva regurgitacion,
absceso cardiaco y/o vegetaciones valvulares o sobre cables de dispositivos. Un set
de hemocultivos se defini6 como la sangre inoculada en dos botellas por
venopuncion. El uso rutinario de la sonicacién y su aplicacion, asi como los
métodos de realizacién de 16SPCR dependen de los protocolos especificos de cada

institucion participante.

Cada caso fue evaluado individualmente por un equipo multidisciplinar en cada
centro, donde el diagndstico y el tratamiento a seguir fueron establecidos. Las
indicaciones quirudrgicas se evaluaron por cada equipo multidisciplinar y segun las

recomendaciones de las guias clinicas en cada periodo [100, 152].
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3.4.1 Datos analizados:

Por cada episodio de EI se completa un formulario estandarizado con
informacion sobre el episodio activo y el seguimiento, donde se incluye
informacion clinica, incluyendo el indice de comorbilidad de Charlson [151], asi
como resultados microbiolégicos y ecocardiograficos. El uso de PET-TC no se
considerd inicialmente en el protocolo y fue incluida posteriormente. El tiempo
hasta la positividad de hemocultivos no se incluye rutinariamente en el protocoloy
fue analizado especificamente para este trabajo. Todos los casos fueron evaluados
un afio después de su inclusion en el registro para valorar su resolucidon, muerte o

recurrencia.

3.4.2 Andlisis estadistico

Las variables categoricas fueron representadas como frecuencias o
porcentajes, y las variables continuas como medianas y rangos intercuartilicos
(percentil 25-75). Las variables categodricas fueron comparadas usando el test chi-
cuadrado (o el test exacto de Fisher en caso necesario). Las variables sin
distribucion normal fueron comparadas usando el test U de Mann-Whitney. La
significacion estadistica se establecié en una p inferior a 0,05. Todos los andlisis
estadisticos se realizaron utilizando el paquete IBM SPSS Statistics for Windows,

version 26.

3.4.3 Aspectos éticos:

El formulario para registro de la informacién fue aprobado por el comité de

ética (Comité ético de Investigacidon Clinica Regional de la Comunidad de Madrid
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CEIC-R; EC 18/07; fecha 11/01/2008). Se obtuvo el consentimiento informado por

escrito en todos los casos.

3.5 Metodologia objetivo 5

Se realiz6 un estudio prospectivo a partir de muestras de hemocultivos que
ya han sido clasificados como positivos o negativos por los métodos tradicionales
tras al menos 48 horas de incubacién y antes de ser desechados a los 5 dias. Se
aplicé esta hipétesis al aislamiento tinicamente de bacterias (Gram-positivas y

Gram-negativas) y no de hongos.

Se analizaron 150 muestras en total de hemocultivos: 50 botes sin sangre
inoculada, 50 botes con sangre y resultado negativo y 50 botes con sangre y
resultado positivo, a las que se hara referencia como botellas basales, botellas

negativas y botellas positivas, respectivamente.

Inicialmente se comprob¢ la viabilidad de las mediciones en los botes basales de
hemocultivos y la reproducibilidad de resultados. Posteriormente se analizaron los
resultados de las botellas negativas (incubados durante 5 dias segun el método
estandar, antes de ser descartados). Finalmente, se compararon los resultados de
las botellas positivas (tras al menos 48 horas de incubacién y antes de que las

muestras fueran desechadas tras 5 dias de incubacion).

El analisis bioquimico se realizo mediante la extraccién de una muestra de 2omL
de cada botella analizada e incluyd la determinacion de los siguientes parametros:
acido urico, albumina, alanina aminotransferasa (ALT), amilasa, aspartato

aminotransferasa (AST), bilirrubina total, calcio, calcio libre, creatina quinasa
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(CK), cloro, colesterol, creatinina, fosfatasa alcalina (FA), fosfato, glucosa, gamma-
glutamil transpeptidasa (GGT), hierro, magnesio, proteina C reactiva (PCR),
potasio, procalcitonina, proteinas totales, transferrina, triglicéridos, urea, vitamina
D, vitamina B2, ferritina, acido folico, lactato, pH, calcio idnico, interleucina-6,

lactato deshidrogenasa (LDH), sodio, vitamina A y vitamina E.

El estudio se desarrolld en su totalidad en el Hospital General Universitario
Gregorio Marafion de Madrid, desde el servicio de Microbiologia Clinica y
Enfermedades Infecciosas, con la colaboracion del servicio de Bioquimica y
Andlisis Clinicos. El proceso de incubacion de hemocultivos se realizé en todas las
fases utilizando el sistema de analisis automatizado BD BACTEC™ FX y los botes
de hemocultivos BD BACTEC™ Plus Aerobic/F para microrganismos aerobios y BD

BACTEC™ Plus Aerobic/F para anaerobios.

Las determinaciones bioquimicas se realizaron en los analizadores automatizados
de Siemens Healthcare Diagnostics, ADVIA CHEMISTRY XPT, por técnicas
espectrofotométricas. Para la determinacion del pH y de lactato en sangre se
utilizo el equipo GEM PREMIER 5000 de Werfen, por técnicas potenciométricas y
amperométricas respectivamente. Los valores se midieron en las unidades de

referencia para cada variable, representadas en las tablas.

Para el andlisis estadistico, se utilizd la prueba de Kruskal-Wallis y de Mann-
Whitney para las comparaciones entre grupos al tratarse de variables con
distribuciones que no muestran una distribuciéon normal. Se calcularon curvas
ROC univariantes y el 4rea bajo la curva (AUC) para valorar la capacidad

discriminativa de cada variable, globalmente y segtin el tipo de bote utilizado.
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Aspectos éticos

Este trabajo (MICRO.HGUGM.2023-21) cuenta con el dictamen favorable del
Comité de FEtica de la Investigacién con Medicamentos del Hospital General
Universitario Gregorio Maraiidn de Madrid, donde se exime de la necesidad de
obtencion de consentimiento informado firmado en base a las caracteristicas de
este trabajo. Las muestras se conservaran durante el tiempo que el estudio esté
vigente y tras su finalizacion se eliminaran. En ningtin caso se preciso la extraccion

de nuevas muestras de sangre de ningtin paciente.

3.6 Metodologia objetivo 6

Se realizo un estudio prospectivo a partir de muestras de hemocultivos que
ya han sido clasificados como positivos o negativos por los métodos tradicionales.
Para seguir un criterio uniforme y facilitar el desarrollo del estudio, se aplico esta
hipotesis al aislamiento tnicamente de bacterias (Gram-positivas y Gram-

negativas) y no de hongos.

Se analizaron 110 hemocultivos, tras determinar la presencia (n=57) o ausencia
(n=53) de crecimiento bacteriano tras al menos 48 horas de incubacion mediante
el proceso automatizado estandar, y antes de ser desechados a los 5 dias de
incubacién. Los 57 hemocultivos positivos incluyeron 15 microorganismos Gram-

positivos y 42 Gram-negativos, con 24 aislamientos de E. coli.
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A partir de 1 mililitro de hemocultivo, se realizo un proceso de extraccion de
proteinas mediante el MB-WCX Profiling Kit (Bruker Daltonics), que se analizaron
con MALDI-TOF. Los espectros obtenidos se procesaron con el software Clover
MSDAS. Se analiz6 el espectro completo y se aplicaron modelos de machine
learning supervisados -Partial Least SquaresDiscriminant Analysis (PLS-DA),
Support Vector Machine (SVM), Random Forest (RF) y Light Gradient Boosting

Machine (LightGBM).

Los espectros de proteinas de cada muestra se adquirieron utilizando un
espectrometro Microflex LT MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) y
el software FlexControl 3.3 (Bruker Daltonics). Se aplico la configuracion
predeterminada y se registraron para cada muestra dos espectros de cada posicion.
Las matrices de picos generadas por los picos relevantes y sus correspondientes
valores de intensidad se obtuvieron en el rango de 2.000 m/z a 20.000 m/z. Los
espectros obtenidos se analizaron de forma automatizada mediante el software
Clover MS Data Analysis (Granada, Espaiia). Este software es capaz de generar una

matriz de picos correspondiente a cada aislado analizado.

El estudio se desarrollo en su totalidad en el Hospital General Universitario
Gregorio Maraiidn de Madrid. El sistema de andlisis (BD BACTEC™ FX) disponible
en el servicio rutinariamente sera el utilizado para la incubacién habitual de los
hemocultivos. En todas las fases se utilizaron los botes de hemocultivos que se
usan de manera rutinaria en el servicio: BD BACTEC™ Plus Aerobic/F para

microrganismos aerobios y BD BACTEC™ Plus Aerobic/F para anaerobios.
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Aspectos éticos

Este trabajo (MICRO.HGUGM.2023-21) cuenta con el dictamen favorable
del Comité de Etica de la Investigacién con Medicamentos del Hospital General
Universitario Gregorio Maraiidn de Madrid, donde se exime de la necesidad de
obtencion de consentimiento informado firmado en base a las caracteristicas de
este trabajo. Las muestras se conservaran durante el tiempo que el estudio esté
vigente y tras su finalizacion se eliminaran. En ningtin caso se preciso la extraccion

de nuevas muestras de sangre de ningtin paciente.
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IV. RESULTADOS

4.1 RESULTADOS DEL OBJETIVO 1

4.1.1  Abstract

Bacteremia is an important cause of morbidity and mortality worldwide
and, despite the diagnostic and therapeutic advances of the last decades, the
evidence supporting many diagnostic aspects of bacteremia is scarce. Information
on the epidemiological evolution of this entity is limited and many
methodological aspects of blood culture collection and analysis are under
discussion. Furthermore, the recommendations of the main scientific societies on
many of these aspects are variable and, in many cases, have not been updated

recently.

In this scenario, we have arranged a series of questions on different aspects of
bacteremia and reviewed the literature trying to find proper answers for them. We

offer our opinion on the topics where the evidence was weak.

The topics covered include epidemiological aspects of bacteremia, indications for
blood culture extraction, methods for obtaining and incubating samples, or ways

of transmitting results from the microbiology laboratory.

We do not intend to summarize the current clinical practice guidelines, nor will we
deal with the therapeutic management of this entity. The aim of this paper is to
review the current perspective on the diagnosis of bacteremia with a critical
approach, to point out the gaps in the literature, to offer the opinion of a team
dedicated to infectious diseases and clinical microbiology, and to identify some

areas of knowledge on which future studies should focus.
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4.1.2 Resumen

La bacteriemia es una causa importante de morbilidad y mortalidad en todo
el mundo y, a pesar de los avances diagnodsticos y terapéuticos de las ultimas
décadas, la evidencia que apoya muchos aspectos diagnosticos suele ser escasa. La
informacion sobre la evolucién epidemioldgica de esta entidad es limitada y
muchos aspectos metodologicos sobre la obtencidén y andlisis de hemocultivos
estan en discusién. Ademads, las recomendaciones de las principales sociedades
cientificas sobre muchos de estos aspectos son variables y, en muchos casos, no se

han actualizado recientemente.

En este escenario, hemos preparado una serie de preguntas sobre diferentes
aspectos de la bacteriemia y hemos revisado la literatura tratando de encontrar
respuestas adecuadas para ellas. Ofrecemos nuestra opinidn sobre los temas en los

que la evidencia era débil.

Los temas tratados incluyen los aspectos epidemiologicos de la bacteriemia, las
indicaciones para la extracciéon de hemocultivos, los métodos de obtencion e
incubacion de muestras o las formas de transmision de los resultados desde el

laboratorio de microbiologia.

No pretendemos resumir las guias de practica clinica actuales, ni trataremos el
manejo terapéutico de esta entidad. El objetivo de este trabajo es revisar la
perspectiva actual sobre el diagnostico de la bacteriemia con un enfoque critico,
sefialar las carencias en la literatura, ofrecer la opinidn de un equipo dedicado a las
enfermedades infecciosas y a la microbiologia clinica, e identificar algunas areas de
conocimiento en las que deberian centrarse futuros estudios.

85



IV. RESULTADOS

4.1.3 Articulo 1

INTRODUCTION:

Bloodstream infection (BSI) is an entity with a high morbi-mortality
worldwide. A study in Finland during 2004-2018, using data from national
registries, identified a total of 173,715 BSIs with an annual incidence that increased
from 150 to 309 cases/100,000 population, and a 1-month all-cause mortality rate
of patients with BSI that rose from 20 to 39 deaths/100,000 population [121]. In
addition, the increase of some multi-drug resistant (MDR) microorganisms

causing bacteremia in recent years has become a public health concern [153].

Despite the great advances in alternative diagnostic methods of BSI in recent
decades [154], blood culture remains the fundamental piece in the diagnostic

approach to this entity.

However, many epidemiological and diagnostic aspects of bacteremia remain
controversial. The information on the evolution of its incidence and etiology over
the years is highly heterogeneous, studies show conflictive results on some key
issues, and clinical guidelines offer little or no advice in some aspects of blood

culture analysis.

In this scenario, we have reviewed the available literature on the diagnosis of
bacteremia from a critical point of view, formulating a series of 15 questions that
often arise in the evaluation of these patients. First, we analyzed the evidence
about the evolution of the incidence, mortality and etiology of bacteremia. Then,
we reviewed methodological aspects of blood culture analysis, including blood

culture indications and various laboratory techniques, and some aspects of
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catheter-related bacteremia. Finally, we reviewed the information on the different

methods of reporting blood cultures results from the Microbiology laboratory.

The following pages summarize the discussion and opinion on each of these

questions by a team dedicated to Clinical Microbiology and Infectious Diseases.

1. Has the incidence of bacteremia changed in recent years? Has the

COVID-19 pandemic had any impact on it?

The incidence of bacteremia has been progressively increasing over the last 50
years, but current data do not give a clear idea of its more recent evolution.
Information on the epidemiology of bacteremia in the last decade is very
heterogeneous in the few population-based studies available, even more so when
analyzing data at the institutional level, with numbers ranging from 101 to 309
episodes per 100,000 inhabitants/year [114, 121] and between 1.3 to 15.4 episodes per
1,000 hospital admissions [116, 120] (Table 1). In Spain, data ranging from 14.7 to
31.2 episodes per 1,000 admissions have been published [20, 21], and in our own
institution, the mean number of bacteremic episodes has barely changed, from an
average of 30.17 to 31.45 episodes per 1,000 admissions between 2002-2011 and 2012-
2021, respectively (unpublished data). These numbers have not changed
substantially in the last 10 years [155] with respect to data published in the

previous decade [20, 21, 156].

Table 1 collects some of the data we have discussed [113-122, 157, 158]. Moreover,
very few studies compare the evolution with respect to previous studies in the

same region or hospital [113, 159]. Therefore, there is a lack of evidence to be able

87



IV. RESULTADOS

to delineate a clear temporal trend in the incidence of bacteremia over the last

decade.

For all these reasons, there is a need to carry out population-based studies with
more recent data, studying the same regions analyzed and including the years of

the pandemic, as well as to continue with institutional surveillance systems.

Information on the impact of COVID-19 on the incidence of bacteremia comes
from single or multicenter cohorts. In general, low rates of bacteremia are reported
in these patients, although very heterogeneous numbers ranging from 3 to 68%
have been described, depending on the selected cohort [160-169]. The rate of
bacteremia appears to increase in patients who have more severe disease and
require ICU admission [162, 163, 170]. COVID-19 had a particular impact on
catheter-related BSI (CR-BSI), which, after steadily decreasing in the pre-
pandemic years [171-173], suffered an alarming 24% (and up to 50% in ICU)
increase in incidence during the pandemic [174, 175]. In our institution we
observed an increase in CR-BSI from 1.89 to 5.53 episodes per 1,000

hospitalizations between 2019 and 2020 [176].

Conclusion:

We cannot establish that there is a clear increase or change of trend in the
incidence of bacteremia in the last ten years. The COVID-19 pandemic could
have caused an increase in episodes of bacteremia, fundamentally those

originating in intravascular catheters.
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2. Has the mortality of bacteremia changed in recent years?

Most of the available information on mortality rates has been extrapolated from
multicenter cohorts, and the available population-based studies provide very
disparate results (Table 1). This variability depends on multiple factors, such as
the design of the studies, the population selected, the incidence of bacteremia, the

causative microorganism, or the different definitions used (sepsis vs. bacteremia).

It has been estimated that mortality of patients with bacteremia reaches 250,000
deaths annually in North America and Europe combined [24]. According to the
results of population-based studies published since 2010 (Table 1), the current
global mortality rate for bacteremic episodes is approximately 21-32 deaths per
100,000 population, although the data are very heterogeneous [113, 116, 118, 121, 157,

159]. These numbers are not very different from previous estimates [19, 30, 177,

178].

The data are highly variable depending on the site of acquisition, with numbers
ranging from 10-19% for community-onset bacteremia, to 17-28% for nosocomial-
acquired episodes [21, 112, 116, 157, 179]. It reaches up to 35-50% in patients with

septic shock or admitted to intensive care units [180-182].

In the case of the elderly population, a 30-day mortality rate of 22% and an annual
mortality of 133 per 100,000 inhabitants have been described [183]. A 19.5%
mortality rate has been estimated in nursing-home populations in a study from

Spain [112].

Conclusion:
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Bacteremia-associated mortality remains significatively high, but there is

no convincing evidence of an increase in the last ten years.

3. Has the etiology of bacteremia changed in recent decades?

E. coli and S. aureus are the most frequent microorganisms causing bacteremia
[35, 184], with the incidence of E. coli [155] probably being higher nowadays (Table
2). The etiology varies according to the site of acquisition, such that S. aureus and
P. aeruginosa are associated with the healthcare setting, whereas S. pneumoniae

and E. coli are usually associated with community onset [35, 112, 155].

Although, according to epidemiological surveillance programs, there seems to be
an increase in bacteremias caused by Gram-negative bacilli (GNB) in general and
E. coli in particular [35, 124, 125], the available information is, again, very
heterogeneous [35, 112, 113, 125, 128, 157, 185, 186]. At our institution, between 2019-
2021, the incidence of Gram-positive bacteremia has been reported to range
between 13.8-17.2 episodes per 1,000 admissions, compared to 18.4-19.1 episodes per

1,000 admissions for GNB (unpublished data).

The reduction in the incidence of S. aureus and S. pneumoniae can be attributed to
prevention campaigns in hospitals and to the application of pneumococcal

vaccines, respectively [35].

The evidence is more robust in terms of the evolution of resistance phenotypes,
highlighting a stabilization or decline in the proportion of episodes caused by

resistant Gram-positive pathogens, mainly methicillin-resistant S. aureus (MRSA)

90



IV. RESULTADOS

[35, 126-128, 187], and an increase in those caused by multidrug-resistant GNB
(MDR-GNB) [35]. The increase of bacteremias produced by MDR-GNB coincides
with the global expansion of ESBLs [188] and carbapenemases [189], with
Klebsiella pneumoniae being the most frequent carbapenem-resistant Gram-
negative bacteria causing bacteremia [190, 191], although there is considerable

geographical heterogeneity in the prevalence of these enzymes.

Conclusion:

E. coli seems to be the main cause of bacteremia at present, but current
data do not allow to define a clear generalized change in the trend of Gram-
positive and Gram-negative episodes. There is evidence pointing to a
decrease in MRSA cases and a progressive increase in MDR-GNB, with

differences according to the geographical area.

4. What are the fundamental indications and the ideal time to obtain

blood cultures?

Although the diagnosis of bacteremia depends directly on the results of blood
cultures, the information offered by guidelines regarding the indications for their
extraction is very limited, with imprecise information that has not been reviewed
recently [192] or without specific recommendations in this regard [193] (Table 3).
Moreover, clinical variables that usually guide the indication of blood cultures,
such as fever or the presence of leukocytosis, do not correctly predict the presence

of bacteremia in immunocompetent patients [68, 194].
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Different models that attempt to predict the presence of bacteremia have been
proposed [195, 196] (although they are not implemented in clinical practice nor are
there currently data to evaluate their safety or cost-effectiveness [197]), as well as
algorithms that propose the extraction of blood cultures according to the pretest
probability of bacteremia [68, 198], in an effort to obtain the maximum cost-

effectiveness of the test.

In our opinion, it is not advisable to make a very restrictive use of blood cultures,
given the critical importance of the diagnosis of bacteremia. Blood culture is an
inexpensive, very specific and practically harmless test, patient's treatment and
prognosis depend on its result, and it has epidemiological importance. We believe
that the greater probability of obtaining false positive results can be overcome with
a good extraction methodology, and that the associated costs are offset by the
importance of the information provided by a positive result. Thus, we agree with
the broader recommendations to obtain blood cultures of some societies [3, 192],
which also include the presence of fever, chills, hypothermia or sudden decay in
neonates and the elderly or a clinical deterioration that justifies a hospital

admission not justified by other causes.

The time of blood culture collection does not seem to be a decisive factor in its
cost-effectiveness, which does not depend on its coincidence with fever spikes,
which can occur within 1-2 hours of bacteremia [199, 200]. Therefore, their
extraction should not be postponed, especially in situations of sepsis. Although it
is common to draw blood cultures with an arbitrary time separation of 10-30

minutes, Li et al. [201] did not observe increased performance when drawing blood
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cultures simultaneously or at different intervals over a 24-hour period. Unless
attempting to document ongoing bacteremia for suspected endovascular

infection, cultures can be drawn simultaneously [66].

Conclusion:

The indications for obtaining blood cultures should be re-discussed
and clarified by the scientific societies most concerned. We are not in favor
of a restrictive use of blood cultures, nor do we believe that they should be
limited to febrile episodes. Current predictive models are still based on

speculation and not in the complex reality of daily clinical practice.

5. How many blood cultures should be taken routinely and what

volume of blood should be obtained?

Assuming that a blood culture set is usually composed of two bottles per
venipuncture (one for aerobic microorganisms and one for anaerobes), it is
generally recommended that two to four sets be drawn, with at least 40-8omL of
blood in total (i.e. 20-30mL of blood per set, with 1omL per bottle, depending on
the manufacturer). Unfortunately, current guidelines are often not specific as to
the volume and number of bottles that should comprise each set (Table 4) [3, 66,
192, 193]. There is less evidence on the ideal volume to extract in the pediatric age,

which depends on the age and weight of the patient [66, 202].

Drawing enough volume of blood is the most important factor in improving the

performance of blood cultures [69, 70]. Since episodes of bacteremia have been
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documented with low concentrations of microorganisms (from 1-10 colony-
forming units per milliliter) [203, 204], there is evidence that the larger the volume
of blood cultured, the higher the yield of the test [205-211], whose sensitivity can

increase on the order of 3% per milliliter of cultured blood [212].

Despite its importance, it has been published that, in daily practice, up to 48% of
blood cultures may have insufficient blood volume inoculated [213, 214]. To
determine whether sufficient volume has been drawn, visual analysis or weighing
of bottles (before and after inoculation) in the laboratory [210, 215] have been
used, but these are tedious procedures. Therefore, tools based on different
technologies have been developed to estimate the volume of cultured blood while
incubating (BACTEC™ FX system, BacT/ALERT®VIRTUO™) with apparent good
results [216-218]. However, these tools are currently poorly implemented and their

validity and clinical impact should be studied in depth [219].

Regarding the specific number of blood cultures, the extraction of a single set
should be avoided in all cases because of its low sensitivity and potential
difficulties in the interpretation of results. In a study analyzing the value of
drawing three sets, the omission of the third set would result in missing up to 7.5%
of bloodstream infections [220]. Therefore, in our institution, the standard of care
is the extraction of three sets of blood cultures routinely. Drawing more than three

sets of blood cultures is not usually necessary.

Conclusion:

In adults whose hemodynamic situation allows it, three sets of blood

cultures should be drawn, ensuring the collection of at least 6omL of blood.
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6. In patients in whom blood cultures are taken, is there any evidence
on the diagnostic value and the ability to advance the diagnosis of
bacteremia of other samples obtained simultaneously with blood

cultures?

There is practically no evidence on the simultaneous extraction of samples in
parallel to blood cultures to try to predict a positive result, but it is very common
to receive blood cultures and other samples in parallel in the laboratory. Since it is
necessary to wait for the growth of microorganisms in blood cultures to guide
antibiotic treatment, it is worth considering whether the information provided by

those other biological samples could be used.

In our institution, rapid urine testing has been useful in patients with
simultaneous referral of blood and urine samples to the laboratory [221]. Our data
show that the presence in urine of microorganisms visible with a Gram stain
doubles the possibility of having positive blood cultures in the next hours and
could provide guidance on the etiology. In addition, there is evidence that in
patients with bacteremic urinary tract infections in whom the same pathogen is
isolated in both samples, urine culture susceptibility results correctly predict
blood culture results [222], allowing fast targeted antibiotic treatment. We
couldn't find any studies analyzing other types of samples, which could help to

identify and treat bacteremic infections sooner.

Conclusion:
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There is a need for studies evaluating the contribution of a rapid
examination of samples simultaneously submitted with blood cultures to

microbiology departments.

7. Compared to conventional blood culture identification, is there a
positive clinical impact associated with the use of MALDI-TOF and

other rapid techniques?

Since the introduction of molecular and proteomic bacterial diagnostic methods,
there is increasing evidence of the usefulness of these techniques. Rapid
techniques (RTs) include tests such as PCR (polymerase chain reaction), MALDI-
TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization-time off light mass
spectometry) or PNA-FISH (peptide nucleic acid fluorescent in situ
hybridization), which provide results in less than 2 hours. These techniques allow
shortening the time needed to identify microorganisms from sample receipt
compared to conventional blood culture analysis [223]. In a meta-analysis of their
clinical impact [224], RTs are associated with significant decreases in mortality in
the presence of an antimicrobial stewardship (AMS) team, but not in its absence.
In our opinion, although they pose an important benefit, their actual clinical

impact and cost-effectiveness has not yet been analyzed in depth.

MALDI-TOF systems are one of the most widespread tools in recent years. Most
evidence on the clinical impact of this procedure comes from retrospective
observational studies, and few studies have a prospective design or use a

comparator (Table 5) [225-232]. The potential benefit of this technique, including
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lower mortality [226, 228], is associated with the existence of an AMS team in most
cases. For complex patients, such as critically ill or immunosuppressed, the

evidence of efficacy for these techniques is lower [233].

The use of molecular tests, such as those based on PCR panels, have also been
shown to be useful in achieving a shorter time to appropriate treatment and to

guide de-escalation strategies [234, 235].

Conclusion:

There is insufficient evidence on the clinical impact of routine use of
MALDI-TOF and other RTs in patients with bacteremia. The benefit lies in
the combination of the technique results and rapid expert information to

the clinicians by a specialized team.

8. Are there any automated incubation systems for blood cultures

clearly superior to others?

The introduction of automated incubation systems and continuous monitoring of
blood cultures led to a significant improvement in the efficiency of these processes
compared to manual methods. Currently, the most widely used systems are
BacT/Alert® VIRTUO™, BD BACTEC™ FX and, to a lesser extent in Europe,

VersaTREK, with some differences among them.

The only study that directly compares these three systems is by Yarbrough et al.
[236], using simulations of blood cultures under standardized conditions with the
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same inoculum for all three systems, also comparing time to positivity (TTP) in
different volumes and culture media. In this study, VIRTUO detected the main
causes of bacteremia earlier, although it also showed a higher TTP for B. fragilis

and failures in the detection of K. kingae.

Although most studies seem to reflect lower TTP with VIRTUO for most
microorganisms [237-239], they are performed under standardized conditions,

using simulations, and the results are not uniform [240].

Conclusion:

The clinical impact of the different automatic growth detection systems in
blood cultures has not been adequately studied and their advantages and

disadvantages are usually deduced from laboratory tests.

9. Should blood culture incubation be maintained for five days before

being discarded?

With the evolution of automated blood culture systems, a five-day incubation
period is now recommended for most commercial systems [66, 192] and
incubation for seven or more days is not necessary [241]. However, certain
microorganisms, such as mycobacteria and dimorphic fungi, may require

prolonging this period [193].

Although infective endocarditis guidelines [100, 108] do not recommend a specific
incubation time and suggest that detection of fastidious microorganisms, such as

the HACEK group (Haemophilus, Aggregatibacter, Cardiobacterium, Eikenella, and
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Kingella) may require prolonging this period, there is evidence that these could be
detected with a five-day period with current systems [242, 243]. The information
on incubation time for Brucella spp. is more heterogeneous [244-246], but it is

currently assumed that the standard five-day period is sufficient.

The evidence is not favorable to extending the incubation period generally,
although some authors propose lengthening this period in specific circumstances,
such as men carrying prosthetic material at risk of C. acnes infection [149, 247,

248].

On the other hand, optimizing blood culture incubation time may be an
important factor in avoiding unnecessary antimicrobial treatments, reducing
laboratory workload, and improving antibiotic policies. In the study by Ransom et
al. [249], a four-day period was sufficient to detect the vast majority of
microorganisms, and only 0.11% of blood cultures were positive after four days of
incubation. There is already some evidence in favor of reducing this period below
five days [166, 249-252], although it comes from retrospective studies using

different culture systems and media, as reflected in Table 6.
Conclusion:

A five-day incubation period is sufficient to detect the vast majority of
microorganisms, and only in individual cases should its extension be
considered. In our opinion, there is insufficient data to recommend a

reduction of the incubation time below five days at present.
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10. Can time to positivity of blood cultures be a predictor of etiology or

prognosis of bacteremia?

Time to positivity (TTP) is defined as the time from start of incubation to the
detection of growth by an automated system, and it provides indirect information
on the bacterial inoculum: theoretically, the higher the bacterial load, the higher
the growth rate and the lower the TTP. Its main use at present is in the diagnosis of
catheter-related bacteremia, and other potential uses of this determination are
being investigated, as a marker of severity and predictor of the etiology of
bacteremia, or to guide de-escalation treatments; but the evidence is currently

contradictory and heterogeneous (Table 7).

A recent meta-analysis concludes that a short TTP is a prognostic marker
associated with mortality and septic shock, applicable for most analyzed species
except Candida spp., but it has substantial limitations [253]. Although there is
evidence in favor of TTP being associated with worse prognosis in bacteremia due
to S. aureus [254, 255], E. coli [256], S. pneumoniae [257], P. aeruginosa [258], or K.
pneumoniae [259], not all cases have been able to demonstrate this association
between TTP and mortality [260]. Furthermore, a linear relationship is not always
found, with a worse prognosis being described with both short and long TTP for S.

aureus [261], and with long TTP for C. albicans [260, 262].

A possible association between TTP and etiology has been described for S.
pneumoniae, beta-hemolytic streptococci, E. coli, Klebsiella spp. and S. aureus

[263], as well as for P. aeruginosa [264]. TTP has also been associated with the
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presence of endocarditis in cases of bacteremia by S. aureus [265], E. faecalis [266]

and A. baumanii [267], but not by non-beta-hemolytic streptococci [268].

The use of TTP has important limitations (such as different definitions of what is
considered a short or long TTP) and is related to multiple confounding factors
(such as the volume of blood drawn or the time between collection and start of
incubation) that have not been analyzed in most studies. In addition, variability of
TTP depending on blood culture incubation systems has also been described
[236]. The heterogeneity of the literature, as well as the absence of evidence on its
real clinical impact, limit the use of TTP in daily clinical practice, although it is

likely that it may be useful in the future.

Conclusion:

Currently, the use of TTP to predict severity and etiology of bacteremia is

controversial, and it requires a careful evaluation.

11. In which cases are follow-up blood cultures indicated after initiating

appropriate treatment?

Follow-up blood cultures (FUBC) are recommended in cases of infective
endocarditis (IE) [100, 108] or endovascular infection (such as pacemaker
infection, catheter infection or septic thrombophlebitis) [269], as well as
candidemia [270] or bacteremia due to S. aureus or S. lugdunensis. Their
extraction is also reasonable in other clinical circumstances, such as patients at

high risk of endovascular infection, suspected central nervous system infection or
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in areas difficult to access for antimicrobials, or in the presence of poor evolution

despite appropriate treatment, among others.

In the case of Gram-positive microorganisms, there is evidence that justifies the
extraction of FUBC in the presence of S. aureus bacteremia [271] due to its high
virulence and capacity to produce persistent bacteremia. The same
recommendations are made for S. lugdunensis [272]. Evidence for the rest of
Gram-positives is scarce. FUBCs have limited utility in streptococcal bacteremia,
and their collection should be limited in patients at low risk for deep infections,

persistent bacteremia or endovascular infection [273].

The usefulness of FUBC in Gram-negative bacilli bacteremia has been evaluated in
multiple studies recently [274], with very heterogeneous results. There are several
cases where FUBC would have little value due to the low probability of obtaining
positive cultures, which was estimated to range between 5-10.9% [275-277].
However, these studies have important limitations, including small heterogeneous
populations [275, 276], or assessing only episodes produced by K. pneumoniae
[278] or bacteremias with urinary tract focus [279]. In contrast, in other studies the
cost-effectiveness of FUBC reached 38.5% [280] and their collection was associated
with lower mortality [280, 281]. Some tools have been proposed to identify those
patients with GNB bacteremia at higher risk in whom FUBC should be performed

(277, 281, 282].

In some cases such as Pseudomonas spp., FUBC are usually negative if adequate

focus control is obtained, but these are small series [283], and there is little
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evidence about their usefulness in bacteremia due to other microorganisms such

as Stenotrophomonas or Acinetobacter [198].
Conclusion:

Follow-up blood cultures are recommended in bacteremia due to S. aureus,
S. lugdunensis, and candidemia, or in cases of uncontrolled infection. In all

other cases, the evidence is controversial.

12. In patients with an endovascular catheter and no clinical suspicion
of catheter-related bloodstream infection, can blood cultures be

drawn from the catheter?

When obtaining blood cultures, it is recommended that blood should be drawn by
direct venipuncture and extraction from the catheter should be avoided [3, 70,
284], unless catheter-associated infection is suspected. However, in clinical
practice it is common to draw blood from the catheter in certain clinical scenarios
(such as patients with poor peripheral venous access or with multiple episodes of
blood collection), or to draw one set of blood cultures from the catheter and
another from venipuncture, because it is a less difficult and uncomfortable process

for the patient.

The recommendation not to obtain blood cultures from the catheter is based on
the results of studies that point to higher false positive rates in blood cultures

obtained from the catheter. In a systematic review and meta-analysis [284], all
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nine studies analyzed offer lower contamination rates with extraction via

venipuncture.

In a systematic review of six studies [285], blood cultures obtained from the
catheter have higher sensitivity and negative predictive value than those obtained
by venipuncture, but also have lower specificity and positive predictive value.
According to this study, out of 1,000 patients whose blood cultures are obtained
from a catheter, 8 more cases of bacteremia would be detected than if they were
obtained by venipuncture (103 versus 96), but 59 cases would also be incorrectly
diagnosed (84 versus 25). Its higher sensitivity makes some authors consider

obtaining at least one set of blood cultures from the catheter [285, 286].

Conclusion:

Blood cultures should not be drawn from an endovascular catheter unless
catheter-associated infection is suspected. Their extraction from the
catheter in certain circumstances requires a very careful interpretation of

results.

13. What is the diagnostic approach in patients with endovascular
catheters and suspected catheter-related bloodstream infections

(CR-BSI)?

In case of suspected CR-BSI, the latest SEIMC guidelines recommend obtaining at
least two sets of blood cultures, one from peripheral venipuncture and one from

the catheter, drawing blood from all lumens in case of multi-lumen catheters
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[287], while other guidelines do not specify this recommendation [288]. There are
several studies that support obtaining blood from all catheter lumens [289, 290],
being equally effective the extraction from several lumens for the same culture as
the extraction of a culture from each lumen [291]. In one of these studies,
performed at our institution [289], if two cultures for triple-lumen catheters were

eliminated, up to 37.3% of CR-BSI episodes would have been missed.

Indirect markers, such as differential time to positivity (TTP), or quantitative
methods can be used to diagnose CR-BSI. Differential TTP has been implemented
as the main diagnostic tool, and positivity of blood cultures obtained from a
catheter 120 minutes or more apart from a culture obtained from peripheral
puncture is highly suggestive of CR-BSI. The use of this cutoff point has a
sensitivity and specificity of 72-96% and 90-95%, respectively [292, 293]. However,
there is uncertainty about its usefulness in critically ill patients [294] and in the
case of certain microorganisms, such as S. aureus [295, 296] or Candida sp. [297].
Therefore, the status of the host and the microorganism causing the infection

must be considered, and a negative result does not exclude the diagnosis.

The reference quantitative methods are based on lysis-centrifugation procedures,
being suggestive of CR-BSI if a 3-fold higher colony count is observed in the
sample obtained from the catheter. Although it offers good results, it is a relatively
complex and laborious technique, and it requires the sample to be processed in

20-30 minutes from blood inoculation [287], so its use is infrequent.

Conclusion:
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If CR-BSI is suspected, blood culture collection from all catheter lumens
should be taken in parallel with blood from peripheral veins. A differential
TTP =120 minutes in blood cultures taken through the catheter lumen and
peripheral veins is highly suggestive of catheter-related infection of

bacterial etiology.

14. Should a blood culture request constitute a sepsis alert?

Prompt recognition of sepsis and early use of appropriate antibiotic therapy have
been shown to reduce mortality from sepsis [15]. Assuming that a request for blood
cultures implies a suspicion of bacteremia and a potential septic episode, it is
pertinent to ask whether the simple request for blood cultures should in itself

constitute a sepsis alert in an institution.

It is noteworthy that the literature is practically non-existent regarding the
potential implied value of a blood culture request in itself. Currently, both clinical
guidelines and current recommendations on the implementation of the sepsis

code only recommend early blood culture collection [15, 298].

We are only aware of one study analyzing this aspect [299]. In this prospective
study, conducted at our institution, a telephone interview from the Microbiology
department after receipt of blood cultures was generally well received and was
associated with better recognition of sepsis, optimization of antimicrobial
treatment and lower associated costs. We observed that medical and nursing staff
outside the intensive care unit tend to underestimate the presence of sepsis, even

if blood cultures have been requested.
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In our opinion, not only should attention be paid to a positive blood culture result,
but its request alone should be considered an alert for sepsis. Further studies are
needed on the appropriateness of implementing a sepsis alert from the

Microbiology Department upon receipt of a simple blood culture request.

Conclusion:

A request for blood cultures should constitute a sepsis alert. A phone call
from the Microbiology Department can contribute to the better recognition

and clinical management of sepsis.

15. What is the best method of transmitting information from the
microbiologist to the physician in charge of the patient in the event

of a positive blood culture result?

Obtaining a positive blood culture result can have a major clinical impact. There
are studies on the usefulness of the preliminary information provided by the Gram
stain [300]. However, it is surprising that the best way to deliver this information

has not been analyzed in depth.

In a clinical trial [301], communication of results through written reports in the
patient's medical record, and oral communication at the bedside along with
clinical advice, were significantly associated with a higher proportion of
appropriate treatment days and lower economic costs with respect to simply
issuing a report, although no associated shorter hospital stay or mortality could be

demonstrated.
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Although controversial and scarce, there is evidence in favor of a presential
assessment by the infectious diseases specialist over a telephone assessment [302,
303]. In our opinion, the person and method of transmitting blood culture results
is also relevant. Although the ideal method probably involves active presential
communication by an infectious disease specialist providing clinical support,
studies directly comparing the clinical impact and cost-effectiveness of different

procedures of communicating this information are lacking.

Given that each day of delay until definitive blood culture information is available
is associated with an increase in mortality of 1.2 times per day [301], analyzing the
clinical impact of different methods of transmitting information to optimize this
process would influence the management of patients with bacteremia and should

be considered an issue in future research.

Conclusion:

The limited evidence available suggests that there is a clinical benefit
associated with the active communication of results of a positive blood
culture, either orally or in writing, compared to only issuing a conventional

report.
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TABLES

Table 1. Estimated incidence of bacteremia and site of acquisition,
according to population-based studies published since 2010.

(ver pdgina siguiente)

Leyenda:

CA: community associated bloodstream infection. HCA: healthcare associated bloodstream
infection. HA: hospital-acquired bloodstream infection. In-hospital case fatality rate, ®30-day case

fatality rate, “mortality per 100,000 person-years, Ymortality per 100,000 admissions.
)
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Table 2. Most relevant microorganisms in bacteremia according to

population-based studies published since 2010.

Reference Period Country Most frequent etiology Comment
(in order of frecuency)
Segaard [157] 1992- Denmark E. coli - Significant increase in urinary
2006 S. aureus and intra-abdominal infection.
S. pneumoniae - Rise in E. coli episodes.
- No change in the prevalence of
Gram-positive infections.
Wilson [158] 2004- England E. coli (23%) - E. coli increased by 33% during
2008 CNS (16.9%) this period.
S. aureus (11.4%) - Increase in bacteremia due to
GNB.
- Decrease of S. aureus.
Skogberg [113] 2004- Finland E. coli (27%) - No significant changes in trends
2007 S. aureus (13%) in Gram-positive and Gram-
S. pneumoniae (9%) negative infections.
- Important gender-associated
differences.
Laupland [114] 1998- Canada E. coli (32x10° patient- - Only evaluates community
2005 years) acquired bacteremia.
S. aureus (15.5x105
patient-years)
S. pneumoniae (10.2x10°
patient-years)
Nielsen [115] 2000- Denmark E. coli (28.3%) - Decrease in CNS bacteremia.
2008 S. aureus (12.3%) - Decrease in E. coli bacteremia
CNS (10%) - Increase of enterococcal
S. pneumoniae (9.1%) bacteremia.
Holmbom [116] 2000- Sweden E. coli - Increase of E. coli and S.aureus by
2013 S. aureus 126% and 77%, respectively.
CNS
Laupland [117] 2010- Canada E. coli (37%) - Increase in bacteremias due to
2015 S. aureus (16%) enterococcus, Pseudomonas and

S. pneumoniae (6%)

enterobacteria other than E. coli

- Decresase in episodes due to S.
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viridans in nosocomial acquired

bacteremias.
Mehl [118] 2002- Norway 1. E. coli - Increase in bacteremias due to
2013 2. S. pneumoniae GNB and E. coli.
3. S. aureus - Decrease in Gram-positive
bacteremia.
Buetti [119] 2008- Switzerland |1. E. coli - Rise of bacteremias due to E. coli,
2014 2. S. aureus GNB and enterococci.
3. GNB (other than E. coli) | - Stable incidence of S. aureus.
Rhodes [120] 2007- Thailand | Community-acquired: - Performed in rural areas
2014 1. E. coli - Frequent isolation of ESBLs in E.
2. K. pneumoniae coli and Acinetobacter spp.
3. Burkholderia - No clear trend in MRSA
pseudomallei
Hospital-acquired:
1. E. coli
2. Acinetobacter spp.
3. K. pneumoniae
Kontula [121] 2004- Finland 1. E. coli (29%) - Significant increase in the
2018 2. S. aureus (13%) incidence of bacteremia due to E.
3. CNS (8%), coli
Streptococcus B- - Low proportion of BMR
hemolyticus (8%) bacteremia, but with an upward
4. S. pneumoniae trend, especially due to an increase
in ESBL E. coli.
Verway [122] 2017 Canada 1. E. coli (26.9%) - No data on antibiotic
2. S. aureus (15.9%) susceptibilities to differentiate the
3. CNS (9.2%) burden of susceptible from
4. Klebsiella spp.(8.2%) resistant pathogens.

CNS: Coagulase-negative streptococci; GNB: Gram-negative bacilli; MRSA: Methicillin-resistant S.

aureus;
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Table 3. Specific indications for blood culture extraction in clinical

guidelines.
Reference Fever or Leukocytosis | Neutropenia | Clinical Extreme
hypothermia | or leukopenia deterioration | ages
SEIMC [3] Yes No Yes Yes
ASM Cumitech [192] Yes Yes Yes Yes
CLSI [66] Yes Yes No No
IDSA, ASM [193] No specific recommendations

SEIMC: Spanish Society of Infectious Diseases and Clinical Microbiology; ASM Cumitech: American

Society for Microbiology Cumitech 1C, Blood Cultures IV; IDSA, ASM: Infectious Diseases Society of

America, American Society for Microbiology; CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute.

Table 4. Recommendations on the number of blood cultures and volume

of blood to be drawn in blood cultures.

Reference Year Recommended | Recommended number
volume of blood cultures
ASM Cumitech [192] 2005 20-30 mL per set 2-4 sets
CLSI [66] 2022 20-30 mL per set 2-3 sets
SEIMC [3] 2017 10-20 mL per set 2-4 sets
IDSA [193] 2018 20-30 mL per set 2-4 sets

ASM Cumitech: American Society for Microbiology Cumitech 1C, Blood Cultures IV; CLSI:

Clinical and Laboratory Standards Institute; SEIMC: Sociedad Espaiiola de Enfermedades

Infecciosas y Microbiologia Clinica; IDSA: Infectious Diseases Society of America.
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Table 5. Studies analyzing clinical impact of MALDI-TOF with prospective

design or using a comparator.

Reference Year Design Result Comment
Vlek et al. | February- Prospective - Reduction of  species | - Does not
[225] April 2010 comparative study. identification time by 28.8 | evaluate

hours. mortality or cost-
- Increase of 1.3% in the | effectiveness
proportion of patients with
appropriate treatment.
Huang et al. | September | Pre-post quasi- | - MALDI-TOF and PROA | - Integration with
[226] - experimental study. reduces microorganism | antimicrobial
November identification time and time to | stewardship
2012 effective treatment. (AMS) team.
- Mortality, length of stay and
recurrent  bacteremia  were
lower in the intervention group.
Clerc et al. | 2010 Prospective, - MALDI-TOF had an impact on | - Single arm.
[227] observational 35% of Gram-negative | - Does not
bacteremia cases. evaluate hospital
stay, clinical
impact or
mortality.
Perez et al. | 2012-2013 Quasi-experimental - Reduced time to optimal and | - Integration with
[228] study. effective  treatment, shorter | AMS team.
hospitalization  time, lower
mortality and estimated lower
associated costs.
Verroken et | 2013-2014 Prospective - Reduced time to identification | - Integration with
al. [229] comparative  study | and time to optimal treatment AMS team.
with two sequential
intervention periods.
Lockwood et | 2014 Prospective - Reduced time to identification | - Integration with
al. [230] comparative study. and time to optimal treatment AMS team.
Osthoff et al. | 2014-2015 Prospective,  open- | - Reduced treatment of | - Integration with
[231] label, controlled | contaminated blood cultures AMS team.

clinical trial

- Shorter time to active

114




IV. RESULTADOS

treatment and admission to ICU

in intervention group

O'Donnell et

al. [232]

2015

Pragmatic, controlled

clinical trial

- Shorter time to definitive
treatment, shorter antibiotic
therapy and shorter hospital

stay

- Integration with

AMS team.

15




IV. RESULTADOS

Table 6. Summary of a sample of studies proposing a reduction of the 5-day

incubation time

Reference Year | Country Design System Number Results and comments
of
samples
Ransom et | 2018- United Retrospective | - BacT/Alert 158,710 - No benefit is observed in
al. [249] 2019 States Virtuo (FA prolonging incubation longer
Plus and FN than 4 days, including simulation
plus bottles) with HACEK group.
Sepulveda | January- | United Retrospective | - Bactec FX 88,201 - No benefit is observed in
etal. 166] | March States - VersaTrek prolonging incubation for more
2020 than 4 days, detecting 98% of
microorganisms.
- Conducted with a large
proportion of COVID-19 patients,
with a possible low proportion of
bacteremia.
Bourbeau N/A (30 | United Retrospective | - BacT/Alert 35,500 - 3 days may be sufficient for
etal. [250] | months) | States (FA and FN detection of bacteria and fungi.
bottles) - Use a specific type of media
only.
Bourbeau N/A (18 | United Retrospective | - BacT/Alert 17,887 - 3 days may be sufficient for
et al. [251] months) | States (FAN bottles) detection of bacteria and fungi.
- Use a specific type of media
only.
Doern et al. | 1994- United Retrospective | - Difco ESP 7,362 - No decrease in the detection of
[252] 1995 States microorganisms is  observed

when decreasing to 4 days, except

for K. pneumoniae.
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Table 7. Representation of the heterogeneity of results and methodology of a selection of recent

studies on the usefulness of time to blood culture positivity as a predictor of severity.

Reference Country Type of Result Comment
study
Hsieh et al. Multinational | Meta-analysis | A short time to positivity - Notable biases, presence of
[253] (TTP) was associated with | heterogeneity, mixing of pediatric
higher mortality and septic | and adult populations, important
shock in some bacterial confounding factors not assessed,
species, but not in Candida. | meta-regression analysis not
significant.
Hamilton et United Prospective | TTP not associated with - More methodological soundness
al. [260] Kingdom multicenter | mortality except in than most studies (includes time
cohort study. | Candida (elevated TTP) to incubation).
and possibly in - Limitations: does not assess time
Streptococcus. to effective treatment, small
samples in some groups.
Siméon et France Prospective | A short TTP is related to - Some limitations: small sample,
al. [265], multicenter | mortality and to the blood culture systems used, does
cohort study. | presence of endocarditis in | not analyze blood culture volume.
S. aureus bacteremia.
Kim et al. Canada Retrospective | Elevated TTP is associated | - Some limitations: retrospective,
[261] study with mortality in S. aureus | does not have detailed clinical
bacteremia. information, does not analyze foci
of infection, does not analyze
antibiotic treatment.
Oldberg et Sweden Retrospective | No association was - Some limitations: retrospective
al. [266] observational | observed between TTP study, transesophageal
study with mortality or the echocardiogram not performed in

presence of endocarditis in

E. faecalis bacteremia.

all patients, does not include
patients under treatment, does not

analyze blood culture volume.
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4.2 RESULTADOS DEL OBJETIVO 2

4.2.1  Abstract

Introduction: The epidemiological evolution of bloodstream infections in the
last decade is not clearly defined. Our aim was to analyze the changes in the
workload in our institution and to describe the evolution of the incidence and
etiology of bloodstream infections in a 12-year period, including the COVID-19

pandemic.

Methods: All blood cultures received in the laboratory of a tertiary general
hospital between 2010 and 2021 were analyzed. Bloodstream infection episodes
refers to each episode of bacteremia or fungemia in each patient. Incidence rates

per 1,000 admissions and per 100,000 population were calculated.

Results: No significant changes in the incidence of bloodstream infection
episodes/1,000 admissions were observed (mean, 31.1), while estimated
population-based incidences showed declining trends (mean, 182.8/100,000
inhabitants). There was a slight increase in bloodstream infection episodes per
1,000 admissions caused by Gram-negatives (mean, 16.6/1,000 admissions) and E.
coli was the most frequent pathogen (mean, 8.5/1,000 admissions). There was no
significant rise in episodes caused by ESBL- and carbapenemase-producing E. coli
or K. pneumoniae, with a decline in those caused by methicillin-resistant S.
aureus. A spike in bloodstream infection episodes, fungal bloodstream infections
and catheter-related infections was detected in 2020, during the COVID-19

outbreak.
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Conclusion: No clear increase in the incidence of bloodstream infection episodes
was detected in our center over this period. Gram-negatives are the most frequent
etiology, with no clear rise in antimicrobial resistance phenotypes. The COVID-19
pandemic accounted for a small increase in bloodstream infection episodes in

2020, probably related to the increase of catheter-related infections.

4.2.2 Resumen

Introduccion: La evolucidon epidemioldgica de la infeccion endovascular en la

ultima década no esta claramente definida. Nuestro objetivo fue analizar los
cambios en la carga de trabajo en nuestra institucion y describir la evolucién de la
incidencia y etiologia de las infecciones endovasculares en un periodo de 12 afios,

incluyendo la pandemia COVID-19.

Métodos: Se analizaron todos los hemocultivos recibidos en el laboratorio de un
hospital general terciario entre 2010 y 2021. Cada episodio de infeccion
endovascular hace referencia a cada episodio de bacteriemia o fungemia en cada
paciente. Se calcularon tasas de incidencia por 1.000 ingresos y por 100.000

habitantes.

Resultados: No se observaron cambios significativos en la incidencia de episodios
de infeccion endovascular por 1.000 ingresos (media 31,1), mientras que las
estimaciones por 100.000 habitantes mostraron tendencias descendentes (media
182,8/100.000 habitantes). Hubo un leve aumento de los episodios de infeccion
endovascular por 1.000 ingresos causados por Gram-negativos (media 16,6/1.000

ingresos) y E. coli fue el patégeno mds frecuente (media 8,5/1.000 ingresos). No
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hubo ascensos significativos en los episodios causados por E. coli o K. pneumoniae
productoras de BLEE o carbapenemasas, con un descenso en los episodios
causados por S. aureus resistente a meticilina. Se detect6 un pico en los episodios
de bacteriemia, fungemia e infecciones relacionadas con catéteres en 2020,

durante la pandemia COVID-19.

Conclusién: No se detecté un ascenso significativo en la incidencia de episodios
de infeccion endovascular en nuestro centro durante este periodo. Los Gram-
negativos son la etiologia mas frecuente, sin claro ascenso de los fenotipos de
resistencia antimicrobiana. La pandemia COVID-19 provoco un pequefio ascenso
en los episodios de infeccion endovascular en 2020, en probable relacién al

aumento de infecciones relacionadas con catéteres.
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4.2.3 Articulo 2

INTRODUCTION

Bloodstream infection (BSI) is an important cause of morbidity and
mortality worldwide [24, 304], but information regarding its incidence and
epidemiology in recent years is very limited. The most recent information is
focused on the evolution of BSI by some specific microorganisms [109], in selected
types of patients [110, 1], or covering a short time frame [112]. Data coming from
population-based studies in the last 10 years is very heterogeneous [113-122], and

information from single institutions is scarce and outdated [123].

Our institution has been recording information on BSI episodes occurring in our
center for more than 35 years, and data collected between 1985 and 2006 were
previously published [20]. At this point, where the impact of the COVID-19
pandemic is not well characterized and BSI caused by multi-resistant
microorganisms has become a global concern in recent years [153], we consider it

necessary to update this information [305].

Our aim was to describe the evolution of BSI in our hospital between 2010 and
2021, including the COVID-19 pandemic, by analyzing its changes on incidence
and etiology and in the workload it produced in our laboratory. We also attempted
to provide population-based incidences per 100,000 inhabitants, an approximate
BSI mortality rate, and to define the status of hospital-onset bacteremia as a

marker of nosocomial infection in this period.
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MATERIALS AND METHODS

Our center is a tertiary teaching hospital currently serving a population of
approximately 850,000 inhabitants, with programs for transplant recipients,
immunocompromised patients, and all surgical services. The number of available
beds has been reduced from approximately 1,750 in 2006 to 1,062 in 2021, although

1,572 beds were made available during the pandemic.

Study period

All blood samples sent for bacterial and fungal culture to our laboratory from
January 2010 to December 2021 (12 years) were analyzed, except for episodes

caused by Mycobacterium species.

Blood culture systems

In our center, three sets of blood cultures are routinely recommended for
suspected bacteremia, in order to obtain a total volume of approximately 6omL of
blood, to be divided into one bottle for aerobes and one for anaerobes in each set.
Positive samples are subcultured and analyzed with Gram stain. Blood culture
processing was performed using the BD BACTEC™ FX system throughout the
entire period analyzed. The processing of positive blood cultures, identification of
isolated microorganisms and antimicrobial sensitivity studies are performed
according to standard procedures [3, 66], using MALDI-TOF to identify colonies
from subcultures with the Bruker Biotyper System® (Bruker Daltonik GmbH,
Bremen, Germany). In addition to the antibiogram by the disc diffusion technique,

an additional antibiogram is performed by the automated broth microdilution
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method (MicroScan®, Beckman Coulter, CA, USA) or by the gradient diffusion

method when necessary.

Definitions

The following concepts have been used:

Blood culture: a volume of blood, obtained under aseptic conditions,
inoculated into 1 or more bottles for the isolation of microorganisms. Each blood

culture set usually consists of two bottles and involves a single venipuncture.

BSI episode: refers to each episode of bacteremia or fungemia in each
patient, not to the number of blood cultures. All microorganisms isolated from
samples from the same patient within a period of less than one week were
considered part of the same episode. The clinical significance of each episode was

assessed with the responsible medical team when in doubt.

Contaminating microorganisms: unless proven otherwise, the presence of
the following microorganisms in blood were considered as probable contaminants:
Bacillus species, Corynebacterium species (except C. jeikeium), Lactobacillus
species and Propionibacterium species. Coagulase-negative staphylococci, viridans
group streptococci or Clostridium spp. are considered likely pathogens only if
recovered from at least two or more samples or in specific clinical situations. Due
to difficulties in obtaining samples in neonates, the presence of coagulase-
negative staphylococci or other contaminants in the two bottles of a blood culture
set is considered significant in this age group. The rest of microorganisms were
considered as probable pathogens. In any case, the interpretation of results is

based on the recommendations of the Spanish Society of Infectious Diseases and
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Clinical Microbiology [3], and all episodes of bacteremia are assessed by our

service on an individual basis.

Polymicrobial bacteremia: isolation of more than one microorganism in the

same episode of bacteremia.

Catheter-related bacteremia and catheter-related candidemia were defined as a
BSI episode where the microorganism isolated from blood cultures coincided with
the isolation of the same pathogen from a removed catheter tip culture within a

week range.

Hospital-onset bacteremia was defined as an episode of BSI demonstrated

in blood cultures taken at least 48 hours after admission to hospital.

The evolution of antimicrobial resistance phenotypes was evaluated for
methicillin-resistant ~ Staphylococcus aureus (MRSA), vancomycin-resistant
enterococci  (VRE), extended-spectrum beta-lactamases (ESBL)-producing
Escherichia coli, and ESBL- and carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae

during the study period.

Database

Episodes of significant bacteremia were prospectively recorded in a database on a
daily basis by a staff member (CSC), including patient identification, admitting
service, date and number of blood cultures taken, date of positivity and number of
positive blood cultures, microorganisms identified, antimicrobial susceptibility

and HIV diagnosis (if performed).
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Statistical analysis

Incidence trends in this period are represented per 1,000 admissions throughout
Tables 1-3. The overall incidence of BSI episodes per 1,000 admissions was
calculated as the number of episodes detected during the 12 years of the study;,
divided by the number of admissions (in thousands) of the institution in that
period. Population-based trends were calculated similarly per 100,000 inhabitants,
using the total number of inhabitants in our area [150]. The evolution of incidence
trends was analyzed by simple regression. A p value < 0.05 was considered
significant. A sample of 100 BSI episodes was randomly selected to calculate an
approximate fatality rate. All analysis were carried out with SPSS 15.0 (SPSS,

Chicago, IL).

RESULTS

Evolution of BSI incidence and laboratory workload

Table 1 shows the evolution of the blood culture laboratory workload between 2010
and 2021. A total of 578,741 admissions were recorded in our institution during the
12 years of the study (mean, 48,228 admissions/year). The number of blood
cultures obtained/1,000 admissions varied from 725 blood cultures/i,000

admissions in 2010 to 887/1,000 in 2021.

Overall, 57,532 blood cultures detected growth of 1 or more microorganisms
(global positivity rate 12.36%), representing 17,938 episodes of significant

bacteremia/fungemia (15,149 patients). Of these blood cultures, 1,709 were
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considered contaminated (3.0% mean annual rate). In total, 2,037 of the

significant BSI episodes were polymicrobial (11.4%).

The incidence of BSI episodes per 1,000 admissions remained stable for most of
this period (mean 31.1 episodes/1,000 admissions) (Figure 1). Using data from our
previous study [20], evolution of the quinquennial mean number of BSI episodes

per 1,000 admissions from 1985 to 2021 is represented in Supplemental Figure 1.

A total of 399 episodes occurred in people living with HIV (2.2% of all BSI

episodes), with a decrease from 65 in 2010 to 13 in 2021.

Etiology

Figure 2 represents the evolution of the main groups of microorganisms causing
BSI in our institution over the 12 years analyzed. Overall, 45% of the episodes were
caused by Gram-positive microorganisms, 47% by Gram-negative, 4% by

anaerobes and 4% by fungi.

Gram-positive microorganisms

No major change in the incidence of BSI episodes per 1,000 admissions caused by
Gram-positive bacteria was observed, with an annual average of 763.7 episodes

(15.8 episodes per 1,000 admissions) (Table 2).

Enterococcus sp. is currently the second most frequent Gram-positive
microorganism after coagulase-negative staphylococci, with a mean annual
incidence of 163.8 episodes (3.4/1,000 admissions). The proportion of episodes

caused by E. faecium rose from 30.1% in 2010 to 50.3% in 2021. S. aureus had a
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mean annual incidence of 139 episodes (2.9/1,000 admissions). The evolution of

other Gram-positive bacteria is shown in Table 2.

Gram-negative microorganisms

Gram-negative bacteria showed a slight progressive increase per 1,000 admissions
per year (IC95% 0.06 - 0.44, p=0.01), with an annual average of 798.3 episodes
(16.6 episodes/1,000 admissions). Table 3 shows the incidence per 1,000 admissions

of BSI episodes due to the main Gram-negative agents.

There were 4,899 episodes of BSI due to E. coli during this period, with an annual
mean of 408.3 episodes (8.5 episodes/1,000 admissions). A slight increase in BSI
episodes per 1,000 admissions caused by Klebsiella spp, Enterobacter spp, and
Citrobacter spp was observed. P. aeruginosa caused 741 episodes, with an annual

mean of 61.8 episodes (1.25 episodes/1,000 admissions).

Anaerobic bacteria

An annual mean of 74.8 episodes caused by anaerobic microorganisms was
recorded during this period (averaging 1.6 episodes/1,000 admissions per year),
with a small rise in episodes per 1,000 admissions (Clg5% 0.01-0.09, p=0.017)
(Supplemental Table 1). Incidence per 1,000 admissions of episodes caused by
Gram-negative anaerobic rods, Fusobacterium spp. and Gram-positive rods

remained stable.

Fungi

Fungal BSI caused an average of 63.8 episodes per year (1.3 episodes/1,000

admissions), without major changes in the incidence per 1,000 admissions
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(Supplemental Table 2). After C. albicans, the second most frequent species was C.

parapsilosis (mean annual incidence 0.3/1,000 admissions).
Evolution of antimicrobial-resistant bacteria

A reduction in the number of episodes caused by MRSA was identified, with no
other change in trend for the rest of the species analyzed (Tables 2 and 3).
Episodes caused by MRSA decreased from 56 episodes in 2010 to 28 in 2021,
representing 24.3% of all episodes caused by S. aureus (Supplemental Figure 2).
Episodes caused by VRE remained at very low levels throughout the study (Table
2), representing on average 5% of all E. faecium isolates in this period (data not

shown on tables).

ESBL-producing E. coli caused 54 BSI episodes in 2010 and 36 episodes in 2021
(Supplemental Figure 3), accounting for 11.2% and 9.7% of the total BSI episodes
caused by E. coli (average 11.9%). No ascending trend in episodes caused by ESBL-

and carbapenemase-producing Klebsiella spp. is identified (Supplemental Figure

4).

Population-based estimated incidences

While the overall incidences per 1,000 admissions have not shown significant
changes during the 12 years analyzed, the estimated incidences per 100,000
population show mostly decreasing trends (Supplemental Table 4). The decrease
in episodes caused by S. pneumoniae, from 7.6 to 2.5 episodes between 2010 and

2021, is particularly remarkable.
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Catheter-related bloodstream infections

The incidence of episodes of catheter-related bacteremia and catheter-related
candidemia per 1,000 admissions remained stable (Supplemental Table 3, Figure
1). There was an annual average of 107.8 episodes of catheter-related bacteremia
(2.2 episodes/1,000 admissions). The proportion of BSIs caused by catheter-related
bacteremia and the evolution of BSI episodes caused by Candida species and
catheter-related candidemia per 1,000 admissions in this period are represented in

Supplemental Figures 5and 6.

Bloodstream infection in 2020 and 2021

While the overall incidences per 1,000 admissions have not shown significant
changes during the 12 years analyzed, there were some increases in the incidence
of BSI episodes, episodes caused by Gram-positive bacteria, Enterococcus spp,
Candida spp. and catheter-related bacteremia and catheter-related candidemia
between 2020 and 2021 (Table 2, Supplemental Tables 2 and 3, Figures 1 and 2).
Similarly, hospital-onset bacteremia episodes increased in this period

(Supplemental Figure 7).

Estimated mortality rate

In a random sample of 100 patients with BSI episodes during this period, the
overall 3o0-day mortality was 18% (95%CI 10.3-25.7%), and all-cause 1-year

mortality rate was 32% (95%CI 22.7-41.3%).
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DISCUSSION

We did not find substantial changes in the incidence of BSI episodes or an increase
in antimicrobial resistance phenotypes of pathogens isolated from the
bloodstream over 12 years in our institution. Our findings correspond to a single
center and cannot be attributed to technological changes or blood cultures
processing methodology, with a mean positivity rate of 12.4% and a mean
contamination rate of 2.97%, in accordance with clinical guidelines

recommendations [66, 192].

We found a stable incidence of BSI episodes in our hospital during this period
(average 31.1 episodes/1,000 admissions), while population-based data showed a
slight decrease. Previously published data from our institution showed figures of
24.3 episodes of BSI/1,000 admissions between 1985 and 2006 [20]. Data from
other institutions in the last decade are scarce and offer highly variable incidence
rates, ranging from 1.3 to 15.4 episodes/1,000 admissions and from 101 to 309

episodes/100,000 inhabitants [114, 116, 120, 121].

The main etiologic agents of BSI have not changed substantially, with a slight
increase in episodes caused by Gram-negatives. This represents a change from the
predominance of BSI caused by Gram-positive bacteria in previous decades at our
institution [20], in line with the global trend [35], which could be related to
infection control policies for intravenous catheters. Our study shows a slight
decrease in BSI episodes caused by S. aureus, and an increase in episodes caused
by Enterococcus species, which has also been noted by other authors [306]. S.

pneumoniae continues to show a downward trend since the introduction of
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pneumococcal vaccines [307], recommended for the adult population in the

Community of Madrid since 2005 [308].

While antimicrobial resistance is one of the most important threats we must
confront, our data does not show a steadily worsening picture. We found stable
figures for ESBL-producing E. coli and ESBL- and carbapenemase-producing
Klebsiella spp., a decrease in episodes caused by MRSA, all of which featured
increasing numbers in previous decades in our center [20], and a low incidence of
VRE. The activity of the antimicrobial stewardship team and the implementation
of screening programs for MRSA and VRE may have contributed to this situation.

Similar results have been reported in other regions of Spain in this period [309].

Although resistant phenotypes among Gram-positive pathogens appear to be
declining globally [35, 128, 310], VRE represented up to 43.1% of all E. faecium
isolates in some European countries in 2013 [311] and is still rising in some areas
[306]. Furthermore, there is evidence of the spread of ESBL and carbapenemase
enzymes worldwide [35], and carbapenemase-producing Enterobacteriaceae pose a
significant threat across southern Europe [312]. All these data justify keeping a

strict surveillance on the evolution of these phenotypes.

While generally stable, our figures still show a high incidence of BSI and catheter-
related bacteremia, justifying surveillance efforts and infection control policies.
This could be related to the fact that the number of blood cultures obtained
increased between 2010 and 2021. Furthermore, 3 sets of blood cultures are
routinely requested in our center, attempting to maximize their yield by collecting

approximately 6omL of blood [210]. This information is not usually provided in
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the literature, where 2 pairs of blood cultures are usually drawn. While
educational and antimicrobial stewardship programs have helped to stabilize the
current situation in Spanish hospitals [313], they do not seem to be drastically
improving these figures. New strategies to address this issue need to be

considered.

Reported BSI rates during the COVID-19 pandemic vary widely depending on the
selected cohort [162, 166]. Our data from 2020 and 2021 show an increase in the
number of blood cultures obtained per 1,000 admissions, in the contamination
rate and, especially, in the number of episodes of catheter-related bacteremia and
catheter-related candidemia, related to lower adherence to hospital-acquired
infection prevention measures [174-176]. Hospital-onset bacteremia, proposed as a
comprehensive quality metric to improve nosocomial infection prevention
practices [314], showed a decreasing trend except in 2020 and 2021, where COVID-

19 caused an increase in BSI episodes of nosocomial origin (Supplemental Figure

7) [315].

This increase in catheter-related BSI might explain the rise in the number of
Gram-positive and fungal BSI in 2020 (Supplemental Figures 5 and 6). The high
number of episodes caused by Enterococcus sp. in COVID-19 patients has also
been reported by other authors [162, 316, 317], and might be related to SARS-CoV-2
enterocyte tropism [318], gut translocation, or the indiscriminate use of empirical

antibiotherapy with third-generation cephalosporins during the pandemic.

Although the main focus of our work was not to evaluate the clinical evolution of

patients with BSI, our estimated 30-day and 1-year mortality rates (18 and 32%,
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respectively) are similar to previous reports in the last decade [113, 121], although
the available evidence is very heterogeneous. A recent study from Israel reported a

25.6% fatality rate and 46.4% after one year, which is even higher than our estimate

[304].

Our work has some limitations. This study is based on information from one
single institution, so our results may not be extrapolable to other regions, but we
believe that the absence of similar studies coming from different centers further
justifies our work. The estimated incidence rates per 100,000 inhabitants are an
approximation based on the official population register for the area served by our
hospital, which seems to be slowly increasing over the years and might have led to
declining population-based rates. Our definition of catheter-related bacteremia
and catheter-related candidemia, which requires catheter tip culture, has been
used for decades and gives strength to our findings; however, it is worth
considering that the overall figures could be even higher than reported, due to the
potential episodes in which the catheter is not sent for culture. The assessment of
the mortality rate is only an approximation in a small sample, so our findings are

not generalizable.

Nevertheless, this work offers very valuable information to define the evolution of
endovascular infection, based on the analysis of one of the largest series
contributed by a single hospital. Comparing our findings with those of other
institutions would provide very useful information, and we encourage other
centers to carry out similar studies. Maintaining this type of research is very

relevant to continue defining the evolution of BSI in the coming years.
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In conclusion, no clear increase in the incidence of BSI episodes can be identified
in our center over this 12-year period. Gram-negatives have overtaken Gram-
positives as the most frequent etiology, while no clear rise in antimicrobial
resistance phenotypes can be identified, with a decrease in the proportion of
MRSA. The COVID-19 pandemic may account for a small increase in BSI episodes,

mainly those originating from an intravascular catheter.
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Table 1. Evolution of blood culture laboratory workload over a 12-year

period
Year Admissions No. of blood Positivity Contamination BSI episodes Polymicrobial
cultures (per (%) (%) (per 1,000 episodes (%)
1,000 admissions)
admissions)
2010 55,137 39,950 (724.5) 12.99 3.4 1,644 (29.8) 204 (12.4)
2011 52,911 41,483 (784) 12.96 3.1 1,645 (31.1) 174 (10.5)
2012 49,336 40,002 (809.4) 12.2 3.2 1,500 (30.3) 149 (9.9)
2013 48,247 37,571 (778.7) 13.2 3.2 1,531 (31.7) 162 (10.6)
2014 48,238 39,467 (818.2) 12 2.8 1,492 (30.9) 145 (9.7)
2015 48,838 40,497 (829.2) 1.6 2.7 1,470 (30.1) 177 (12)
2016 48,652 39,144 (811.4) 12.8 2.9 1,525 (31.6) 179 (11.7)
2017 48,059 36,218 (753.6) 1.5 2.7 1,373 (28.6) 178 (13)
2018 47,298 37,773 (798.6) 12.1 2.8 1,438 (30.4) 184 (12.8)
2019 47,048 38,400 (816.1) 1.8 2.6 1,460 (31) 162 (11.1)
2020 42,446 36,984 (871.3) 12.6 3.2 1,367 (32.2) 166 (12.1)
2021 42,531 37,740 (887.3) 12.6 3.1 1,491 (35) 157 (10.5)
Annual 48,228 38,769.1 12.4 3.0 1,494.8 (31.1) 169.8 (11.4)
average (806.9)
Annual - 8.78* (2_84 — - - - -
increase
14.72)
(95% CI)
Annual _889.3 (_1213 - - - - - -
decrease —565.7)
(95% CI)
p Value <0.0001 0.008 NS NS NS NS

Rates per 1,000 admissions are represented in parentheses. *Referred to number of blood cultures

per 1,000 admissions. NS: not significant
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Table 2. Evolution of BSI episodes and rates per 1,000 admissions caused by

Gram-positive microorganisms in a 12-year period

Year Gram- S. aureus MSSA MRSA CNS S. S. S. S. Enterococcus VRE Listeria
positive BSI pneumoniae agalactiae pyogenes viridans spp. spp.
group
1 8pGs0) | 177G2) | 121(2) | 5600 | 320(60) | 61(1) 19 (0.3) 9 (02) 53 (10) 156 (3) 0(0.0) | 8(0a)
2011 41
829 (15.6) 134 (2.5) 93 (1.8) (0.8) | 337(6:3) 65 (1.2) 17 (03) 10 (0.2) 69 (13) 187 (3.5) 0(o.0) | 8(0.2)
2012 340
820 (16.5) | 168(3.4) | m3(23) | 55(11) (6.8) 55 (11) 13 (0.3) 12 (0.2) 44 (0.9) 162 (3.2) 0(0.0) | 8(0.2)
2013 39
772 (16.0) 135 (2.8) 96 (2.0) (0.8) 339 (7.0) 41 (0.8) 12 (0.2) 6 (0.1) 46 (1.0) 168 (3.5) 7 (0.1) 5 (0.1)
2014 36
771 (16.0) 148 (3.1) 12 (2.3) (07) | 326(6.7) 46 (0.9) 15 (03) 10 (0.2) 37 (0.8) 146 (3.0) 3(01) | 7(0a)
2015 29
734 (15.0) 19 (2.4) 90 (1.8) (0.6) | 293(6.0) 64 (13) 16 (0.3) 7 (0a) 39 (0.8) 150 (3.0) 1(0.0) | 5(01)
2010 827 (17.0) 148 (3.0) | u7(24) | 31(0.6) | 318(6.5) 52 (11) 13 (03) 13 (03) 40 (0.8) 168 (3.5) 0(o.0) | 7(01)
2017 40
685 (14.2) 39 (2.9) | 99 (2.0) (0.8) | 254(5:3) 54 (1.1) 1(0.2) 8 (0.2) 30 (0.6) 138 (2.9) 6(01) | 8(0.2)
2018 34
747 (15.8) 142 (3.0) | 108 (23) (0.7) 236 (5.0) 60 (1.3) 13 (0.3) 14 (03) 31(0.7) 168 (3.6) 4(01) | 5(0a)
2019 30 12
653 (13.9) 129 (2.7) 99 (2.1) (0.6) | 205(4.6) 45 (1.0) 16 (0.3) 13 (0.3) 35 (0.7) 147 (3.1) (0.3) 9 (0.2)
2020 25
748 (17.7) 114 (2.7) 89 (21) (0.6) | 282(6.6) 27 (0.6) 1(03) 2 (0.0) 35 (0.8) 196 (4.6) 4(01) | 3(01)
2021 28
737 (17.3) 115 (2.7) 87 (2.0) (0.7) | 287(6.7) 21 (0.5) 4 (01) 3 (0) 53 (1:2) 179 (4.2) 5(01) | 7(02)
Annual 763.7 (15.8) | 139.0 102 (2.1) 27 295.5 493 (10) 13.3 (0.3) 8.9 (02) 427 (0.9) | 163.8 (3.4) 3.5 6.7 (0.1)
R (29) ©8) | (61) (01)
Annual - - - _ _ - - - - -
i)
Annual _ _ _ —0.03 (- | - _ _ B - -
decrease'
(95% CI) 0:05--
0.01)
p Value NS NS NS 0.01 NS NS NS NS NS NS NS NS

MSSA: methicillin-susceptible S. aureus; MRSA: methicillin-resistant S. aureus; CNS: coagulase-negative staphylococci. Rates per 1,000 admissions are

represented in parentheses; VRE: vancomycin-resistant enterococci. tReferred to episodes per 1,000 admissions. NS: not significant
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Supplemental Table 1. Evolution of BSI episodes and rates per 1,000

admissions caused by anaerobic microorganisms in a 12-year period

Year Anaerobes Gram-Negative Rods Fusobacterium spp. Gram-Positive Rods
2010 84 (1.5) 49 (0.9) 5 (0.1) 30 (0.5)
2011 71 (1.3) 42 (0.8) 10 (0.2) 18 (0.3)
2012 60 (1.2) 35 (0.7) 2 (0.04) 21 (0.4)
2013 70 (1.4) 46 (1.0) 6 (0.1) 23 (0.5)
2014 68 (1.4) 42 (0.9) 4 (0a) 23 (0.5)
2015 67 (1.4) 40 (0.8) 3 (0.1) 22 (0.5)
2016 91 (1.9) 53 (11) 5 (01) 33 (0.7)
2017 68 (1.4) 35 (0.7) 2 (0.04) 32 (0.7)
2018 90 (1.9) 57 (1.0) 3 (0.1) 23 (0.5)
2019 80 (1.7) 49 (1.0) 7 (0.2) 25 (0.5)
2020 64 (1.5) 31 (0.7) 5 (0.1) 22 (0.5)
2021 87 (2.0) 56 (1.3) 12 (0.3) 22 (0.5)

Annual 75 (1.6) 44.6 (0.9) 5.3 (0.1) 24.5 (0.5)

average

Annual 0.04 (0.01 - - - -

increaset 0.09)

(95% CI)

Annual - - - -

decreaset

(95% CI)

p Value 0.017 NS NS NS

Rates per 1,000 admissions are represented in parentheses. tReferred to episodes per 1,000

admissions. NS: not significant
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Supplemental Table 2. Evolution of BSI episodes and rates per 1,000

admissions caused by fungi in a 12-year period

Year Fungi Candida spp. | C. albicans | C. parapsilosis | C. tropicalis | C.glabrata | C. krusei | C.neoformans
2010 83 (1.5) 82 (1.5) 48 (0.9) 15 (0.3) 5 (0.1) 9 (0.2) 2 (0.0) 0 (0.0)
2011 96 (1.8) 93 (1.8) 44 (0.8) 28 (0.5) 7 (0.1) 12 (0.2) 2 (0.0) 1(0.0)
2012 77 (1.6) 71 (1.4) 33 (0.7) 19 (0.4) 12 (0.2) 8 (0.2) 3 (0.1) 0 (0.0)
2013 58 (1.2) 55 (1.1) 23 (0.5) 17 (0.4) 6 (0.1) 4 (0.1) 1(0.0) 2 (0.0)
2014 56 (1.1) 54 (1.1) 25 (0.5) 14 (0.3) 2 (0.0) 9 (0.2) 2 (0.0) 1(0.0)
2015 60 (1.2) 59 (1.2) 28 (0.6) 14 (0.3) 2 (0.0) 12 (0.2) 2 (0.0) 0 (0.0)
2016 55 (1.1) 54 (1.1) 31 (0.6) 15 (0.3) 1(0.0) 8 (0.2) 2 (0.0) o (0.0)
2017 41 (0.9) 40 (0.8) 19 (0.4) 8 (0.2) 2 (0.0) 8 (0.2) 1(0.0) o (0.0)
2018 59 (1.3) 57 (1.2) 28 (0.6) 15 (0.3) 4 (0.1) 12 (0.3) 1(0.0) 0 (0.0)
2019 59 (1.3) 56 (1.2) 29 (0.6) 16 (0.3) 5 (0.1) 7(0.2) 2 (0.0) o (0.0)
2020 70 (1.7) 67 (1.6) 41 (1.0) 7(0.2) 6 (0.1) 9 (0.2) 3 (0.1) 1(0.0)
2021 51 (1.2) 49 (1.2) 24 (0.6) 12 (0.3) 5 (0.1) 6 (0.1) 2 (0.0) 1(0.0)
Annual 63.7 (1.3) 61.4 (1.3) 311 (0.7) 15 (0.3) 4.8 (0.1) 8.7(0.2) 1.9 (0.0) 0.5 (0.0)
average
Annual - - - - - - - -
increaset
(95% C1)
Annual - - - - - - - -
decreaset
(95% CI)
p Value NS NS NS NS NS NS NS NS

Rates per 1,000 admissions are represented in parentheses. tReferred to episodes per 1,000 admissions. NS: not

significant

139




IV. RESULTADOS

Supplemental Table 3. Evolution of catheter-related BSI episodes and rates

per 1,000 admissions in a 12-year period

Year Catheter- Catheter- Catheter-related | Catheter-related | Catheter-related | Catheter-related
related related C. albicans C. parapsilosis C. tropicalis C. glabrata
bacteremia candidemia candidemia candidemia candidemia candidemia
2010 136 (2.4) 26 (0.5) 16 (0.3) 5 (0.1) 1(0.0) 3 (0.1)
2011 124 (2.2) 27 (0.5) 1 (0.2) 6 (0.1) 3(0.1) 6 (0.1)
2012 120 (2.4) 22 (0.4) 10 (0.2) 6 (0.1) 3(0.1) 3 (0.1)
2013 99 (2.0) 1 (0.2) 6 (0.1) 5 (0.1) o (0.0) o (0.0)
2014 87 (1.8) 12 (0.2) 7 (0.1) 4 (0.1) 0 (0.0) 1(0.0)
2015 87 (1.8) 30 (0.6) 18 (0.4) 6 (0.1) o (0.0) 3 (0.1)
2016 18 (2.4) 17 (0.4) 5 (0.1) 9 (0.2) 1(0.0) 1(0.0)
2017 98 (2.0) 16 (0.3) 9 (0.2) 5 (0.1) 0 (0.0) 2 (0.0)
2018 99 (2.1) 19 (0.4) 1 (0.2) 7 (0.1) o (0.0) 1(0.0)
2019 84 (1.8) 22 (0.5) 1 (0.2) 6 (0.1) 3(0.1) 1(0.0)
2020 138 (3.3) 25 (0.6) 16 (0.4) 3 (0.1) 3(0.1) 2 (0.0)
2021 103 (2.4) 1 (0.3) 3 (0.1) 5 (0.1) 3(0.1) 0 (0.0)
Annual 107.8 (2.2) 19.8 (0.4) 10.3 (0.2) 5.6 (0.1) 1.4 (0.0) 1.9 (0.0)
average
Annual - - - - - _
increaset
(95% CI)
Annual - - - - - _
decreaset
(95% CI)
P Value NS NS NS NS NS NS

Rates per 1,000 admissions are represented in parentheses. tReferred to episodes per 1,000 admissions. NS: not significant
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Supplemental Table 4. Overall evolution of estimated incidences per
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Year Inhabitants BSI Gram- S. S. Gram-
Enterococcus E. coli Anaerobes Fungi
episodes | positives aureus pneumoniae negatives
2010 806,769 203.8 104.2 21.9 7.6 19.3 107.7 59.5 10.4 10.3
2011 810,445 203 102.3 16.5 8.0 23.1 104.3 53.8 8.8 1.8
2012 812,083 184.7 101.0 20.7 6.8 19.9 88.2 44.7 7.4 9.5
2013 810,464 188.9 95.3 16.7 5.1 20.7 98.5 50.3 8.6 7.2
2014 805,228 185.3 95.7 18.4 5.7 18.1 96.2 51.2 8.4 7.0
2015 801,325 183.4 91.6 14.9 8.0 18.7 102.7 51.0 8.4 7.5
2016 806,405 189.1 102.6 18.4 6.4 20.8 97.1 51.5 1.3 6.8
2017 809,972 169.6 84.6 17.2 6.7 17.0 99.0 51.2 8.4 5.1
2018 820,904 175.2 91.0 17.3 7.3 20.5 96.1 50.4 1.0 7.2
2019 833,717 175.1 783 15.5 5.4 17.6 104.6 53.7 9.4 7.1
2020 853,253 160.2 87.7 13.4 3.2 23.0 815 38.6 7.5 8.2
2021 851,057 175.2 86.6 13.5 2.5 21.0 95.4 43.5 10.2 6.0
Annual 818,469 182.8 93.4 17.0 20.0 97.6 50.0 9.1 7.8
average o0
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FIGURES

Figure 1. Evolution of total bloodstream infection episodes and catheter-

related bloodstream infection episodes per 1,000 admissions in a 12-year

period.
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Figure 2. Evolution of the etiology of bloodstream infection episodes per

1,000 admissions in a 12-year period.
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Supplemental Figure 1. Evolution of the quinquennial mean number of BSI

episodes per 1,000 admissions in a 37-year period (1985-2021)
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Supplemental Figure 2. Evolution of methicillin-susceptible and

methicillin-resistant S. aureus bloodstream infection in a 12-year period.
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Supplemental Figure 3. Evolution of BSI episodes caused by E. coli and

proportion of ESBL-producing strains in a 12-year period.
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Supplemental Figure 4. Evolution of BSI episodes caused by Klebsiella spp.
and ESBL-producing and carbapenemase-producing strains in a 12-year

period.
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Supplemental Figure 5. Evolution of catheter-related BSIs and percentage

with respect to total BSI episodes over a 12-year period.
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Supplemental Figure 6. Evolution of BSI episodes caused by Candida

species and catheter-related candidemia per 1,000 admissions in a 12-year

period.
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Supplemental Figure 7. Evolution of hospital-onset bacteremia per 1,000

admissions in a 12-year period.
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4.3 RESULTADOS DEL OBJETIVO 3

4.3.1 Abstract

Background: Patients who acquire infective endocarditis (IE) following contact

with the healthcare system, but outside the hospital, are classified as having non-
nosocomial healthcare-associated IE (HCIE). Our aim was to characterize HCIE
and establish whether its etiology, diagnosis and therapeutic approach suggest it

should be considered a distinct entity.

Methods: This study retrospectively analyzes data from a nationwide,
multicenter, prospective cohort including consecutive cases of IE at 45 hospitals
across Spain from 2008 to 2021. HCIE was defined as IE detected in patients in
close contact with the healthcare system (e.g. patients receiving intravenous
treatment, hemodialysis or institutionalized). The prevalence and main
characteristics of HCIE were examined and compared with those of community-

acquired IE (CIE) and nosocomial IE (NIE), and with literature data.

Results: IE was diagnosed in 4,520 cases, of which 2,854 (63%) were classified as
CIE, 1,209 (27%) as NIE, and 457 (10%) as HCIE. Patients with HCIE showed a high
burden of comorbidities, a high presence of intravascular catheters and a
predominant staphylococcal etiology, S. aureus being identified as the most
frequent causative agent (35%). They also experienced more persistent bacteremia,
underwent fewer surgeries and showed a higher mortality rate than those with CIE
(32.4 vs. 22.6%). However, mortality in this group was similar to that recorded for

NIE (32.4 vs. 34.9%, respectively, p= 0.40).
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Conclusions: Our data do not support considering HCIE as a distinct entity. HCIE

affects a substantial number of patients, is associated with a high mortality, and

shares many characteristics with NIE.

4.3.2 Resumen

Introducciéon: Los pacientes que adquieren endocarditis infecciosa (EI) tras

contacto con el sistema sanitario, pero fuera del hospital, se clasifican como EI
relacionada con la asistencia sanitaria no nosocomial (EIRAS). Nuestro objetivo
fue caracterizar la EIRAS y establecer si su etiologia y aproximacion diagnostico-

terapéutica sugieren que sea considerada como una entidad diferenciada.

Métodos: Este estudio analiza retrospectivamente datos de una cohorte nacional,
multicéntrica y prospectiva incluyendo casos de EI de 45 hospitales en Espafa
entre 2008 y 2021. EIRAS se definié como la EI detectada en pacientes en contacto
estrecho con el sistema sanitario (como pacientes que reciben tratamiento
intravenoso, hemodidlisis o institucionalizados). La prevalencia y principales
caracteristicas de la EIRAS fueron examinadas y comparadas con las de la EI de

adquisicién comunitaria (CIE) y EI nosocomial (NIE) y con la literatura disponible.

Resultados: Se diagnosticaron 4.520 casos de EI, de los cuales 2.854 (63%) se
clasificaron como CIE, 1.209 (27%) como NIE, y 457 (10%) como EIRAS. Los
pacientes con EIRAS mostraron una elevada carga de comorbilidades, una elevada
presencia de catéteres intravasculares y una etiologia predominantemente
estafilocdcica, siendo S. aureus el agente causal mas frecuente (35%). También

sufrieron mayor bacteriemia persistente, recibieron menos cirugias y mostraron
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mayor mortalidad que aquellos con CIE (32,4 vs 22,6%). Sin embargo, la
mortalidad en este grupo fue similar a la registrada para NIE (32,4 vs 34,9%,

respectivamente, p=0,40).

Conclusiéon: Nuestros datos no apoyan la consideracion de EIRAS como una
entidad diferenciada. EIRAS afecta a un nimero considerable de pacientes, se

asocia a una elevada mortalidad y comparte muchas caracteristicas con NIE.
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4.3.3 Articulo 3

BACKGROUND

The clinical and epidemiological characteristics of infective endocarditis
(IE) have changed over time [89, 319]. According to place of acquisition, a
distinction was traditionally made between community-acquired and nosocomial
IE, with different etiological agents and prognoses in each case. The concept of
healthcare-associated IE was introduced to describe IE acquired at hospital or
affecting patients in close contact with the healthcare system [84, 136, 139, 141].
However, the increasing number of invasive procedures performed outside the
hospital setting, and the growing number of patients from healthcare institutions,
have determined an increase over the last few decades in non-nosocomial

healthcare-associated IE (HCIE) [84, 90, 134].

While community-acquired IE (CIE) has been clearly differentiated from
nosocomial IE (NIE), there is less information on HCIE. The limited evidence
available has been derived from heterogeneous studies that, in most cases, are
outdated and involve small sample sizes [135, 140], and consists of widely varying
definitions, etiologies and prognoses. In this scenario, it is worth considering the
dimension of this problem, and whether this group of patients has etiological,

therapeutic or prognostic differences for HCIE to be considered a distinct entity.

From a public health perspective, the need to characterize this group of patients is
warranted by an ever-increasing number of institutionalized patients and of
invasive procedures performed outside the hospital, as well as a lack of clear
indications regarding the need for prophylaxis before such procedures.
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In this work, we set out to define the current reality of HCIE based on data from a
large prospective cohort. Our objectives were: 1) to describe the prevalence and
most relevant characteristics of HCIE; 2) to analyze its differences with respect to
CIE and NIE along with its value as a distinct entity; and 3) to review the available

literature to compare these data with our findings.

MATERIAL AND METHODS

The GAMES cohort is a nationwide, multicenter registry that from 2008 has
prospectively included consecutive cases of definite IE according to modified
Duke criteria [97] in 45 hospitals across Spain. The present study is an
observational retrospective analysis of these prospectively obtained data. GAMES
stands for ‘Grupo de Apoyo al Manejo de la Endocarditis Infecciosa en Espafia’ or
‘Spanish Collaboration on Endocarditis. Over the period January 2008 to

December 2021, 4,520 definite cases of IE were diagnosed.

Data collection:

A standardized case report form was completed in each case to record the active IE
episode and follow-up data, which included clinical information, including
Charlson comorbidity index [151], as well as microbiological and
echocardiographic results. All patients provided informed consent to be included
in the registry. All cases were assessed one year after inclusion in the registry to

record resolution, death or relapse.
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Definitions:

To simplify classification, and for the purpose of exploring its value as a distinct
entity, in this work, HCIE refers to nosohusial IE, and does not therefore include
cases of nosocomial acquisition. HCIE was defined as an IE diagnosed at the time
of admission or within 48 hours of admission, if a patient met any of the following

criteria:

1. Received intravenous (IV) treatment at home; received wound care or skilled
nursing care provided by a healthcare provider, family, or friends; or received self-

administered IV medical treatment in the 30 days prior to bacteremia.

2. Visited an outpatient hospital or hemodialysis clinic or received IV

chemotherapy in the 30 days prior to bacteremia.

3. Was hospitalized in an acute care facility for two or more days in the go days

prior to bacteremia.

4. Lived in a nursing home or long-term care facility.

All IE cases associated with hemodialysis were classified as HCIE. NIE was defined
as IE in a patient who had been hospitalized for more than 48 hours before the
onset of signs or symptoms consistent with IE. CIE was defined as IE diagnosed
within the first 48 hours of admission or according to signs or symptoms
consistent with IE starting before hospital admission in a patient who did not
fulfill the criteria for HCIE. While an odontogenic source was considered within
the definition of CIE, in 2 patients HCIE was attributed to dental interventions of

greater complexity involving total replacement of dental pieces.
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Statistical analysis:

The characteristics of HCIE, CIE and NIE were compiled and compared.
Categorical variables were summarized as frequencies and percentages, and
continuous variables as medians and interquartile ranges (percentile 25 -
percentile 75). Categorical variables were compared using the chi-square test (or
Fisher's exact test where necessary). Variables with non-normal distribution were
compared using the Mann-Whitney U test. Significance was set at p< 0.05. For a
better interpretation of the results, effect sizes were calculated for each
comparison. For numerical variables, Cohen's d (standardized mean difference)

was used, while odds ratio are provided for categorical variables.

To identify clinical variables that were differentially associated with the presence
of HCIE, a multivariate logistic regression analysis was performed through a
conditional backward procedure, entering only epidemiological variables present
before the IE episode and hospital admission that varied significantly between
HCIE and NIE in the univariate analysis, or which were considered to be of clinical
relevance. Our model included sex, age, age-adjusted Charlson comorbidity index
score, native valve IE, presence of intracardiac device, previous cardiac surgery,
previous IE, and presence of intravenous catheters. The survival curve for
hemodialysis-related HCIE was constructed using the Kaplan-Meier method. All
statistical tests were performed using the package IBM SPSS Statistics for

Windows, Version 26.

For the literature review, a search was performed of PubMed using the commands

(endocarditis [MeSH Terms]) AND (healthcare [Title]), health-care [Title] AND
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endocarditis [Title], non-nosocomial [Title] AND endocarditis [Title], Healthcare-
associated [Title] AND endocarditis [Title], (healthcare[MeSH Terms|) AND
(endocarditisyMeSH  Terms]) and  (healthcareflMeSH Terms]) AND
(endocarditis[Title]) with no time restriction. Manually selected papers of
interest were also included. To the best of our knowledge, only five studies have
analyzed HCIE in a differentiated manner [84, 135, 137, 138, 140]. Studies assessing

nosohusial and nosocomial IE combined were not included in our review [136, 139,

141].

Patient consent statement:

The case report form used was approved by the ethics committee (Comité ético de
Investigacion Clinica Regional de la Comunidad de Madrid CEIC-R; EC 18/07; date

11/01/2008). Written consent was obtained in all cases.

RESULTS

In total, 4,520 episodes of definite IE were recorded in the cohort. Of these, 2,854
episodes (63%) were classified as CIE, 1,209 (27%) as NIE, and 457 (10%) as HCIE.
The main characteristics of these episodes of HCIE and their comparison with
those of CIE and NIE are provided in Table 1 (an analysis of standardized

differences can be found in Supplemental Table 1).

Characteristics of HCIE

Patients in the HCIE group were characterized by a significant number of

comorbidities, a high proportion of them having hypertension, chronic kidney
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disease (CKD), diabetes, and heart failure. Most IE cases developed in native
valves (71%). In 195 patients (43%), an intravascular catheter was present at the
onset of symptoms (Table 1). The most frequent etiology was S. aureus (161
episodes, 35%), 19% of which were methicillin-resistant S. aureus (MRSA) (Table
2). Coagulase-negative staphylococci and Enterococcus caused 23% and 19.5% of
cases, respectively. Hemodialysis was described as the source of infection in 49%

of HCIE cases (Table 3).

When we considered clinical outcomes (Table 4), we found that a high proportion
of patients developed heart failure, acute renal failure and intracardiac
complications (39%, 33% and 32%, respectively). While 42% of the HCIE patients
underwent cardiac surgery, 26% with an indication for surgery could not be
operated on. In-hospital mortality among the HCIE patients was 32%. There were
fewer deaths among those who underwent surgery compared to those who did not

undergo surgery (11.1% vs. 21.2%).

Analysis of hemodialysis-related HCIE

Of the 457 episodes of HCIE examined, almost half were recorded in patients on
hemodialysis (n=223, 49%). These patients on hemodialysis had more
comorbidities, experienced septic shock more frequently, more often could not
have indicated surgery and showed a higher mortality than patients not receiving
hemodialysis (Table 5). The main etiologic agent was S. aureus (46%).
Interestingly, the percentage of those with CKD was also high in the no-

hemodialysis group (28.6%). Patients who did not receive hemodialysis had a
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significantly lower mortality (p< 0.01) than those who did so, as may be observed

in the Kaplan-Meier survival curve (Figure 1).

Comparison of HCIE with CIE and NIE

HCIE and CIE are clearly different clinical entities (Table 1). Patients with HCIE
showed a higher age-adjusted Charlson index score, were admitted fewer days after
symptom onset and diagnosis, and had a different disease etiology. In terms of the
clinical course, patients with HCIE showed more persistent bacteremia, more
instances of indicated surgery not performed, and a higher mortality than those

with CIE, who underwent indicated surgery more frequently.

Differences were less evident between HCIE and NIE, especially in terms of
etiology and prognosis (Tables 1, 2, 4 and Supplemental Table 1). Native valves
were affected more frequently in the group of participants with HCIE. In both the
HCIE and NIE groups, the main etiology was staphylococcal, and there was no
difference in MRSA proportions. Patients with HCIE also underwent surgery on
fewer occasions, but this did not give rise to a significant difference in mortality
between these two groups (32.4 vs. 34.9%, respectively, p= 0.40). Remarkably,
there were no significant differences in the proportions of patients receiving
adequate empirical treatment for S. aureus (i.e. antibiotic therapy started before

culture results are available) in the groups HCIE, CIE, and NIE (Table 1).

When HCIE and NIE were compared, epidemiological variables identified as
significantly associated with HCIE were native valve IE (OR 1.81) and age-adjusted

Charlson comorbidity index score (OR 1.14) (Supplemental Table 2).
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Review of the literature:

Only five studies were found to have analyzed HCIE in a differential manner,
excluding nosocomial acquisition [84, 135, 137, 138, 140]. Only one of these reports
provided data for more than 200 patients [84]. The most frequent characteristics
reported are detailed in Supplemental Table 3 (Supplemental material).

Hemodialysis patients are routinely included in this group.

Including the results of our cohort, 839 cases of HCIE have been reported to date.
For these cases, the average age was 60 years and there was a high proportion of
comorbidities, including hemodialysis, diabetes, and valvular heart disease. The
predominance of a staphylococcal etiology coincides with most cases [84, 137, 138,
140]. Mortality figures vary widely and in some cases can be up to 50% [137, 138],

with an overall mortality rate of 29.3% (246/839).

DISCUSSION

Based on current criteria, 10% of cases in our large multicenter cohort were
classified as HCIE, representing one third of all IE cases that are not community-

acquired. Previous studies have provided figures that vary widely [84, 135, 137, 138,
140].

We found no reason to consider HCIE as a distinct entity. In our opinion, defining
a new major subclass of [E would only be justified in the case of differences in

etiology, diagnosis, therapeutic approach or prognosis. Below we provide our

reasoning for this argument.
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HCIE patients show a high burden of comorbidities and share many features with
NIE. The few differences detected between HCIE and NIE only reflect the initial

characteristics of the patients, not their clinical course.

Endovascular procedures appear to be the most common causative mechanism for
both HCIE and NIE. Forty-nine percent of HCIE patients received hemodialysis
and 21% had been fitted with some type of IV catheter, whose presence has been

linked to the origin of HCIE in up to 40-60% of cases [136, 137].

The presence of HCIE fails to identify a group of patients with a different etiology
to NIE. In our cohort, S. aureus was the most frequent etiological agent. In effect,
staphylococci are the most frequent etiology in both HCIE and NIE. Other authors
have reported similar findings (Supplemental Table 3) describing a population
with a high prevalence of comorbidities, many patients on hemodialysis and a

predominantly staphylococcal etiology.

This classification should be useful to ensure the rapid and correct identification
of HCIE patients. As these patients are community-derived, they could easily be
misclassified as CIE, with a worse prognosis and many similar characteristics to

NIE. Remarkably, we observed no diagnostic delay in our HCIE series.

For IE associated with diagnostic and therapeutic procedures, empiric coverage of
methicillin-resistant staphylococci, enterococci, and Gram-negative pathogens is
recommended [100]. According to our findings, the empirical treatment of HCIE
should not differ from that of NIE. In effect, there were no significant differences

in the proportions of correct empirical treatment for S. aureus between both
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groups in our cohort. To our knowledge, this issue has not been previously

addressed.

Patients with HCIE were found to receive surgical treatment less frequently than
those with NIE. However, this was not the consequence of diagnostic delay, but
rather of the high burden of comorbidities and poor baseline status of this group

of patients.

A key finding of our study was the similar mortality rate detected among patients
with HCIE or NIE. Other reports have indicated widely varying mortality rates of
up to 58% in some cases [137, 140]. Patients with IE receiving hemodialysis have
been identified as a group showing high mortality [87, 320]. Our data also reveal
the importance of ruling out HCIE in patients with IV catheters or under
hemodialysis, in whom the absence of prosthetic valves should not preclude the
need for an echocardiogram. Infection prevention measures and catheter care

precautions are essential in these patients.

Our work has several limitations. Reports describing HCIE are scarce,
heterogeneous, and based on small sample sizes. Although there is a notable lack
of unification of classification criteria, our definition uses the criteria described in
the International Collaboration on Endocarditis-Prospective Cohort Study [84]. A
significant percentage of HCIE in our series affected hemodialysis patients. This
could be related to the high prevalence of CKD, catheters, or episodes caused by S.
aureus in this group. Despite this, we consider that our study has several strengths
as it provides data for the largest HCIE cohort to date, and includes prosthetic

valve IE.
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The concept of healthcare-associated infection in the case of other diseases is also
under debate [321]. This classification scheme is based merely on the geographical
location of the patient (community, hospital, nursing homes...), yet ever-changing
healthcare practices such as increasing proportions of out-of-hospital invasive

procedures and home treatments have blurred these boundaries.

Within the framework of this controversial topic, our aim was to make a case for a
discussion that we consider necessary. While we feel that the place of IE
acquisition is important, we could not find relevant differences between acquiring
IE at hospital or another health care setting, such that this classification does not
serve to identify a group of patients showing a different pathogenic mechanism or
etiology, nor does it help to make an early diagnosis, or have any therapeutic or

prognostic consequences.

Our argument is that the place of IE acquisition might be less relevant than other
factors such as the mechanism of acquisition. For example, if a patient acquires a
bloodstream infection as a result of phlebitis due to intravenous treatment, for
disease classification purposes, it probably matters little whether treatment was
received at home, in an out-patient clinic, or at hospital. A classification system
that distinguishes between community-acquired or healthcare-acquired IE,
including hospital admission and all medical actions with risk factors for
endovascular infection, might be more appropriate. As the invasive procedure
performed (endovascular catheter placement, colonoscopy...) may influence the
presence of a certain type of pathogen, a more directed management approach and

concise prognosis could be provided according to a model based on the
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pathogenic mechanism of IE acquisition. Given the prognosis of this group of
patients, there is a need to correctly define its characteristics. This would help
guide public health strategies, for example, those directed towards identifying a
need or not for prophylaxis before extrahospital interventions such as dental or

endoscopic procedures.

CONCLUSION:

HCIE affected 10% of patients in our large contemporary series. These patients had
significant comorbidities, a high mortality, and the predominant disease etiology
was staphylococcal. The lack of differential characteristics and prognostic factors
with respect to NIE does not support its consideration as a distinct entity, and
makes us question the usefulness of the current classification of IE. A pathogenic
approach that analyses individual risk factors for the acquisition of IE could help

to better manage this entity.
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Figure 1. Survival curve of patients with HCIE according to hemodialysis

treatment.

Cumulative survival

08

06

04

02

0.0

\\ p=<0.01

Patients at Risk

234 122 114
223 88 79
100 200
Days

162

Non-hemaodialysis

Hemodialysis
"1 103
75 67
300 365



TABLES:

IV. RESULTADOS

Table 1. Demographic characteristics, predisposing factors and site of

HCIE with respect to CIE and NIE

CIE p value HCIE p value NIE
(2,854) (HCIE vs (457) (HCIE vs (1,209)
CIE) NIE)
Median age (IQR) 67 (55 - 76) 0.90 67 (56 —76) <0.01 70 (61 - 77)
Male sex, n (%) 1,991 (70) 0.14 303 (66.3) 0.67 788 (65.1)
Comorbidities, n (%)
Age adjusted Charlson
index (IQR) 4(2-6) <0.01 6(4-8) <0.01 5(3-7)
Pulmonary disease 473 (16.5) 0.40 83 (18.1) 0.05 272 (22.5)
Hypertension 1,494 (52.3) <0.01 322 (70.6) <0.01 726 (60.2)
Coronary heart disease 655 (22.9) 0.03 126 (27.5) 0.06 392 (32.4)
Heart failure 770 (26.9) <0.01 166 (36.3) <0.01 524 (43.3)
Diabetes 734 (25.7) <0.01 177 (38.7) 0.03 399 (33.0)
HIV 70 (2.4) 0.23 7 (1.5) 0.20 10 (0.8)
PWID 110 (3.8) <0.01 6 (1.3) <0.01 3 (0.2)
Peripheral vascular 221 (7.7) <0.01 108 (23.6) <0.01 155 (12.8)
disease
Cerebrovascular disease 336 (11.7) 0.60 58 (12.7) 0.47 170 (14.0)
Neoplasm 377 (13.2) <0.01 106 (23.2) 0.19 245 (20.2)
CKD 541 (19.0) <0.01 289 (63.2) <0.01 326 (27.0)
Liver disease 290 (10.1) 0.22 55 (12.0) 0.03 104 (8.6)
Immunosuppressive o1 (3.1) <0.01 60 (13.1) 0.03 107 (9.0)
therapy
Cardiac history, n (%)
Native valve disease 1,324 (46.4) 0.02 184 (40.3) <0.01 594 (49.1)
Congenital heart disease 211 (7.4) <0.01 13 (2.8) 0.10 56 (4.6)
Previous endocarditis 217 (7.6) 0.86 34 (7.4) 0.86 93 (7.6)
Previous cardiac surgery 899 (31.5) <0.01 106 (23.2) <0.01 567 (46.9)
Dental procedure n (%) 264 (9) <0.01 2 (0.004) - 0 (0.0)
Intravascular catheter 0 (0.0) -
present at symptom onset, n
(%) 195 (42.6) 0.01 411 (33.9)
Peripheral 0 (0.0) - 36 (7.8) <0.01 269 (22.2)
Central short duration 0 (0.0) - 24 (5.2) 0.052 97 (8.0)
Central long duration 0 (0.0) - 125 (27.3) <0.01 36 (2.9)
Intra-arterial Swan Ganz 0 (0.0) - 10 (2.1) 0.01 9 (0.7)
Days from symptom onset | 15 (10 - 60) <0.01 10 (3 - 21) 018 10 (2 - 21)
to diagnosis (median, IQR)
Days from symptom onset | 16 (10 - 60) <0.01 10 (4 - 21) 0.03 10 (2 - 21)
to admission (median, IQR)
IE type, n (%)
Native IE 1,976 (69.2) 0.53 323 (70.7) <0.01 550 (45.5)
Prosthetic IE 775 (27.2) <0.01 87 (19.0) <0.01 523 (43.3)
Cardiac device 168 (5.9) <0.01 51 (11.2) 0.8 165 (13.6)
IE site, n (%)
Aortic 1,563 (54.8) <0.01 206 (45.1) 0.02 620 (51.3)
Mitral 1,339 (46.9) 0.15 198 (43-3) 0.04 458 (37.9)
Tricuspid 155 (5.4) <0.01 44 (9.6) <0.01 67 (5.5)
Pulmonary 41 (1.6) 0.9 7 (1.5) 0.80 21 (1.7)
Number of patients 403 (14.1) 0.28 56 (12.2) 0.24 175 (14.4)
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receiving empirical
treatment

Adequate empirical
treatment for S. aureus *

62 (88.6)

0.81

19 (90.5)

0.72 42 (87.5)

IE: infective endocarditis; IQR: interquartile range; HIV: human immunodeficiency virus; PWID: people who

inject drugs; CKD: chronic kidney disease; HCIE: healthcare-associated IE; CIE: community-acquired IE; NIE:

nosocomial IE.

*Adequate empirical treatment for S. aureus was evaluated in 139 cases (CIE: 70, HCIE: 21 and NIE: 48).

Standardized differences can be found in Supplemental Table 1.

Table 2. Main etiologies of HCIE with respect to CIE and NIE

CIE (2,854) p value HCIE (457) p value NIE (1,209)
Staphylococcus aureus 574 (20.1) 0.03 161 (35.2) 0.03 360 (29.8)
MRSA 58 (2.0) <0.01 30 (6.5) 0.46 92 (7.6)
CNS 332 (11.6) <0.01 105 (23.0) <0.01 405 (33.5)
Enterococcus spp. 402 (14.1) <0.01 89 (19.5) 0.06 188 (15.6)
Streptococcus spp. 1,126 (39.5) <0.01 50 (10.9) <0.01 65 (5.4)
Gram-negative bacilli 17 (4.1) 0.29 14 (3.1) 0.20 53 (4.4)
Anaerobes 44 (1.5) 0.06 2 (0.4) 0.88 6 (0.5)
Candida spp. 15 (0.5) <0.01 11 (2.4) 0.14 47 (3.9)

CNS: coagulase-negative staphylococci; MRSA: methicillin-resistant S. aureus; HCIE: healthcare-associated

IE; CIE: community-acquired IE; NIE: nosocomial IE; spp.: species.

Table 3. Suspected source of HCIE (N=457)

Infection source N (%)
Hemodialysis 223 (48.8)
Intravenous catheter 57 (12.5)
Colonoscopy 47 (10.3)
Urological procedure 32 (7.0)
Pacemaker implantation 32 (7.0)
Previous surgery 12 (2.6)
Dental manipulation 2 (0.4)
Other 52 (11.4)

HCIE: healthcare-associated IE.
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Table 4. Complications and outcomes of patients with CIE, HCIE and NIE

CIE (2,854) | pvalue HCIE (457) p value NIE (1,209)
Complications
Intracardiac 1,016 (35.6) 0.15 147 (32.2) 0.33 411 (34.0)
complications
Vascular phenomena 287 (10.0) 0.15 36 (7.8) 0.13 71 (5.8)
Heart failure 1,195 (41.8) 0.20 177 (38.7) 0.13 518 (42.8)
Persistent bacteremia 262 (9.1) <0.01 60 (13.1) 0.05 206 (17.0)
CNS involvement 649 (22.7) <0.01 66 (14.4) 0.04 228 (18.8)
Embolization 742 (25.9) <0.01 92 (20.1) 0.92 241 (19.9)
New murmur 1,064 (37.2) 0.10 152 (33.2) 0.07 347 (28.7)
Vegetation present 1,957 (68.5) 0.08 332 (72.2) <0.01 786 (65.0)
Acute renal failure 1,000 (35.0) 0.31 149 (32.6) <0.01 509 (42.1)
Septic shock 340 (11.9) 0.04 70 (15.3) 0.81 191 (15.8)
Sepsis 478 (16.7) 0.04 94 (20.5) 0.89 245 (20.2)
Indication for surgery 2,022 (70.8) 0.03 301 (65.9) <0.01 880 (72.8)
Cardiac surgery 1,484 (52.0) <0.01 190 (41.6) 0.02 579 (47.9)
Indicated  surgery  not
performed 567 (19.9) <0.01 117 (25.6) 0.93 312 (25.8)
Duration of treatment 39 (28 - 45) 0.53 38 (26 - 45) 0.31 41 (23 - 48)
Hospital stay 34 (21 - 50) 0.1 36 (23 - 53) <0.01 41 (24 -58)
Mortality, n (%)
In-hospital 645 (22.6) <0.01 148 (32.4) 0.40 418 (34.9)
With surgery 274 (9.6) 0.29 51 (11.1) 0.60 146 (12.1)
Without surgery 371 (12.9) <0.01 97 (21.2) 0.60 272 (22.5)
1-year mortality 779 (27.3) <0.01 191 (41.8) 0.80 497 (41.2)
1-year recurrence* 35 (1.5) 0.10 9 (2.9) 0.04 9 (1.1)
Sequelae at discharge* 334 (15.1) 0.80 45 (14.5) 0.36 133 (16.8)

CNS: central nervous system; HCIE: healthcare-associated IE; CIE: community-acquired IE; NIE: nosocomial

IE; *1-year recurrence and sequelae at discharge rates were calculated using surviving patients as the

denominator (CIE: 2,209, HCIE: 309, NIE: 791).
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Table 5. HCIE patients receiving versus not receiving hemodialysis (N=457)

No hemodialysis Hemodialysis p value
(234) (223)
Age, median in years (IQR) 69 (59 - 78) 66 (54 - 74) <0.01
Male sex, n (%) 161 (68.8) 142 (63.6) 0.25
Comorbidities, n (%)
Pulmonary disease 44 (18.8) 39 (17.4) 0.72
Hypertension 170 (72.6) 152 (68.1) 0.29
Coronary heart disease 58 (24.7) 68 (30.5) 0.17
Heart failure 74 (31.6) 92 (41.2) 0.03
Diabetes 78 (33.3) 99 (44.4) 0.02
Peripheral vascular disease 35 (14.9) 73 (32.7) <0.01
Neoplasm 72 (30.8) 34 (15.3) <0.01
CKD 67 (28.6) 223 (100.0) <0.01
Native valve disease 95 (40.6) 89 (39.9) 0.88
Immunosuppressive therapy 30 (12.8) 30 (13.4) 0.84
Etiology
Staphylococcus aureus 58 (24.8) 103 (46.2) <0.01
MRSA 14 (5.9) 16 (7.1) 0.8
CNS 45 (19.2) 60 (26.9) 0.05
Enterococcus spp. 62 (26,5) 27 (12.1) <0.01
Streptococcus spp. 40 (17.1) 10 (4.5) <0.01
Candida spp. 5 (2.1) 6 (2.7) 0.65
Gram-negative bacilli 10 (4.3) 4 (1.8) 0.12
Complications
Septic shock 24 (10.2) 46 (20.6) <0.01
Sepsis 33 (14.1) 61 (27.3) <0.01
Indication for surgery 159 (67.9) 142 (63.7) 0.35
Cardiac surgery 116 (49.6) 74 (33.2) <0.01
Indicated surgery not performed 46 (19.7) 71 (31.8) <0.01
Duration of antibiotic treatment 39 (28 - 44) 38 (21- 46) 0.61
Hospital stay 37 (24 - 53) 32 (20 - 53) 0.15
Mortality, n (%)
In-hospital exitus 54 (23.1) 94 (42.2) <0.01
1-year mortality 75 (32.0) 16 (52.0) <0.01
1-year recurrence* 7(3.8) 2 (15) 0.1
Sequelae at discharge* 33 (18.3) 12 (9.3) <0.01

CKD: chronic kidney disease; CNS: coagulase-negative staphylococci; MRSA: methicillin-resistant S. aureus;

HCIE: healthcare-associated IE; *1-year recurrence and sequelae at discharge rates were calculated using

surviving patients as the denominator (no hemodialysis: 180, hemodialysis: 129).

166




Supplemental

Table

1.

Standardized differences

IV. RESULTADOS

in demographic

characteristics, predisposing factors and site of HCIE with respect to CIE

and NIE
Variable CIE p value Standardized HCIE p value Standardized NIE
(HCIE vs differences™ (HCIE vs differences®
(2,854) CIE) (457) NIE) (1,209)
Median age (IQR) 67 (55 -76) 0.90 67 (56 — <0.01 70 (61 —77)
76)
0.0441 (-.0546-1.429) -0.1710 (-0.2784-0.0635)
Male sex, n (%) 1,991 (70) 0.14 303 (66.3) 0.67 788 (65.1)
0.853 (0.691-1.053) 1.057 (0.842-1.328)
Comorbidities, n (%)
Age-adjusted Charlson index 4(2-6) <0.01 6(4-8) <0.01 503-7)
(IQR)
0.6766 (.5803-.7729) 0.2913 (0.0545-0.1843)
Pulmonary discase 473 (16.5) 0.40 83 (18.1) 0.05 272 (22.5)
1.194 (0.918-1.553) 0.794 (0.601-1.050)
Hypertension 1,494 (52.3) <0.01 322(70.6) <0.01 726 (60.2)
2.183 (1.760-2.708) 1.583 (1.253-1.999)
Coronary heart disease 655 (22.9) 0.03 126 (27.5) 0.06 392 (32.4)
1.271 (1.015-1.591) 0.802 (0.631-1.019)
Heart failure 770 (26.9) <0.01 166 (36.3) <0.01 524 (43.3)
1.537 (1.248-1.892) 0.740 (0.592-0.924)
Diabetes 734 (25.7) <0.01 177 (38.7) 0.03 399 (33.0)
1.835 (1.493-2.256) 1.286 (1.028-1.608)
HIV 70 (2.4) 0.23 7(15) 0.20 10 (0.8)
0.619 (0.283-1.356) 1.842 (0.697-4.869)
PWID 110 (3.8) <0.01 6(1.3) <0.01 3(0.2)
0.331 (0.145-0.758) 5.329 (1.327-21.398)
Peripheral vascular disease
221(7.7) <0.01 108 (23.6) <0.01 155 (12.8)
3.749 (2.901-4.845) 2.146 (1.631-2.824)
Cerebrovascular disease 336 (11.7) 0.60 58(12.7) 0.47 170 (14.0)
1.095 (.813-1.475) 0.893 (0.648 - 1.229)
Neoplasm 377(13.2) <0.01 106 (23.2) 0.19 245 (20.2)
1.977 (1.551-2.520) 1.181 (0.911-1.529)
Renal insufficiency 541 (19.0) <0.01 289 (63.2) <0.01 326 (27.0)
7.350 (5.950-9.091) 4.659 (3.707-5.857)
Liver disease 290 (10.1) 0.22 55(12.0) 0.03 104 (8.6)
1.203 (0.885-1.635) 1.451 (1.026-2.051)
Immunosuppressive therapy
91 (3.1) <0.01 60 (13.1) 0.03 107 (9.0)
4.571 (3.244-6.441) 1.558 (1.112-2.181)
Cardiological history, n (%)
Natural valve disease 1,324 (46.4) 0.02 184 (40.3) <0.01 594 (49.1)
0.779 (0.637-0.952) 0.698 (0.561-0.868)
Congenital heart disease 211 (7.4) <0.01 13 (2.8) 0.10 56 (4.6)
0.367 (0.208-0.648) 0.603 (0.326-1.113)
Previous endocarditis 217 (7.6) 0.86 34 (7.4) 0.86 93 (7.6)
0.977 (0.671-1.422) 0.965 (0.641 — 1.451)
Previous Surgery 899 (31.5) <0.01 0.657 (0.521-0.827) 106 (23.2) <0.01 0.342 (0.268-0.437) 567 (46.9)
Dental procedure. n (%) 264 (9) <0.01 2(0.004) - 0(0)
0.041 (0.010-0.167) -
Intravascular catheter present
at symptom onset, n (%)
0(0.0) - 195 (42.6) 0.01 411 (33.9)
- 1.309 (1.049-1.633)
Peripheral 0(0.0) - 36 (7.8) <0.01 269 (22.2)
- 0.116 (0.007-0.175)
Central short duration 0(0.0) - 24(5.2) 052 97 (8.0)
- 0.441 (0.272-0.716)
Central long duration 0(0.0) - 125 (27.3) <0.01 36 (2.9)
- 17.361 (11.114-27.119)
Intra-arterial Swan Ganz 0(0.0) - 10 (2.1) 013 9(0.7)
- 2.351 (.940-5.881)
Days of symptoms to
dia is (median, IQR
iagnosis (median, IQR) 15 (10 - 60) <0.01 -0.1090 (-0.2099- - 10(3-21) 0.18 10 (2 -21)
0.0081) 0.1057 (0.0040-0.2154)
Days of symptoms to
dmissi dian, IQR
admission (median. IQR) 16(10-60) | <0.01 01323 (02330-- | jp4-21) | 003 10(2-21)
0.0316) 0.0736 (-0.0390-0.1863)
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IE type, n (%)
Natural IE 1,976 (69.2) 0.53 323 (70.7) <0.01 550 (45.5)
1.071 (.863-1.330) 2.888 (2.292-3.639)
Prosthetic 1E 775 (272) <0.01 87 (19.0) <0.01 523 (43.3)
0.631 (0.492-0.808) 0.308 (0.238 -0.400)
Cardiac device 168 (5.9) <0.01 51(11.2) 0.18 165 (13.6)
2.008 (1.443-2.793) 0.795 (0.569-1.110)
IE location, n (%)
Aortic 1,563 (54.8) <0.01 206 (45.1) 0.02 620 (51.3)
0.678 (0.556-0.827) 0.780 (0.628-0.968)
Mitral 1,339 (46.9) 0.15 198 (43.3) 0.04 458 (37.9)
0.865 (0.709-1.056) 1.254 (1.008-1.560)
Tricuspid 155 (5.4) <0.01 44 (9.6) <0.01 67 (5.5)
1.855 (1.307-2.634) 1.816 (1.221-2.700)
Pulmonary 41 (1.6) 0.9 7(1.5) 0.80 21 (1.7
1.067 (0.476-2.394) 0.880 (0.372-2.084)
Number of patients receiving
empirical treatment
403 (14.1) 0.28 56(12.2) 0.24 175 (14.4)
0.847 (0.628-1.142) 0.826 (0.598-1.140)

PWID: people who inject drugs.

*t-test used for quantitative variables. Odds ratio used for categorical variables (CI 95%)

Supplemental Table 2. Multivariate analysis of clinical variables associated

with HCIE (N=1,666)

Clinical variable

Exp(B), IC95%

p value

Native valve IE

1.81 (1.34 - 2.46)

<0.001

Previous cardiac surgery

0.55 (0.40 — 0.76)

<0.001

Age-adjusted Charlson

comorbidity index score

114 (1.09 - 1.19)

<0.001

Age

0.98
0.99)

(0.97 -

<0.001

IE: infective endocarditis; HCIE: healthcare-associated IE

168




IV. RESULTADOS

Supplemental Table 3. Published series of non-nosocomial healthcare-

associated endocarditis (HCIE)
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4.4 RESULTADOS DEL OBJETIVO 4

4.4.1 Abstract

Objectives: There is limited information on Cutibacterium infective endocarditis
(IE), where modifications in the new Duke-ISCVID criteria are not yet properly
evaluated. We examined clinical characteristics, outcomes and performance of
diagnostic tests in valvular IE and cardiac implantable electronic device IE (CIED-

IE) caused by Cutibacterium spp.

Methods: All cases of Cutibacterium IE from a prospective national cohort
including 46 Spanish hospitals from 2008 to 2023 were analyzed. Possible IE cases
were reassessed using the new criteria. The sensitivity of blood cultures, valvular
and CIED cultures, and PCR of the 16SrRNA gene and sequencing (1t6SPCR) was

examined.

Results: Overall, 67/6,692 (1%) cases of IE were caused by Cutibacterium spp. and
85% were men. There were 50 valvular IE cases (45 prosthetic valve IE and 5 native
valve IE) and 17 CIED-IE cases. The new criteria identified 8 additional cases and
reclassified 15 cases as definitive IE. Intracardiac complications occurred in 23/50
(46%) valvular IE cases, with an 18% mortality rate that reached 40% if surgery
was indicated but could not be performed. All CIED-IE cases underwent device
extraction and none died. Blood cultures, valve/device cultures and 16SPCR had an

overall positivity rate of 52%, 70% and 82%, respectively.
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Conclusion: Cutibacterium IE is a rare yet potentially severe entity that warrants a
high index of suspicion in men with endovascular prosthetic material.
Implementing the new Duke-ISCVID criteria and molecular techniques are useful
for diagnosis. Considering the significant complication rate, cardiac surgery and

removal of CIEDs play a key role in reducing mortality.

4.4.2 Resumen

Objetivos: Existe escasa informacion sobre la endocarditis infecciosa (EI) causada
por Cutibacterium, donde las modificaciones de los nuevos criterios Duke-ISCVID
no han sido aun evaluadas adecuadamente. Hemos examinado las caracteristicas
clinicas, pronostico y rentabilidad de las pruebas diagnosticas en la EI valvular y EI
asociada a dispositivos cardiacos implantables (EI-DCI) causada por

Cutibacterium spp.

Métodos: Se analizaron todos los casos de EI por Cutibacterium spp. en una
cohorte prospectiva nacional incluyendo 46 hospitales espanoles entre 2008 y
2023. Los casos de EI posible se revaloraron usando los nuevos criterios. La
sensibilidad de los hemocultivos, cultivos valvulares y de DCI y la secuenciacion

del gen 16SrTRNA por PCR (16SPCR) fueron examinados.

Resultados: Globalmente, 67/6.692 (1%) de los casos de EI fueron causados por
Cutibacterium spp. y el 85% fueron varones. Hubo 50 casos de EI valvular (45 sobre
valvula protésica y 5 sobre vélvula nativa) y 17 de EI-DCI. Los nuevos criterios
identificaron 8 casos adicionales y reclasificaron 15 casos como EI definitiva. Hubo

complicaciones intracardiacas en 23/50 (46%) de los casos de EI valvular, con un
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18% de mortalidad que alcanzé el 40% si la cirugia estaba indicada pero no se pudo
realizar. En todos los casos de EI-DCI se retird el dispositivo y ninguno murio. Los
hemocultivos, cultivos de valvula/DCI y 16SPCR tuvieron una tasa de positividad

global del 52%, 70% y 82%, respectivamente.

Conclusidn: La EI por Cutibacterium es una entidad rara pero potencialmente
grave que justifica un alto indice de sospecha en varones con material protésico
endovascular. La implementaciéon de los nuevos criterios Duke-ISCVID y las
técnicas de diagnostico molecular son ttiles para el diagnostico. Considerando la
elevada tasa de complicaciones, la cirugia cardiaca y la retirada de DCI juegan un

papel esencial en disminuir la mortalidad.
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4.4.3 Articulo 4

INTRODUCTION

The genus Cutibacterium (formerly Propionibacterium) is composed of
slow-growing, microaerophilic, Gram-positive bacilli that are part of the skin
microbiota, and are frequently regarded as contaminants when isolated in blood
cultures. Although usually considered non-pathogenic and low virulent, this genus
has been associated with endovascular infections, especially in the presence of
prosthetic material, so its isolation in clinical samples must be interpreted with

caution in these cases.

In fact, Cutibacterium acnes has come to be recognized as a typical infective
endocarditis (IE) microorganism in patients with endovascular prosthetic material
in the new Duke-ISCVID criteria for the diagnosis of IE published in 2023 [105],
indicating a greater recognition of its pathogenic role and the need to better

describe the infections it can cause.

However, data on Cutibacterium spp. IE in the literature have usually been
published as case reports or small size case series [144-146], and few large studies
have recently reviewed this entity [148, 149]. Furthermore, molecular techniques
and other modern diagnostic methods, newly incorporated into the updated
diagnostic criteria [105], have not been always available or properly evaluated, so

the real significance of this entity remains unclear.

In this scenario, our objectives were: to determine the incidence, clinical
characteristics, diagnosis and outcomes of patients with IE caused by

Cutibacterium spp. in a large nationwide multicenter prospective cohort in Spain,
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including both valvular IE and cases associated with cardiac implantable
electronic devices (CIED-IE); and to examine the impact of implementing the new

Duke-ISCVID diagnostic criteria for the diagnosis of IE.

METHODS

This was an observational retrospective analysis of the prospectively obtained data
from the GAMES cohort: a nationwide, multicenter cohort that has prospectively
registered consecutive cases of IE in 45 hospitals across Spain according to
modified Duke criteria [97] since 2008, including more than 6,600 cases to date.
Cases from Hospital Universitari Vall d'Hebron in Barcelona were also included.
GAMES stands for ‘Grupo de Apoyo al Manejo de la Endocarditis Infecciosa en
Espafna’ or ‘Spanish Collaboration on Endocarditis. Cases diagnosed between

January 2008 and December 2023 were analyzed (16 years).

For this work, cases recorded as possible IE and CIED-IE cases using modified
Duke criteria [97] and European guidelines [152], respectively, have been
reassessed according to the new Duke-ISCVID criteria [105]. All CIED-IE cases
were intracardiac lead related IE. Recurrences were classified as reinfections
(caused by different microorganisms) or relapses (caused by the same

microorganism).

Etiology was determined by isolation of Cutibacterium spp. in blood cultures,
conventional cultures or by PCR and sequence analysis of the 16S ribosomal RNA
gene polymerase chain reaction (16SPCR), or any combination of these tests,

performed on heart valves, cardiac devices or intravascular prosthetic material.
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The performance of each test was evaluated by the number of cases in which they

were performed and their positivity rate.

A positive echocardiogram was defined as detection of new regurgitation, cardiac

abscess and/or valve or device lead vegetations.

A blood culture set was defined as blood inoculated in two bottles per
venipuncture (one with aerobic and one with anaerobic atmospheres). The routine
use of sonication and its application as well as the methods of performing 16SPCR

are dependent on the specific protocols of each participating institution.

Each case was evaluated individually by a multidisciplinary team in each center,
where the diagnosis and treatment to be followed were established. Surgical
indications were evaluated by each multidisciplinary team and in accordance with

existing clinical guidelines for each period [100, 152].

Data collection:

A standardized case report form was completed in each case, which included
clinical information, Charlson comorbidity index score [i151], as well as
microbiological and echocardiographic results. The use of positron emission
tomography-computed tomography (PET-CT) was not initially considered and was
added to the protocol subsequently. Time to blood culture positivity is not
routinely included in the protocol and was examined for this work. All cases were
evaluated one year after inclusion in the registry for resolution, death or

recurrence.
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Statistical analysis:

Categorical variables were summarized as frequencies and percentages, and
continuous variables as medians and interquartile ranges (IQR) (percentile 25 -
percentile 75). Categorical variables were compared using the chi-square test (or
Fisher's exact test where necessary). Variables with non-normal distribution were
compared using the Mann-Whitney U test. Significance was set at p< 0.05. All
statistical tests were performed using the package IBM SPSS Statistics for

Windows, Version 26.

Ethics statement:

The case report form used was approved by the ethics committee (Comité ético de
Investigacidn Clinica Regional de la Comunidad de Madrid CEIC-R; EC 18/07; date

11/01/2008). Written consent was obtained in all cases.

RESULTS

A total of 6,692 episodes of IE were diagnosed in the study period, with 67 cases
(1%) caused by Cutibacterium species (Figure 1). A diagnosis of definite IE was

established in 65 cases (97%).

Fifty patients had valvular IE: 45 (67%) were prosthetic valve IE (PVIE) and 5 (8%)
were native valve IE (NVIE) without any prosthetic material involved. CIED-IE was
diagnosed in 17 cases (25%), and two of them also had associated tricuspid valve
involvement. The median time from CIED or prosthetic valve implantation to IE

diagnosis was 19 (IQR 2-90) and 46 (IQR 24-95) months, respectively (Table 1).
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Figure 1. Cutibacterium spp. infective endocarditis in a

nationwide multicenter prospective cohort flowchart

n = 6,692 I[E episodes
(2008 - 2023)

l

Cutibacterium |E: - ) .
[ 67 episodes (1%) ]—) Definite IE: 65 episodes (97%)

Valvular IE: CIED-IE:
50 episodes 17 episodes

I
|
PVIE: NVIE:
45 episodes 5 episodes

IE: infective endocarditis; CIED-IE: cardiac implantable electronic device infective

endocarditis; NVIE: native valve infective endocarditis; PVIE: prosthetic valve infective

endocarditis

Cutibacterium IE represented 25/2,831 (0.9%) of all IE cases in the first half or the
period analyzed (2008-2015) and 42/2,836 (1.5%) in the second half (2016-2023)
(p=0.037). C. acnes was the most frequent species (62 episodes, 93%). The
remaining species correspond to C. avidum (n=3), C. lymphophilium (n=1) and

Cutibacterium sp. (n=1).

Eighty-five percent (57/67) of all cases were male with a high number of
comorbidities, especially high blood pressure, previous valvular heart disease,
heart failure and coronary artery disease (Table 1), and patients with valvular IE
showed a higher burden of comorbidities (Table 3). The duration of symptoms
until IE diagnosis was longer than 4 weeks in 36% of the episodes. Fever was

present in 48% of all cases and the median C-reactive protein (CRP) level was 12.8
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mg/L (IQR 3-50). Clinical characteristics of NVIE are shown in Supplemental

Table 1.

Overall, both transthoracic echocardiography (TTE) and transesophageal
echocardiography (TEE) were performed in 52 cases (78%), TTE alone was
performed in 6 cases (8.9%) and TEE was performed equally in 6 cases (9%).
When both tests were performed, TEE provided more information in 33 cases
(64%). Among the 64 cases in which echocardiography was performed, 50 (78%)
were positive for regurgitation, abscess and/or vegetation (Table 2). Valve
vegetations were detected in 39 cases (61%), which corresponded to 21 PVIE, 15
CIED-IE and 5 NVIE cases (as 2 cases had simultaneous tricuspid valve and device
electrode involvement), with a mean size of 12.4mm (maximum diameter,

standard deviation 7.2mm).

PET-CT was performed in 19 cases, showing abnormal 18F-fluorodeoxyglucose

uptake consistent with infection in g of them.

Performance of diagnostic tests

Overall, the positivity rate of blood cultures, valve or device cultures and 16SPCR
was 52% (32/62), 70% (35/50) and 82% (23/28), respectively (Table 5). In 23
episodes in which all tests were performed, 16SPCR was again the test with the

highest positivity rate (18/23 cases, 78%) (Supplemental Table 2).

Of the 67 cases, 47 had a single positive laboratory diagnostic test, 17 had a
combination of 2 positive tests and 3 had all three positive tests. Among cases with
a single positive test, 20 had positive valve or device cultures, 19 had positive blood

cultures and 8 had a positive 16SPCR.
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Blood cultures showed the lowest positivity rate, although antibiotic therapy prior
to blood culture extraction was administered in 15 cases. Notably, they were
positive in only 3/16 (19%) CIED-IE cases, while 29/46 (63%) valvular IE cases had
positive blood cultures. Time to positivity of blood cultures was longer than 5 days

in 55% (11/20) of the episodes where this information was available.

Valve culture was positive in 19/33 (58%) valvular IE cases, while device culture
showed a 94% (16/17) positivity rate in CIED-IE cases. 16SPCR was positive in
20/23 (87%) valvular IE cases, being the only positive test in 8/20 (40%) of these

episodes.

Implementation of new Duke-ISCVID diagnostic criteria

In our series, the implementation of the new diagnostic criteria enabled the
inclusion of 8 cases of definite PVIE where a positive 16SPCR performed on a heart
valve was the only positive diagnostic test. Additionally, one case of PVIE and 14
cases of CIED-IE that were considered possible IE were reclassified as definitive IE.
Although their classification remained unchanged, 7 cases of PVIE due to C. acnes
in which only 2 sets of positive blood cultures were documented, and 9 cases with

a positive PET-CT scan, have now a new major microbiologic criterion.

Clinical evolution and mortality

There were some important differences between valvular IE and CIED-IE cases.
Intracardiac complications were observed in 23 cases (34%), all of which were
valvular IE cases (Tables 2 and 3). Cardiac abscess was the most frequent (14/23,

61%) and 20 cases developed heart failure (30%). Other notable complications
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were acute renal failure (13/67, 19%) and embolization to the central nervous

system (6/67, 9%) or to other locations (8/67, 12%).

Antibiotic treatment was based on beta-lactams in 54 episodes (81%), mainly
ceftriaxone (58%), while vancomycin and daptomycin were less used alternatives.
All isolates in blood cultures were penicillin-susceptible (in 17/32 episodes where
this information was available). Combination therapy of a first-line drug with
rifampin or gentamicin for at least two weeks was used in 1 (22%) and 4 (8%)
cases, respectively. Only one episode of CIED-IE with pulmonary embolisms

received chronic suppressive treatment for more than a year.

Overall, the median duration of antibiotic treatment was 42 days (IQR 28-48
days). Although valvular IE cases received a longer course of antibiotic treatment
(42 days, IQR 30-50) than CIED-IE cases (37 days, IQR 25-42), there were no
statistically significant differences in duration of treatment between both groups
(Table 3) nor between cases with conservative management and those who

underwent surgery in any subgroup.

Globally, 53/67 (79%) patients underwent surgery: 36/50 (72%) cases of valvular IE
underwent cardiac valve replacement, and all 17 (100%) cases of CIED-IE

underwent device extraction (Table 3).

While the overall in-hospital mortality rate was 13% (9/67), patients with valvular
IE had a mortality rate of 18% (9/50) (Tables 2 and 3). Notably, mortality rates in
valvular IE episodes who did not have surgical indications and in episodes where

surgery was indicated and performed were 1% (1/9) and 17% (6/36), respectively,
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while valvular [E cases where surgery was indicated but could not be performed

had a poorer prognosis, whose mortality reached 40% (2/5).

On the other hand, CIED-IE patients showed a much better prognosis, as all 17
cases underwent device extraction, there were no cases of intracardiac

complications, persistent bacteremia or sepsis and no deaths in this group (Table

3).

No patient died after one year of follow-up. There were 3 recurrences: 2 of them
were reinfections on prosthetic valves (1 caused by Enterococcus faecalis, 1 with

unknown etiology) and 1 was a relapse in 1 episode of CIED-IE.

DISCUSSION

Data from our contemporary large multicenter cohort confirm that Cutibacterium
[E is a rare entity that primarily affects men with endovascular prosthetic material,
involving mainly prosthetic valves with a prolonged time from prosthesis
implantation to IE diagnosis, and that often presents with a subacute course and

subtle clinical manifestations.

The recent update of IE diagnostic criteria [105] will have impactful repercussions
in the diagnosis of IE, leading to more episodes meeting sufficient criteria to be
considered definitive IE. Our work illustrates the high value of molecular
diagnostic techniques in the diagnosis of IE nowadays, and the important role it
had in our series. 16SPCR allowed the inclusion of 8 cases of PVIE in our series,

representing 12% of all cases, and increased the number of definitive IE.
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Cutibacterium IE accounted for 1% of all IE cases in our large national multicenter
cohort. Previous studies of Propionibacterium IE showed similar incidence rates
[149, 322]. There were more cases detected in the second half of our study, what
might be related to a progressive increase in the number of prosthetic heart valves
and cardiac devices implanted over the years [142, 143] and the widespread use of

molecular diagnostic techniques.

The predominance of cases in men has been related to the higher proportion of
pilosebaceous glands in the male chest, in which C. acnes proliferates [323], what
could predispose to infection in the surgical act after performing a sternotomy,
while the high number of cases involving prosthetic material is attributable to the

ability of these bacteria to produce biofilm [324].

Fever was reported in less than half of the cases and there was not a marked rise in
CRP levels, in line with recent observations of C. acnes IE [148]. These findings, as
well as the high proportion of cases involving prosthetic material, differ from
global data on IE caused by all other etiological agents previously published in our
series, where PVIE and CIED-IE accounted for 27.9% and 9.3% of all IE cases,

respectively, and fever was present in more than 80% of cases in both groups [319].

Clinical guidelines indicate that identification of vegetations can be difficult in the
presence of prosthetic valves and that diagnosis of IE affecting intracardiac devices
can be challenging even with the use of TEE [100]. In our series, 78% of cases in
which echocardiography was performed had positive results, remaining an
essential tool for diagnosis. The use of PET-CT has also proven useful both in our

series and in recent work [148, 325].
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Furthermore, reaching an etiological diagnosis might be difficult in Cutibacterium
IE. Our findings support the routine use of molecular techniques and the
recommendation to extend the incubation period of blood cultures beyond 5 days
in cases where Cutibacterium IE is suspected [149, 247, 248]. In addition, some
authors have reported that the specific blood culture bottle and type of medium
are also relevant for the detection of C. acnes in blood [326]. The difficulties in
isolating C. acnes from blood cultures are well known [144, 323], so device and
valvular cultures and the use of molecular techniques have a crucial role. In this
sense, in cases of endovascular prosthetic material, sonication of the material has

been shown to improve the diagnostic yield of cultures [327, 328].

Regarding the implementation of the new diagnostic criteria, we believe that they
may be overestimating the value of CIED cultures as a pathological criterion for
definite endocarditis [105]. Given that a positive 16SPCR from a transcutaneously
extracted pacemaker lead is deemed a minor criterion, it prompts consideration of

whether comparable precautions should be applied to device cultures.

There is limited information and no gold standard regarding the best antibiotic
treatment strategy in Cutibacterium infections [323, 329], that is predominantly
beta-lactam based. Surgical treatment seems to be a much more decisive factor in
Cutibacterium IE [148], given the high number of complications. In patients with
surgical indications who cannot be operated, chronic suppressive treatment also
needs to be evaluated as a possible long-term alternative, as the limited evidence

on its use comes from isolated case reports [146, 330].
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Possibly related to its prolonged clinical course, there was a high number of
complications detected among valvular IE cases and a substantial number of cases
with large vegetations (>10mm). This could explain that 72% of these patients
received surgical treatment in our work, which is a higher proportion of patients
than in general PVIE due to all etiologies, both in our global cohort (43%) and in

other regions [319, 331].

While the overall mortality rate was 13%, valvular IE cases with surgical indication
who did not undergo surgery had a poorer outcome with a 40% mortality rate.
Surgical treatment was able to reduce the mortality of operated patients (17%)
close to that of those without surgical indication (11%). Previous works show
similar mortality figures [144, 148]. In contrast, there were no deaths among the
CIED-IE cases, which had fewer clinical complications and all of which had the
device removed. This reinforces the importance of removing cardiac devices in

CIED-IE [88, 152, 269, 332].

This high rate of surgical interventions might explain that there was only 1 relapse
in our series, as not performing cardiac surgery and/or extracting CIEDs have been

linked to recurrence [146, 148, 333].

Isolation of Cutibacterium spp. from endovascular material should be considered
relevant. However, we acknowledge that outside of an appropriate clinical context,
it may be interpreted as colonization [334]. In this respect, molecular methods can

contribute to diagnostic accuracy.

Our work has some limitations. Given the nationwide nature of this work, it was
not possible to obtain the same samples and apply the same diagnostic techniques
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in each participating center. Our protocol does not include all the variables
analyzed; hence, some needed to be acquired retrospectively and could not be
retrieved for all cases. Two cases were included in 2023, whose evolution after one
year has yet to be assessed. There is no specific data available regarding the
systematic use of sonication and the specific type of blood culture bottle employed
at each institution throughout the years. Due to the low incidence of this entity,
this work lacks the statistical power to compare outcomes of each antibiotic
strategy. Nevertheless, this study represents one of the largest published series of
IE due to Cutibacterium spp. to date, where both valvular IE and CIED-IE have
been analyzed, and the diagnostic performance of each laboratory test has been

assessed, including the high value of 16SPCR.

In conclusion, Cutibacterium IE is a rare yet potentially severe entity that warrants
a high index of suspicion, especially in men with endovascular prosthetic material,
where the incubation time of blood cultures should be extended. The
implementation of the new Duke-ISCVID criteria will facilitate reaching a
diagnosis. Molecular diagnostic tests have proven useful and should be routinely
applied. A substantial proportion of cases experience complications, so cardiac

surgery and removal of CIEDs play a key role in reducing mortality.
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Table 1. Clinical characteristics of 67 cases of IE caused by Cutibacterium

SPP-
Variable Cutibacterium spp. IE (n=67)
Age, median (IQR) 66 (55 - 75)
Sex (Men) 57 (85)
Comorbidities
Age-adjusted Charlson comorbidity index score 4(2-6)
Hypertension 40 (60)
Native valve disease 36 (54)
Dyslipemia 28 (42)
Chronic heart failure 24 (36)
Coronary artery disease 21 (31)
Diabetes 15 (22)
Cerebrovascular disease 15 (22)
Chronic kidney disease 13 (19)
Congenital heart disease 12 (18)
Pulmonary disease 9 (13)
Previous [E 4 (6)
PLWH o (o)
PWID o (0)
Time from symptom onset to admission
<2 weeks 18 (28)
2-4 weeks 13 (20)
>4 weeks 23 (36)
Unknown 10 (16)
Presence of fever (>38°C) 32 (48)
CRP level, median (IQR) 13(3-50)
Definite [ES 65 (97)
Location
Aortic 39 (58)
Mitral 1 (16)
Tricuspid 3(5)
Pulmonar 1(2)
Native valve IE* 5(8)
Prosthetic valve IE 45 (67)
CIED-IE 17 (25)
Months from valve prosthesis implantation to diagnosis (median,
IQR) 46 (24 - 95)
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Months from CIED implantation to diagnosis (median, IQR)

19 (2 - 90)

IQR: interquartile range; IE: infective endocarditis; CRP: C-reactive protein; CIED: cardiac implantable
electronic device; PLWH: people living with HIV; PWID: people who inject drugs; SD: standard deviation.
*Native valve infective endocarditis cases excluding 2 cases associated with cardiac implantable electronic

devices.

$According to Duke-ISCVID criteria for the diagnosis of IE

Table 2. Clinical evolution of 67 cases of IE caused by Cutibacterium spp.

Variable Cutibacterium spp. IE (n=67)
Echocardiography 64 (96)
Only TTE performed, (n=64) 6 (9)
Only TEE performed, (n=64) 6 (9)
Both TTE and TEE, (n=64) 52 (81)
Positive echocardiogram*, (n=64) 50 (78)
Days from admission to echocardiography 3(1-6)
Vegetations 39 (58)
Mean vegetation size in mm, maximum diameter
(SD) 12.4 (7)
Duration of antibiotic treatment (days) 42 (28 - 48)
Intracardiac complications 23 (34)
Abscess, (n=23) 14 (61)
Pseudoaneurysm, (n=23) 8 (35)
Perforation, (n=23) 4 (17)
Intracardiac fistula, (n=23) 3(13)
Acute heart failure 20 (30)
Persistent bacteraemia 3(5)
CNS embolism 6 (9)
Embolization (other than CNS) 8 (12)
Acute renal failure 13 (19)
Septic shock 3(5)
Sepsis 4 (6)
Indication for surgery 58 (87)
Surgery 53 (79)
In-hospital mortality 9 (13)
1-year mortality (cumulative) 9 (13)
Recurrences 3(4)
Reinfection 2(3)
Relapse 1(1)
CNS: central nervous system; TTE: transthoracic echocardiogram; TEE:
echocardiogram

*Positive echocardiogram: positive for regurgitation, abscess and/or vegetation

188

transesophageal



IV. RESULTADOS

Table 3. Clinical characteristics and evolution of 48 cases of valvular IE and

16 cases of CIED-IE caused by Cutibacterium spp.

Variable Valvular IE (n=50) | CIED-IE (n=17) P
Age, median (IQR) 66 (55 - 75) 65 (49 - 75) 0.71
Sex (men) 24 (89) 57 025
Definite [ES 48 (96) 17 (100) 0.75
Native valve IE 6 (12) 2 (12) 0.98
Prosthetic valve IE 44 (88) 0 -
Location
Aortic 39 (78) o -
Mitral 1 (22) o -
Tricuspid 1(2) 2 (12) 0.09
Pulmonar 1(2) o -
Comorbidities
Age-adjusted Charlson comorbidity
index score 4(2-7) 3(1-5) 0.08
Pulmonary disease 8 (16) 1(6) 0.29
Coronary artery disease 17 (34) 4 (24) 0.06
Chronic heart failure 21 (42) 3 (18) 0.07
Diabetes 1 (22) 4 (24) 0.90
Hypertension 32 (64) 8 (47) 0.22
CKD 1 (22) 2 (12) 0.36
Cerebrovascular disease 13 (26) 2 (12) 0.22
Native valve disease 30 (60) 6 (35) 0.18
Congenital heart disease 6 (12) 6 (35) 0.06
Previous IE 3(6) 1(6) 0.99
Clinical course
Intracardiac complications 23 (46) o -
Abscess, (n=23) 14 (61) 0 -
Pseudoaneurysm, (n=23) 8 (35) 0 -
Perforation, (n=23) 4 (17) o -
Intracardiac fistula, (n=23) 3(13) o -
Acute heart failure 19 (38) 1(6) 0.01
New murmur 16 (32) 1(6) 0.07
Persistent bacteremia 3(6) 0 -
CNS embolism 6 (12) o -
Embolization (other than CNS) 5 (10) 3 (18) 0.15
Acute renal failure 1 (22) 2 (12) 0.36
Sepsis 4(8) o -
Surgery 36 (72) 17 (100) 0.01
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Indication for surgery 41 (82) 17 (100) 0.06

Duration of antibiotic treatment (days),

median (IQR) 42 (30 - 50) 37 (25 - 42) 0.08

In-hospital mortality 9 (18) ) -

1-year mortality (cumulative) 9 (18) o -

Recurrences 2 (4) 1(6) 0.75
Reinfection 2(4) o -
Relapse o (o) 1(6) -

CIED: cardiac implantable electronic device; CKD: chronic kidney disease; CNS: central nervous system;
CRP: C-reactive protein; IQR: interquartile range; IE: infective endocarditis; PLWH: people living with

HIV; PWID: people who inject drugs.

8According to Duke-ISCVID criteria for the diagnosis of IE
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Table 4. Positivity rate of diagnostic tests used in 67 cases of Cutibacterium

spp. infective endocarditis involving cardiac valves or cardiac devices.

Test Valvular IE (n=50) CIED IE (n=17) Total (n=67)
Blood cultures, positive/performed, (%) 29/46 (63%) 3/16 (19%) 32/62 (52%)
Only BC 18/29 (62%) 1/3 (33%) 19/32 (59%)
BC and cultures 4/29 (14%) 1/3 (33%) 5/32 (16%)
BC and 16SPCR 5/29 (17%) 0/3 (0%) 5/32 (16%)
BC, cultures and 16SPCR 2/29 (7%) 1/3 (33%) 3/32 (9%)
Other cultures, positive/performed, (%) 19/33 (58%) 16/17 (94%) 35/50 (70%)
Only cultures 8/19 (42%) 12/16 (75%) 20/35 (57%)
Cultures and BC 4/19 (21%) 1/16 (6%) 5/35 (14%)
Cultures and 16SPCR 5/19 (26%) 2/16 (13%) 7/35 (20%)
Cultures, BC and 16SPCR 2/19 (11%) 1/16 (6%) 3/35 (9%)
16SPCR, positive/performed, (%) 20/23 (87%) 3/5 (60%) 23/28 (82%)
Only 16SPCR 8/20 (40%) 0/3 (0%) 8/23 (35%)
16SPCR and BC 5/20 (25%) 0/3 (0%) 5/23 (22%)
16SPCR and cultures 5/20 (25%) 2/3 (67%) 7/23 (30%)
16SPCR, BC and cultures 2/20 (10%) 1/3 (33%) 3/23 (13%)

Global positivity rates of each test (when performed) are represented in gray rows. White rows represent the different
combinations of positive techniques in each group.

Other cultures: valve and/or cardiac device culture

BC: blood cultures; 16SPCR: 16S ribosomal RNA gene sequencing by polymerase chain reaction
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Supplemental Table 1. Clinical characteristics, evolution and positive

microbiological tests in 7 cases of infective endocarditis on native valve due

to Cutibacterium spp.

Variable NVIE (n=7)

Age, median (IQR) 58 (46 - 84)
Sex (men) 4 (57)
Definite IE 5 (71)
Location

Aortic 3(43)

Mitral 2(29)

Tricuspid 2 (29)

CIED-IE 2 (29)
Comorbidities

Age-adjusted Charlson comorbidity 5(0-1)

index score

Native valve disease 2 (29)

Congenital heart disease 2 (29)

Previous IE 2 (29)
Clinical course
Intracardiac complications

Perforation 1(14)

Abscess 1(14)
Heart failure 3(43)
Persistent bacteremia 1(14)
CNS embolism 1(14)
Acute renal failure 2 (29)
Sepsis 1(14)
Surgery 4 (57)
Indication for surgery 5 (71)
Reinfection o (o)
In-hospital mortality 2 (29)
1-year mortality 2 (29)
Positive microbiological tests
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Blood cultures 3(43)
Blood cultures and valve culture o (o)
Valve culture 3(43)
Valve culture and 16SPCR 1(14)

CNS: central nervous system; 16SPCR: 16S ribosomal
RNA gene sequencing by polymerase chain reaction

Supplemental Table 2. Concordance of diagnostic tests in 23 cases of IE due

to Cutibacterium spp. in which blood cultures, PCR and other cultures have

been performed

Positive test

IE cases with BC, 16SPCR and cultures performed (23)

BC, 16SPCR and cultures 3 (13%)
BC and 16SPCR 4 (17%)
BC and cultures 1 (4%)
16SPCR and cultures 6 (26%)
Only 16SPCR 5 (22%)
Only Cultures 3 (13%)
Only BC 1(4%)
Total

BC 9/23 (39%)
Cultures 13/23 (57%)
16SPCR 18/23 (78%)

BC: blood cultures; 16SPCR: 16S ribosomal RNA gene sequencing by polymerase

chain reaction
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4.5 RESULTADOS DEL OBJETIVO 5

4.5.1 Abstract

Introduction: Biochemical analysis of blood cultures, inexpensive and available in
all hospitals, has never been evaluated in the approach to endovascular infection.
Our aim was to evaluate whether there are characteristic and identifiable
biochemical parameters in positive and negative blood culture bottles, and
whether they can discriminate between Gram-positive and Gram-negative

microorganisms.

Methods: Biochemical analysis was performed using 20 mL of blood from 150
blood culture bottles: 50 standard (no blood), 50 negative (with blood and
negative result), and 50 positive (with blood and positive result) bottles after at
least 48 hours of incubation using the routine automated process, and before
being discarded after 5 days of incubation. Bacteria in positive bottles were Gram-

negative in 30 cases and Gram-positive in 20 cases.

Results: Statistically significant differences were found in the biochemical
composition of multiple variables between standard, negative and positive bottles.
A glucose level <4 mg/dL offers overall high discriminatory ability (AUC 0.985) to
distinguish positive from negative bottles in all groups. In anaerobic bottles, a
creatinine value <2 mg/dL fully discriminates positive from negative bottles, and
an iron value <70 pg/dL correctly identifies all positive bottles with Gram-negative

microorganisms (AUC=1).

Conclusion: Biochemical changes in the composition of positive blood cultures

could be useful for the diagnosis of bacteremia. We hypothesised that they could
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predict the outcome of blood cultures early if they could be detected in less than

48 hours of incubation.

4.5.2 Resumen

Introduccion: El analisis bioquimico de hemocultivos, barato y disponible en todos
los hospitales, nunca ha sido evaluado en el abordaje de la infeccion endovascular.
Nuestro objetivo fue evaluar si existen pardmetros bioquimicos caracteristicos e
identificativos en los frascos de hemocultivos positivos y negativos, y si pueden

discriminar entre microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos.

Métodos: Se realizé un andlisis bioquimico utilizando 20 mL de sangre a partir de
150 botellas de hemocultivos: 50 botellas basales (sin sangre), 50 negativas (con
sangre y resultado negativo), y 50 positivas (con sangre y resultado positivo) tras al
menos 48 horas de incubacion mediante el proceso automatizado estandar, y antes
de ser desechados a los 5 dias de incubacidn. El agente etioldgico en las botellas
positivas correspondid a bacterias Gram-negativas en 30 casos y Gram-positivas en

20 Casos.

Resultados: Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
composicion bioquimica de multiples variables entre botellas basales, negativas y
positivas. Un nivel de glucosa <4 mg/dL ofrece globalmente una gran capacidad
discriminatoria (AUC 0,985) para distinguir botellas positivas de negativas en
todos los grupos. En las botellas anaerobias, un valor de creatinina <2 mg/dL

discrimina totalmente las botellas positivas de las negativas, y un valor de hierro
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<70 pg/dL identifica correctamente todas las botellas positivas con

microorganismos Gram-negativos (AUC=1).

Conclusién: Los cambios bioquimicos en la composicion de los hemocultivos
positivos podrian ser utiles para el diagndstico de la bacteriemia. Hipotetizamos
que podrian predecir el resultado de los hemocultivos de forma precoz si pudieran

detectarse en menos de 48 horas de incubacion.
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4.5.3 Articulo s

INTRODUCCION

El andlisis de hemocultivos contintia siendo el “gold standard” en el
diagndstico de la infeccion endovascular, aunque el proceso puede precisar
generalmente unas 48 horas para ofrecer resultados y su rentabilidad depende de
otros factores como el uso previo de antibioticos o el volumen de sangre inoculada

[210].

El andlisis bioquimico de botellas de hemocultivos, barato y accesible para
cualquier hospital, nunca ha sido utilizado en el abordaje de la infeccion
endovascular, y la tnica informacién sobre la composicion bioquimica de las
botellas de hemocultivos es la proporcionada en las especificaciones de cada
fabricante. Los potenciales cambios en los parametros bioquimicos de los
hemocultivos en funcién de si crecen microorganismos en ellos y su potencial
utilidad clinica no han sido analizados previamente. De detectarse, hipotetizamos
que la deteccion precoz de estos cambios en un sencillo andlisis bioquimico podria

ayudar al diagnostico rapido de la bacteriemia.

Los objetivos de este trabajo fueron: analizar si existen parametros bioquimicos
caracteristicos e identificativos en los frascos de hemocultivos positivos y
negativos; y comprobar si pueden discriminar entre microorganismos Gram-

positivos y Gram-negativos.
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MATERIAL Y METODOS

Se realizo un estudio prospectivo a partir de muestras de hemocultivos que
ya han sido clasificados como positivos o negativos por los métodos tradicionales
tras al menos 48 horas de incubacién y antes de ser desechados a los 5 dias. Se
aplico esta hipdtesis al aislamiento tinicamente de bacterias (Gram-positivas y

Gram-negativas) y no de hongos.

Se analizaron 150 muestras en total de hemocultivos: 50 botes sin sangre
inoculada, 50 botes con sangre y resultado negativo y 50 botes con sangre y
resultado positivo, a las que se hara referencia como botellas basales, botellas

negativas y botellas positivas, respectivamente.

Inicialmente se comprob¢ la viabilidad de las mediciones en los botes basales de
hemocultivos y la reproducibilidad de resultados. Posteriormente se analizaron los
resultados de las botellas negativas (incubados durante 5 dias segin el método
estandar, antes de ser descartados). Finalmente, se compararon los resultados de
las botellas positivas (tras al menos 48 horas de incubacién y antes de que las

muestras fueran desechadas tras 5 dias de incubacién).

El andlisis bioquimico se realizé mediante la extracciéon de una muestra de 2omL
de cada botella analizada e incluy6 la determinacién de los siguientes pardmetros:
acido durico, albumina, alanina aminotransferasa (ALT), amilasa, aspartato
aminotransferasa (AST), bilirrubina total, calcio, calcio libre, creatina quinasa
(CK), cloro, colesterol, creatinina, fosfatasa alcalina (FA), fosfato, glucosa, gamma-
glutamil transpeptidasa (GGT), hierro, magnesio, proteina C reactiva (PCR),
potasio, procalcitonina, proteinas totales, transferrina, triglicéridos, urea, vitamina
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D, vitamina Bi2, ferritina, acido folico, lactato, pH, calcio ionico, interleucina-6,

lactato deshidrogenasa (LDH), sodio, vitamina A y vitamina E.

El estudio se desarrollo en su totalidad en el Hospital General Universitario
Gregorio Marafion de Madrid, desde el servicio de Microbiologia Clinica y
Enfermedades Infecciosas, con la colaboracion del servicio de Bioquimica Clinica.
El proceso de incubacion de hemocultivos se realizé en todas las fases utilizando el
sistema de analisis automatizado BD BACTEC™ FXy los botes de hemocultivos BD
BACTEC™ Plus Aerobic/F para microrganismos aerobios y BD BACTEC™ Plus

Aerobic/F para anaerobios.

Las determinaciones bioquimicas se realizaron en los analizadores automatizados
de Siemens Healthcare Diagnostics, ADVIA CHEMISTRY XPT, por técnicas
espectrofotométricas. Para la determinacion del pH y de lactato en sangre se
utilizé el equipo GEM PREMIER 5000 de Werfen, por técnicas potenciométricas y
amperométricas respectivamente. Los valores se midieron en las unidades de

referencia para cada variable, representadas en las tablas.

Para el andlisis estadistico, se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis y de Mann-
Whitney para las comparaciones entre grupos al tratarse de variables con
distribuciones que no muestran una distribuciéon normal. Se calcularon curvas
ROC univariantes y el area bajo la curva (AUC) para valorar la capacidad

discriminativa de cada variable, globalmente y segtin el tipo de bote utilizado.

Aspectos éticos

Este trabajo (MICRO.HGUGM.2023-21) cuenta con el dictamen favorable del

Comité de Etica de la Investigacién con Medicamentos del Hospital General
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Universitario Gregorio Marafiéon de Madrid, donde se exime de la necesidad de
obtencién de consentimiento informado firmado en base a las caracteristicas de
este trabajo. Las muestras se conservaran durante el tiempo que el estudio esté
vigente y tras su finalizacién se eliminaran. En ningtn caso se preciso la extraccion

de nuevas muestras de sangre de ninguin paciente.

RESULTADOS

Se analizaron un total de 150 botellas de hemocultivos: 50 botellas basales
(26 aerobias, 24 anaerobias), 50 botellas negativas (28 aerobias, 22 anaerobias) y
50 botellas positivas (26 aerobias, 24 anaerobias). En total, se analizaron 8o
botellas aerobias y 70 anaerobias. Entre las 50 botellas positivas, 30 corresponden a

microorganismos Gram-negativosy 20 a microorganismos Gram-positivos.

En las botellas positivas, los microorganismos aislados fueron Escherichia coli (21
botellas), Staphylococcus coagulasa-negativa (11 botellas), Enterococcus faecalis (3
botellas), Klebsiella pneumoniae (3 botellas), Staphylococcus aureus (3 botellas),
Serratia marcescens (2 botellas), Haemophilus influenzae (1 botella), Proteus
mirabilis (1 botella), Pseudomonas putida (1 botella), Raoultella ornitolytica (1
botella), Streptococcus mitis (1 botella), S. parasanguinis (1 botella) y S.

pneumoniae (1 botella).

Las variables acido urico, albumina, ALT, amilasa, AST, bilirrubina total, calcio,
calcio libre, CK, colesterol, FA, fosfato, GGT, potasio, procalcitonina, proteinas
totales, transferrina, vitamina D, acido félico, lactato, pH, calcio ionico, LDH,

sodio, vitamina A y vitamina E fueron finalmente excluidas del andlisis por ofrecer
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resultados negativos o no detectables por posible interferencia en todas las

muestras.

Andlisis general

Se encontraron diferencias significativas en los niveles de numerosas variables
entre las botellas basales aerobias y las anaerobias (Tabla 1), siendo las mas
llamativas los niveles de creatinina (mediana 0,16 mg/dL en aerobias, 3,3 mg/dL en
anaerobias), hierro (mediana 285 pg/dL en aerobias, 90,5 ug/dL en anaerobias) y

glucosa (mediana 97,5 mg/dL en aerobias, 119 mg/dL en anaerobias).

La Tabla 2 muestra la mediana de los resultados del andlisis bioquimico para cada
variable en las botellas basales, negativas y positivas. Globalmente, se encuentran
diferencias significativas entre la mayoria de variables analizadas. La glucosa
presenta un AUC de 0,993, mostrando una capacidad casi perfecta para distinguir
entre las botellas basales, negativas y positivas para unos niveles de glucosa de 85
mg/dL y 4 mg/dL (Tabla 3, Figura 1). Los niveles de triglicéridos disminuyen
llamativamente en las botellas positivas respecto a las negativas (mediana 16 vs

80,5 mg/dL, respectivamente).

La Tabla 3 muestra las comparaciones dos a dos entre botellas basales, negativas y
positivas. Entre las botellas negativas y las positivas, se encontraron diferencias
significativas en los niveles de creatinina, glucosa, magnesio, triglicéridos, acido
folico e interleucina 6. La glucosa mantiene un AUC de 0,985 para distinguir entre

estas categorias: para un valor de glucosa =<4 mg/dL, hay un 97,8% de
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probabilidades de que se trate de una botella positiva, mientras que por encima de

4 mg/dL hay un 96% de probabilidades de que sea una botella negativa (Figura1).

Al discriminar entre hemocultivos negativos y positivos segun el tipo de botella
(datos no mostrados en tablas), la glucosa mantiene muy buena capacidad
discriminativa tanto en las botellas aerobias como anaerobias (AUC de 0,993 y
0,977, respectivamente). Llamativamente, en las botellas anaerobias la creatinina
alcanza un AUC = 1; la presencia de un nivel de creatinina <2 mg/dL identifica
correctamente todas las botellas positivas, mientras que un nivel por encima de 2
identifica todas las botellas negativas, con una sensibilidad, especificidad, valor

predictivo positivo y negativo del 100% (Figura 2).

Botellas positivas

Las medianas de cada variable en las botellas positivas en funcidon del tipo de
microorganismo aislado y su AUC se representan en la Tabla 4. Los niveles de
magnesio y triglicéridos ofrecen una buena capacidad discriminatoria para

distinguir entre Gram-positivos y Gram-negativos (AUC por encima de 0,80).

Si distinguimos por el tipo de botella (datos no mostrados en tablas), los niveles de
hierro ofrecen un AUC de 0,84 para botellas aerobias, mientras que en las botellas
anaerobias el AUC es 1: en las botellas anaerobias, un nivel de hierro <70 pg/dL
identifica correctamente todas las botellas positivas con microorganismos Gram-
negativos, mientras que todas las botellas positivas con microorganismos Gram-

positivos muestran un nivel por encima de 70 pg/dL (Figura 3).
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DISCUSION

El andlisis bioquimico de los hemocultivos, barato y accesible para
cualquier hospital, nunca ha sido evaluado en el diagnostico de la bacteriemia en
la literatura. Este trabajo nos ha permitido identificar una serie de variables cuya
determinacion podria ser potencialmente util en el diagndstico de la bacteriemia,
siendo capaz de identificar botellas positivas e incluso el tipo de microorganismo

aislado.

Dada la ausencia de informacién sobre la composicion bioquimica de los
hemocultivos, nuestro trabajo empieza analizando los componentes de las botellas
basales, sin sangre analizada, donde se comprueba que existen diferencias en la

mayoria de pardmetros analizados.

Pero los hallazgos mas relevantes se observan al comparar las diferencias entre las
botellas negativas y positivas, como en el caso de la glucosa o los triglicéridos. La
glucosa tiene una capacidad discriminativa casi perfecta para distinguir entre
botellas positivas y negativas, mostrando niveles inferiores a 4 mg/dL de manera
constante en todas las botellas positivas. Esta capacidad se mantiene, ademas,

independientemente de si se trata de botellas aerobias o anaerobias.

Atendiendo a las reacciones bioquimicas que podrian estar teniendo lugar para
explicar estos hallazgos, es conocido que las bacterias son capaces de obtener
energia mediante el proceso de glicolisis, que consiste en la ruptura de la glucosa
en piruvato a través de una serie de reacciones quimicas. Tratando de simplificar
este complejo proceso, podemos resumir que en condiciones aerdbicas la enzima
piruvato deshidrogenasa transforma el piruvato en acetil coenzima A, que es
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aprovechado en el ciclo de Krebs, mientras que en la respiracion anaerobia se
obtiene lactato a partir del piruvato, utilizado para la obtencién de energia [335,
336]. Dado que este mecanismo se ha descrito para bacterias aerobias y anaerobias,

se puede justificar el descenso en los niveles de glucosa en las botellas positivas.

En el caso concreto de las botellas anaerobias, la determinacion de creatinina
muestra una capacidad discriminativa perfecta para identificar botellas positivas
en nuestro trabajo. De manera similar a la glucosa, nuestra hipétesis es que las
bacterias organotrofas, que requieren compuestos organicos como carbohidratos,
lipidos y proteinas (entre otros) para su metabolismo, podrian utilizar la creatinina
presente en las botellas para obtener energia [336]. Este razonamiento también
seria aplicable a los triglicéridos, explicando los menores niveles de creatinina y

triglicéridos en las botellas positivas.

Para distinguir el tipo de microorganismo aislado en las botellas positivas, aunque
los niveles de triglicéridos y magnesio ofrecen buenos resultados globalmente, es
destacable la capacidad discriminativa de los niveles de hierro en las botellas
anaerobias, donde un punto de corte de 70 pg/dL es capaz de distinguir entre
botellas con Gram-positivos de las que tienen Gram-negativos. Dado que el hierro
es un elemento esencial que ejerce de cofactor de multiples enzimas y forma parte
de muchos compuestos del metabolismo bacteriano, siendo la captacién de hierro
un paso principal de la multiplicaciéon de bacterias en el huésped [337], es
razonable pensar que las bacterias utilicen el hierro disponible en el medio de las

botellas.
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Las bacterias poseen diversos mecanismos de captacion de hierro, basados en
sideroforos (moléculas con elevada afinidad por el hierro) o en una interaccion
directa de los receptores bacterianos con las proteinas del huésped que
transportan el hierro [337, 338]. Estos mecanismos se expresan en distinta medida
en bacterias Gram-negativas y Gram-positivas y a nivel de especies bacterianas, lo
que podria estar implicado en el menor nivel de hierro observado en las botellas
positivas con Gram-negativos. Hipotetizamos que los Gram-negativos parecen
captar mas eficientemente el hierro disponible en el medio, o que los Gram-
positivos estarian utilizando otros mecanismos como proteasas para liberar el
hierro de las proteinas transportadoras, aumentando su concentracion en el medio
de cultivo y consecuentemente los niveles detectados en nuestras mediciones. El
metabolismo del hierro es, precisamente, una de las vias utilizadas por cefiderocol,
un antibidtico de reciente comercializacion conjugado con un sideroforo, para

ejercer su efecto [339].

Este trabajo cuenta con varias limitaciones, como un escaso tamafno muestral y
una potencia insuficiente para evaluar el efecto del tiempo de incubacion en cada
grupo, lo que también podria tener un efecto sobre las determinaciones
bioquimicas. Los 50 hemocultivos positivos analizados corresponden a muestras
de 36 pacientes, por lo que hay muestras que provienen del mismo paciente.
Aunque esto limita la extrapolacion de resultados, también resulta ttil para
verificar la reproducibilidad de las mediciones. Las reacciones bioquimicas del
metabolismo bacteriano son distintas en medios aerdbicos y anaerébicos. Dado

que la atmosfera de las botellas anaerobias se pierde en el proceso de extraccion de
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las muestras de sangre y andlisis bioquimico, desconocemos el efecto real que este

hecho puede provocar sobre las mediciones.

En cuanto a la aplicacion practica de esta idea, ha de tenerse en cuenta las
convenientes medidas de bioseguridad en el laboratorio en la manipulacion de
muestras de hemocultivos con microorganismos viables: en este estudio se han
seleccionado muestras donde ya se conocia el microorganismo presente, pero en
caso de realizarse estudios prospectivos en este sentido con muestras clinicas
reales cuyo resultado es desconocido, debe plantearse un circuito donde se puedan
manejar muestras donde potencialmente puedan detectarse bacterias con nivel de

bioseguridad 3 y riesgo de aerosolizacion como Brucella spp. [3].

En cualquier caso, nuestros datos sugieren que las reacciones secundarias al
metabolismo bacteriano producen cambios bioquimicos detectables por un
sencillo andlisis, y que estas determinaciones pueden resultar utiles para predecir
la positividad de los hemocultivos y orientar sobre la etiologia. Si su detecciéon
fuera posible en las primeras 48 horas de incubacion de las botellas, esta
informacion podria aportar valiosa informacion complementaria al andlisis
convencional de hemocultivos, e incluso proporcionar datos de manera mas

precoz que el andlisis rutinario por los medios automatizados.

CONCLUSION

El andlisis de parametros bioquimicos facilmente medibles es capaz de
discriminar entre hemocultivos positivos y negativos y entre microorganismos

Gram-positivos y Gram-negativos. Hipotetizamos que estos cambios bioquimicos
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podrian ser potencialmente ttiles para la prediccién de la positividad antes que los

meétodos tradicionales, de detectarse con menos de 48 horas de incubacion.

TABLAS

Tabla 1. Anadlisis bioquimico de botellas de hemocultivos basales (n=50),

considerando botellas aerobias (n=26) y anaerobias (n=24)

Variable Mediana P

Cloruro (mmol/L) <0,05
Basal aerobia 72,5
Basal anaerobia 91

Creatinina (mg/dL) <0,05
Basal aerobia 0,16
Basal anaerobia 33

Glucosa (mg/dL) <0,05
Basal aerobia 97,5
Basal anaerobia 19

Hierro (pg/dL) <0,05
Basal aerobia 285
Basal anaerobia 90,5

Magnesio (mg/dL) <0,05
Basal aerobia 1,7
Basal anaerobia 2,3

Proteina C reactiva (mg/L) 0,273
Basal aerobia 4
Basal anaerobia 4

Triglicéridos (mg/dL) <0,05
Basal aerobia 78,5
Basal anaerobia 65

Acido félico (ug/L) <0,05
Basal aerobia 19,2
Basal anaerobia 20

Interleucina 6 (pg/mL) 0,56
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Basal aerobia 2,3
Basal anaerobia 2,2
Sodio (mmol/L) <0,05
Basal aerobia m
Basal anaerobia 144

Tabla 2. Anadlisis bioquimico de botellas de hemocultivos basales (n=50),

botellas negativas (n=50) y botellas positivas (n=50)

Variable Mediana P AUC
Cloruro (mmol/L) <0,05 0,644
Basal 74
Negativa 77
Positiva 81
Creatinina (mg/dL) <0,05 0,412
Basal 0,27
Negativa 0,65
Positiva 0,67
Glucosa (mg/dL) <0,05 0,993
Basal 1015
Negativa 53
Positiva 4
Hierro (pg/dL) 0,298 0,412
Basal 92,5
Negativa 103
Positiva 128
Magnesio (mg/dL) <0,05 0,205
Basal 2
Negativa 1,9
Positiva L7
Proteina C reactiva (mg/L) <0,05 0,635
Basal 4
Negativa 4
Positiva 5,3
Triglicéridos (mg/dL) <0,05 0,904**
Basal 72
Negativa 80,5
Positiva 16
Urea (mg/dL) <0,05 0,674
Basal 1
Negativa 14
Positiva 18
Vitamina Bi2 (ng/L) <0,05 0,519
Basal 148
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Negativa 148
Positiva 148
Ferritina (pg/L) <0,05 0,777
Basal 2
Negativa 47
Positiva 59,5
Acido félico (pg/L) <0,05 0,687
Basal 20
Negativa 17,65
Positiva 20
Interleucina 6 (pg/mL) <0,05 0,850
Basal 2,2
Negativa 7,15
Positiva 45,75
Sodio (mmol/L) 0,447 0,563
Basal 14,5
Negativa 15
Positiva 17,5

Se expresa en negrita los valores con diferencias estadisticamente significativas y los mejores
valores de AUC. AUC: area bajo la curva; *1/Glucosa; **1/Triglicéridos.

Tabla 3. Representacion de las diferencias bioquimicas y su significacion
estadistica de cada variable entre botellas basales, negativas y positivas y

area bajo la curva univariante de botellas positivas vs negativas

Variable P P AUC
Basal vs Negativa Negativa vs Positiva | Negativa vs positiva

Cloruro 0,15 0,07 0,608
Creatinina 0,08 <0,05 0,358
Glucosa <0,05 <0,05 0,985
Hierro 0,82 0,27 0,426
Magnesio 0,20 <0,05 0,306
Proteina C reactiva <0,05 0,36 0,552
Triglicéridos 0,24 <0,05 0,904
Urea <0,05 0,65 0,526
Vitamina Bi2 <0,05 0,63 0,483
Ferritina <0,05 0,31 0,559
Acido félico <0,05 <0,05 0,763
Interleucina 6 <0,05 <0,05 0,724
Sodio 0,82 0,23 0,571

AUC: area bajo la curva
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Tabla 4. Andlisis bioquimico en botellas de hemocultivos positivas y
comparacion segun microorganismos Gram-negativos (n=30) y Gram-

positivos (n=20)

Variable Mediana P AUC
Cloruro (mmol/L) <0,05 0,746
Gram-negativo 75
Gram-positivo 95
Creatinina (mg/dL) <0,05 0,686
Gram-negativo 0,40
Gram-positivo 0,74
Glucosa (mg/dL) 0,80 0,508
Gram-negativo 4
Gram-positivo 4
Hierro (pg/dL) 0,26 0,612
Gram-negativo 164
Gram-positivo 110
Magnesio (mg/dL) <0,05 0,805
Gram-negativo 1,6
Gram-positivo 1,9
Proteina C reactiva (mg/L) 0,10 0,366
Gram-negativo 6,75
Gram-positivo 4
Triglicéridos (mg/dL) <0,05 0,840
Gram-negativo 13
Gram-positivo 30
Urea (mg/dL) 0,31 0,414
Gram-negativo 19
Gram-positivo 14
Vitamina Bi2 (ng/L) 0,20 0,562
Gram-negativo 148
Gram-positivo 148
Ferritina (pg/L) <0,05 0,319
Gram-negativo 78
Gram-positivo 32
Acido félico (ug/L) 0,31 0,434
Gram-negativo 20
Gram-positivo 20
Interleucina 6 (pg/mL) <0,05 0,292
Gram-negativo 125,8
Gram-positivo 19,45
Sodio (mmol/L) 0,08 0,650
Gram-negativo 114,5
Gram-positivo 142
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Figura 1. Representacion grafica de la discriminacion entre botellas basales,

negativas y positivas segtin para un nivel de glucosa de 85 mg/dLy 4 mg/dL
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Figura 2. Representacion grifica de la discriminacion entre botellas

negativasy positivas para un nivel de creatinina de 2 mg/dL
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Figura 3. Representacion grafica de la discriminacion entre botellas
positivas con microorganismos Gram-negativos y Gram-positivos para un

nivel de hierro de 70 pg/dL
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4.6 RESULTADOS DEL OBJETIVO 6

4.6.1 Abstract

Introduction: The use of Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of
Flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) techniques have proven very valuable
for bacterial identification, although their application in bloodstream infection is
based on the use of subcultured colonies or on the separation of bacterial proteins
by differential centrifugations from positive blood cultures. Our objectives were: to
develop predictive models based on MALDI-TOF MS and machine learning
capable of distinguishing between blood cultures already classified as positive or
negative from direct samples; and to identify blood cultures with isolation of

Escherichia coli.

Methods: Proteomic analysis was performed on 1o blood culture bottles (57
positive and 53 negative bottles) after at least 48 hours of incubation, using a
protein extraction process from 1 millilitre of blood culture that was analysed with
MALDI-TOF MS. The full spectrum was analysed with Clover MSDAS software
and supervised machine learning models were applied -Partial Least Squares-
Discriminant Analysis (PLS-DA), Support Vector Machine (SVM), Random Forest

(RF) and Light Gradient Boosting Machine (LightGBM).

Results: Full-spectrum analysis using SVM and LightGBM provided the best
results for distinguishing between positive and negative samples (94.5% and
89.9%, respectively). When discriminating between E. coli and negative blood

cultures, best results were obtained with SVM and Light-GBM (97.4%), and with
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RF (96.0%). Peak analysis identified the presence of several peaks with good

discriminatory ability, whereby SVM correctly classified 98.7% of the samples.

Conclusion: Analysis of direct blood culture samples using predictive models
based on MALDI-TOF MS and machine learning correctly identifies positive
samples. We hypothesised that these positive blood culture peaks could act as
potentially useful biomarkers for predicting positivity earlier than traditional

methods, if detected with less than 48 hours of incubation.

4.6.2 Resumen

Introduccion: El uso de técnicas de Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-
Time of Flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) han mostrado gran utilidad
para la identificacion bacteriana, aunque su aplicacion se basa en el uso de
colonias subcultivadas o en la separacion de proteinas bacterianas mediante
centrifugaciones diferenciales a partir de hemocultivos positivos. Nuestros
objetivos fueron: desarrollar modelos predictivos basados en MALDI-TOF MS y
machine learning capaces de distinguir entre hemocultivos ya catalogados como
positivos o negativos a partir de muestras directas; e identificar los hemocultivos

con aislamiento de Escherichia coli.

Métodos: Se realizé un andlisis protedmico en 110 botellas de hemocultivos (57
positivos y 53 negativos) tras al menos 48 horas de incubacién mediante el proceso
automatizado estandar, mediante un proceso de extraccion de proteinas a partir de
1 mililitro de hemocultivo que se analizaron con MALDI-TOF MS. Se analizo el

espectro completo con el software Clover MSDAS y se aplicaron modelos de
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machine learning supervisados -Partial Least Squares-Discriminant Analysis (PLS-
DA), Support Vector Machine (SVM), Random Forest (RF) y Light Gradient

Boosting Machine (LightGBM).

Resultados: El andlisis de espectro completo mediante SVM y LightGBM ofrecio
los mejores resultados para distinguir entre muestras positivas y negativas (94,5%
y 89,9%, respectivamente). Al distinguir entre E. coli y hemocultivos negativos,
mejores resultados se obtuvieron con SVM vy Light-GBM (97,4%), y con RF
(96,0%). El andlisis por picos identifico la presencia de varios picos con buena
capacidad discriminatoria, mediante los cuales SVM clasificd correctamente el

98,7% de las muestras.

Conclusién: El andlisis de muestras directas de hemocultivos usando modelos
predictivos basados en MALDI-TOF MS y machine learning identifica
correctamente muestras positivas. Hipotetizamos que estos picos marcadores de
hemocultivo positivo podrian actuar como biomarcadores potencialmente utiles
para la prediccion de la positividad antes que los métodos tradicionales, de

detectarse con menos de 48 horas de incubacion.
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4.6.3 Articulo 6

INTRODUCCION

El andlisis de hemocultivos contintia siendo el “gold standard” en el
diagndstico de la infeccién endovascular. Sin embargo, el proceso puede precisar
generalmente unas 48 horas para ofrecer resultados y su rentabilidad depende de
otros factores como el uso previo de antibioticos o el volumen de sangre inoculada

[210].

El uso de Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS) ha pasado a formar parte de la rutina de los
laboratorios de Microbiologia en todo el mundo para identificar microorganismos,
y se han usado modelos predictivos basados en esta tecnologia para diferenciar

especies de Enterobacter o Aspergillus con anterioridad [340, 341].

Sin embargo, su aplicacion se basa en el uso de colonias subcultivadas o en la
separacion de proteinas bacterianas mediante centrifugaciones diferenciales a
partir de hemocultivos positivos [71], y no se ha planteado su uso para otras
determinaciones en la practica clinica diaria. El andlisis por espectrometria de
masas del medio de los hemocultivos podria identificar otras proteinas,
relacionadas con el patdgeno o los procesos inflamatorios que desencadene su

presencia, que podrian proporcionar informacidn no analizada hasta ahora.

Los objetivos de este trabajo fueron: desarrollar modelos predictivos basados en
MALDI-TOF MS y machine learning capaces de distinguir entre hemocultivos ya
catalogados como positivos o negativos a partir de muestras directas, sin precisar

su cultivo en medios solidos ni la separacion de las proteinas bacterianas mediante
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centrifugaciones diferenciales, e identificar los hemocultivos con aislamiento de

Escherichia coli.

MATERIAL Y METODOS

Se realizo un estudio prospectivo a partir de muestras de hemocultivos que
ya habian sido clasificados como positivos o negativos por los métodos
tradicionales. Para seguir un criterio uniforme y facilitar el desarrollo del estudio,
se aplicd esta hipotesis al aislamiento unicamente de bacterias (Gram-positivas y

Gram-negativas) y no de hongos.

Se analizaron 110 hemocultivos, tras determinar la presencia (n=57) o ausencia
(n=53) de crecimiento bacteriano tras al menos 48 horas de incubacién mediante
el proceso automatizado estdndar, y antes de ser desechados a los 5 dias de
incubacién. Los 57 hemocultivos positivos incluyeron 15 microorganismos Gram-

positivos y 42 Gram-negativos, con 24 aislamientos de E. coli.

A partir de 1 mililitro de hemocultivo, se realizé un proceso de extracciéon de
proteinas mediante el MB-WCX Profiling Kit (Bruker Daltonics), que se analizaron
con MALDI-TOF. Los espectros obtenidos se procesaron con el software Clover
MSDAS. Se analizé el espectro completo y se aplicaron modelos de machine
learning supervisados -Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA),
Support Vector Machine (SVM), Random Forest (RF) y Light Gradient Boosting

Machine (LightGBM).
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Los espectros de proteinas de cada muestra se adquirieron utilizando un
espectrometro MALDI Biotyper Smart (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) y el
software FlexControl 3.3 (Bruker Daltonics). Se aplico la configuracion
predeterminada y se registraron dos espectros de cada una de las tres posiciones en
las que analizé cada muestra. Los espectros obtenidos se analizaron de forma
automatizada mediante el software Clover MS Data Analysis (Granada, Espana).
Este software es capaz de generar una matriz de picos correspondiente a cada
aislado analizado. Las matrices se generan con los picos relevantes y sus
correspondientes valores de intensidad, obtenidos en el rango de 2.000 m/z a

20.000 M/z.

El estudio se desarrolléo en su totalidad en el Hospital General Universitario
Gregorio Maraiién de Madrid. El sistema de analisis (BD BACTEC™ FX) disponible
en el servicio rutinariamente serd el utilizado para la incubacion habitual de los
hemocultivos. En todas las fases se utilizaron los botes de hemocultivos que se
usan de manera rutinaria en el servicio: BD BACTEC™ Plus Aerobic/F para

microrganismos aerobios y BD BACTEC™ Plus Aerobic/F para anaerobios.

Aspectos éticos

Este trabajo (MICRO.HGUGM.2023-21) cuenta con el dictamen favorable del
Comité de Etica de la Investigacién con Medicamentos del Hospital General
Universitario Gregorio Maraiéon de Madrid, donde se exime de la necesidad de
obtencion de consentimiento informado firmado en base a las caracteristicas de

este trabajo. Las muestras se conservaran durante el tiempo que el estudio esté
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vigente y tras su finalizacion se eliminaran. En ningtin caso se preciso la extraccion

de nuevas muestras de sangre de ningtin paciente.

RESULTADOS

Se analizd el espectro de 110 hemocultivos en total: 53 hemocultivos
negativos y 57 hemocultivos positivos, los cuales incluyeron 15 microorganismos

Gram-positivos y 42 Gram-negativos, con 24 aislamientos de E. coli.

La Tabla 1 muestra la aplicacion de los modelos de machine learning (PLS-DA,
SVM, RF y LightGBM) y su tasa de acierto en el andlisis de espectro completo y por
picos para distinguir entre hemocultivos positivos y negativos y entre hemocultivos

en los que se detectd E. coli vs. hemocultivos negativos.

Los algoritmos SVM y LightGBM dieron los mayores porcentajes de acierto en el
andlisis global de muestras positivas vs. negativas (94,5% y 89,9%,

respectivamente).

En la identificaciéon de hemocultivos con E. coli vs. hemocultivos negativos, los
mejores resultados en el andlisis de espectro completo se obtuvieron con SVM y

Light-GBM (97,4%), y con RF (96,0%).

La Tabla 2 muestra la aplicacion de estos modelos y su tasa de acierto en el analisis
por picos para distinguir entre hemocultivos positivos y negativos y entre E. coli vs.

hemocultivos negativos.

El andlisis de picos especificos para cada categoria de hemocultivos (positivos,

negativos y positivos por E. coli) demostré la presencia de algunos picos
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marcadores prometedores que podrian indicar la presencia de E. coli -5097, 6256y
9066 m/z-. Basandose en la presencia/ausencia de estos picos, SVM clasifico

correctamente el 98,7% de las muestras analizadas.

DISCUSION

En este trabajo, el andlisis mediante MALDI-TOF MS a partir de muestras
directas de hemocultivos ha permitido identificar picos de proteinas que podrian
ser analizados mediante machine learning para crear modelos predictivos de
hemocultivos positivos y de muestras con E. coli, posibilitando la aplicacion de

esta tecnologia de una manera distinta a la realizada hasta el momento.

En la actualidad, la aplicacion de MALDI-TOF MS en el diagndstico de la
bacteriemia se basa en la utilizacién de colonias subcultivadas o en la separacion
de proteinas bacterianas mediante centrifugaciones diferenciales, u otros
métodos, a partir de hemocultivos positivos [71, 342]. Dado que nuestra hip6tesis
es que el andlisis protedmico podria detectar no solo picos de proteinas de los
propios microorganismos, sino otros biomarcadores en sangre del paciente,
consecuencia de la respuesta inmune desencadenada por la infeccidn, nuestra
metodologia no incluye la separacion de las proteinas bacterianas de las proteinas

y células del huésped como los métodos convencionales.

Con este planteamiento, el andlisis protedmico de muestras directas identifico
unos picos de proteinas con los que los algoritmos de machine learning SVM y
LightGBM fueron capaces de determinar correctamente el 94,5 y 89,9% de las

muestras, respectivamente. En el subgrupo de hemocultivos positivos con E. coli,
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los modelos predictivos usando el espectro completo también ofrecieron
resultados muy prometedores, mientras que el andlisis por picos identifico la
presencia de picos con cuya presencia SVM fue capaz de clasificar correctamente el

08,7% de las muestras.

El diagnoéstico rapido a través de muestras directas de sangre ha sido evaluado
principalmente para pruebas moleculares basadas en métodos de PCR, aunque la
limitada correlacion con los resultados del andlisis convencional de hemocultivos

las situan en la actualidad como una herramienta util pero complementaria [129].

El andlisis protedmico a partir de muestras directas de hemocultivos es una
perspectiva que esta siendo estudiada por otros autores. En su trabajo, Kondori et
al. observaron que la deteccion de bacterias utilizando la espectrometria de masas
y la identificacién de péptidos especificos de especies (shotgun proteotyping)
podria resultar mas sensible y precision frente al uso convencional de MALDI-TOF
MS [343], aunque su utilidad practica aun ha de evaluarse para poder ser

implantado en la practica.

En nuestra hipotesis, la deteccion de estos picos de proteinas podria resultar
especialmente util si se detectaran precozmente, de modo que proporcionaran
informacion antes que los métodos automatizados convencionales. Dado que en el
estudio de Kondori et al. se observdo que MALDI-TOF MS fue capaz de detectar
muestras ficticias de hemocultivos inoculados con concentraciones conocidas de
E. coli tras una incubacion de una noche [343], la hipdtesis de que habria picos

detectables con menos de 48 horas de incubacién parece una opcion factible. Sin
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embargo, MALDI-TOF MS no fue capaz de identificar las muestras con S. aureus

usando este tiempo de incubacion.

En la actualidad, se estda evaluando el uso de MALDI-TOF MS para identificar
subespecies bacterianas y para detectar determinantes de resistencia
antimicrobiana [344]. Los modelos predictivos utilizados aqui para discriminar
hemocultivos positivos y negativos ya han sido utilizados con éxito para diferenciar
especies del complejo Enterobacter cloacae [341] y especies de Aspergillus
fumigatus sensu stricto de otras especies del complejo A. fumigatus, asi como para

la deteccién de A. fumigatus sensu stricto resistente a azoles [340].

Este trabajo cuenta con algunas limitaciones. El escaso tamafio muestral y la
inclusion de bacterias de especies distintas limita la capacidad de acierto de los
modelos, pero consideramos que estos datos son prometedores para nuestro
planteamiento. Las 10 muestras analizadas corresponden a hemocultivos de 98
pacientes, por lo que hay muestras del mismo paciente. No se ha evaluado el efecto

de la incubacion sobre las mediciones.

En cualquier caso, creemos que este trabajo muestra que el analisis protedomico de
muestras directas de hemocultivos es capaz identificar biomarcadores que pueden
resultar de utilidad en el diagnostico de la bacteriemia. El analisis con MALDI-
TOF ya esta instaurado en la amplia mayoria de centros hospitalarios y su coste
econdémico es mucho menor comparado con las técnicas diagndsticas que estan
surgiendo en los ultimos afios. Si estos picos marcadores de hemocultivos

pudieran ser detectados de manera precoz, hipotetizamos que podrian predecir la
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positividad de hemocultivos, y potencialmente el agente causal en el caso de E.

coli, antes que los medios tradicionales.

CONCLUSION

El andlisis de muestras directas de hemocultivos usando modelos
predictivos basados en MALDI-TOF y machine learning es capaz de identificar
correctamente muestras positivas. Hipotetizamos que estos picos marcadores de
hemocultivo positivo podrian actuar como biomarcadores potencialmente utiles
para la prediccion de la positividad antes que los métodos tradicionales, de

detectarse con menos de 48 horas de incubacion.
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TABLAS

Tabla 1. Aplicacion de modelos basados en MALDI-TOF y machine learning
para la identificacion de hemocultivos positivos y tasa de acierto (%) en el

analisis de espectro completo

PLS-DA SVM RF LightGBM
Hemocultivo positivo vs. 80,7 94,5 87,2 89,9
negativo
E. coli vs. hemocultivo 89,5 97,4 96,0 97,4
negativo

PLS-DA: Partial Least Squares-Discriminant Analysis; SVM: Support Vector
Machine; RF: Random Forest (RF); Light GBM: Light Gradient Boosting Machine.

Tabla 2. Aplicacion de modelos basados en MALDI-TOF y machine learning
para la identificacion de hemocultivos positivos y tasa de acierto (%) en el

analisis por picos

PLS-DA SVM RF LightGBM
Hemocultivo positivo 88,2 85,4 88,2 79,1
vs. negativo
E. coli vs. hemocultivo 90,9 98,7 96,1 94,8
negativo

PLS-DA: Partial Least Squares-Discriminant Analysis; SVM: Support Vector
Machine; RF: Random Forest (RF); LightGBM: Light Gradient Boosting Machine.
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Los trabajos incluidos en esta Tesis Doctoral ofrecen resultados que
pretenden ayudar a comprender mejor la evolucion y la situacion actual de la
infeccion endovascular. Tras revisar algunos asuntos sobre los que existe mayor
incertidumbre, se ha valorado la evolucién epidemioldgica de los principales
agentes etiologicos en un hospital terciario de Madrid, asi como las caracteristicas
de la EI asociada a los cuidados sanitarios y la EI producida por especies de
Cutibacterium en Espafia. Finalmente, se ha realizado una prueba de concepto con
la hipotesis de que el analisis bioquimico y protedémico de los hemocultivos puede

ser util en el abordaje de la infeccidon endovascular.

Dado que la discusion individual de cada trabajo se presenta de manera integrada
con el resto de los resultados en el Apartado 1V, en esta seccidn se realizard una
discusidon integradora subrayando los elementos que consideramos mas
importantes de nuestras observaciones, para acabar ofreciendo algunas reflexiones

sobre el futuro inmediato de la infeccion endovascular.

5.1 Discusion integradora de resultados

En la revisidn inicial de la literatura sobre la evolucion epidemiolégica de la
infeccion endovascular no se encontr6é informaciéon que permita identificar un
cambio de tendencia en la incidencia, mortalidad o etiologia entre 2010 y 2021.
Estos datos, asi como el andlisis de su evolucion en el Hospital General
Universitario Gregorio Marafién, permiten extraer algunas conclusiones generales

para definir la evolucién reciente de la infeccion endovascular.
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En nuestra institucion, la incidencia de episodios por cada 1.000 ingresos entre
1986 y 2006 crecié de 16,0 a 31,2 episodios (media de 24,3 episodios/1.000
ingresos), lo que supone un aumento anual de 0,83 episodios/1.000 ingresos
(IC95% o0,61-1,05, p<0,001) [20]. En cambio, entre 2010 y 2021 los datos se han
mantenido estables, con una media de 31,1 episodios/1.000 ingresos. Esta
estabilidad se refleja en la Figura Suplementaria 1 del Apartado 4.2, que representa
la evolucion quinquenal media de episodios de infeccion endovascular entre 1985y
2021 en nuestro hospital. Los escasos datos de incidencia publicados desde
instituciones hospitalarias en la altima década ofrecen cifras muy variables, entre

1,3 Y 15,4 episodios/1.000 ingresos.

Es resefiable que, durante los afios 2020 y 2021, marcados por la enorme presion
asistencial que provoco la pandemia COVID-19, si se puede apreciar un aumento
en la incidencia de episodios de infeccion endovascular en nuestra institucion.
Ademads de un incremento en el nimero de hemocultivos extraidos durante estos
afios, el aumento paralelo de episodios causados por Gram-positivos, Candida spp.,
episodios de bacteriemia y candidemia relacionadas con catéteres y episodios de
bacteriemia nosocomial en este periodo hace pensar que este aumento pueda estar
asociado a un descenso en la adherencia a las medidas de prevencion de la
infeccion nosocomial durante la pandemia [174-176]. Estos datos justifican
mantener una vigilancia activa en los préoximos afios para analizar su evoluciény la

posible existencia de otros factores implicados.

A nivel poblacional, nuestras estimaciones de incidencia entre 2010 y 2021, con una

media de 182,8 episodios/100.000 habitantes, se encuentran entre las cifras
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aportadas desde otros estudios que van de 101 a 309 episodios/100.000 habitantes

[114, 121].

La mortalidad de los episodios de bacteriemia tampoco parece haber variado
significativamente durante la ultima década, con cifras que van entre 21-32
episodios/100.000 habitantes [113, 118], aunque las tasas de letalidad varian mucho
segun el lugar de adquisicion, siendo del 10% para las bacteriemias de adquisicion
comunitaria [116] y hasta del 35-50% para las que ocurren en Unidades de
Cuidados Intensivos [180-182]. En nuestro estudio, el andlisis de una muestra
aleatoria de 100 pacientes ofrecié una tasa de mortalidad del 18% (IC95% 10,3-
25,7%) a los 30 dias y del 32% (IC95% 22,7-41,3%) al afo, aunque el pequefio

tamafio muestral no permite extrapolar estos resultados con fiabilidad.

El cambio de paradigma en cuanto a los agentes etiologicos, con la predominancia
de bacterias Gram-negativas como principal etiologia en la actualidad [35],
también se objetiva en los datos de nuestro hospital, donde también se observa un
descenso en los episodios causados por S. aureus y un ascenso de los causados por
especies de Enterococcus. Hipotetizamos que este descenso en el numero de
episodios causados por Gram-positivos podria estar relacionado con una mejoria
en las medidas de prevencion de infeccidn de catéteres a lo largo de los afios, entre

otros factores.

Las cifras en cuanto a los fenotipos de resistencia antimicrobiana en nuestra
institucidon ofrecen hallazgos interesantes. Se objetiva un descenso en el nimero
de episodios causados por S. aureus resistente a meticilina y niveles muy bajos de

episodios causados por enterococos resistentes a vancomicina. Asimismo, la
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evolucion de los episodios causados por cepas de E. coli productoras de BLEE y
Klebsiella spp. productoras de BLEE y carbapenemasas ofrecen cifras estables
durante el periodo analizado. Nuestras observaciones son similares a las
comunicadas por otros autores en Andalucia en la ultima década [309]. El
descenso de episodios causados por SARM también ha sido observado de manera
general en Europa [128]. Los programas de screening de portadores para SARM y
enterococos resistentes a vancomicina, asi como la actividad de los equipos PROA
(Programas de Optimizacion de Antimicrobianos) estdn probablemente

relacionados con estos hallazgos.

Nuestros resultados contrastan con los ultimos datos comunicados por los
sistemas de vigilancia epidemioldgica. En el ultimo informe de la European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net) del afio 2022 [36], si
bien la incidencia de episodios de bacteriemia por SARM y E. coli resistente a
cefalosporinas de tercera generacion disminuyd entre 2019 y 2022, la incidencia
global en Europa de los episodios causados por K. pneumoniae resistente a
carbapenems aumento casi un 50%. Son particularmente alarmantes las cifras de
K. pneumoniae resistente a carbapenems y el aumento en los dltimos afios de E.
faecium resistente a vancomicina, que representaron el 10,9% y el 17,6% de los
aislados globales en 2022. De igual forma, los datos del registro global SENTRY
entre 1997 y 2016 también muestran un ascenso de los episodios causados por

bacilos Gram-negativos multirresistentes [35].

Esta informacion proveniente de los estudios de vigilancia epidemioldgica, junto a

los hallazgos de estudios de paises europeos de nuestro entorno donde la
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incidencia de episodios de enterobacterias productoras carbapenemasas es mucho
mayor [312], obligan a mantener estrictas medidas de vigilancia y control de la

infeccién nosocomial.

Algunos autores han propuesto los estudios poblacionales como el gold standard
para evaluar la epidemiologia de la infeccién endovascular por su naturaleza
universal y minimizacion de sesgos [345], aunque consideramos que los datos que
pueden ofrecer instituciones concretas, como en nuestro estudio, con una larga
tradicién de analisis de sus propios datos, pueden contribuir de manera notable en

este objetivo.

En cuanto a la epidemiologia de la EI, su incidencia tampoco ha disminuido
en las ultimas décadas a pesar de los avances médicos en estos afos, con cifras en
torno a 1,5-9,6 casos/100.000 habitantes en paises desarrollados [346], y no seria
desproporcionado aventurar que su incidencia podria aumentar en la préxima
década. Este hecho esta probablemente relacionado con la evolucién de los
factores de riesgo de EI a lo largo del tiempo [347], con repercusion en la
epidemiologia, mecanismos patogénicos y agentes etioldgicos implicados, y a una
mejoria en los métodos de diagnostico etioldgico y por imagen de la EI. En los
proximos afios encontraremos una poblacion cada vez mas envejecida, con una
elevada proporcion de material protésico endovascular, y un mayor contacto con el
sistema sanitario, desde la realizacion de procedimientos invasivos
ambulatoriamente al niimero de personas institucionalizadas en residencias o

instituciones sociosanitarias.
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En paises industrializados, se ha objetivado una reduccidn significativa de la EI
relacionada con valvulopatia reumatica, a la vez que ha aumentado el namero de
casos relacionados con valvulopatias degenerativas, valvulas protésicas (EIVP) o
asociados a DCI [134]. Los casos asociados a usuarios de drogas via parenteral, que
producen una proporcion considerable de casos en algunos paises, no son tan

numerosos en Espaiia en la actualidad.

El aumento de la esperanza de vida de la poblacion general ha supuesto un
aumento del numero de cirugias de recambio valvular y de implantes de TAVI
(transcatheter aortic-valve implantation), asi como del numero de DCI
(marcapasos, desfibriladores, o terapias de resincronizacion cardiaca) y del uso de
catéteres intravenosos de larga duracion [134]. Asi como las vélvulas protésicas y
los catéteres IV son factores de riesgo reconocidos para EI [348], el incremento en
el nimero de implantes de DCI también se ha visto asociado a un incremento en el

numero de infecciones de estos dispositivos [349].

Todos estos factores han provocado un aumento de los casos de infecciones
relacionadas con la asistencia sanitaria [132, 134]. En 2009, Benito et al. sefialaron
que la EI nosocomial y EIRAS representaban el 34% de todos los episodios de El y
describieron las caracteristicas de los pacientes con EIRAS en la ICE-PCS
(International Collaboration on Endocarditis Prospective Cohort Study), cuyas
caracteristicas clinicas eran muy similares a las de adquisicién nosocomial [84].
Sin embargo, los estudios que analizan este tipo de EI son escasos y muy

heterogéneos, con definiciones muy diversas, y no actualizados recientemente [84,

135-141].

231



V. DISCUSION

Las dltimas guias europeas de manejo de la EI reflejan todos estos cambios,
recomendando considerar la profilaxis antibiotica sistémica en pacientes de alto
riesgo antes de la realizacion de procedimientos diagnosticos y terapéuticos del
tracto respiratorio, gastrointestinal, genitourinario, cutdneo o musculoesquelético

[88].

En este escenario, uno de nuestros objetivos fue analizar la realidad actual de la
EIRAS en Espaina usando los datos de la cohorte nacional multicéntrica GAMES
(Apartado 4.3). Segiin nuestros datos, el 10% del total de los pacientes de esta
cohorte tienen una EIRAS no nosocomial, representando un tercio de todos los
casos que no son adquiridos en la comunidad. Estos pacientes, con una elevada
carga de comorbilidades y elevada mortalidad, comparten multiples caracteristicas
clinicas con los casos de EI nosocomial, por lo que, en nuestra opinion, los casos

de EIRAS no constituyen una entidad diferenciada por si misma.

En ambos casos, los procedimientos endovasculares parecen ser un mecanismo
patogénico comun, hasta el punto de que el 49% de los casos de EIRAS en nuestra
serie recibian hemodialisis y el 21% tenia algun tipo de catéter IV, cuya presencia se
ha relacionado con el desarrollo de EI hasta en el 40-60% de los casos en otras
series [136, 137]. Tampoco se diferencian en cuanto a sus agentes etiologicos, siendo
la etiologia estafilococica la mas frecuente en ambos casos y S. aureus el principal
agente etioldgico en nuestra serie, por lo que el tratamiento antibidtico empirico

de la EIRAS no deberia diferir del de la EI nosocomial.

La mortalidad de EIRAS, que en algunos estudios alcanza el 58% [137], fue del 32%

en nuestra serie, sin diferencias significativas con la EI nosocomial (35%). La
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elevada proporcion de pacientes que reciben hemodidlisis en el grupo de EIRAS,
en los que se ha descrito una elevada mortalidad [87, 320], puede haber

contribuido al mal prondstico de este grupo.

El modelo de clasificacion actual de la EI podria ser util para identificar de manera
precoz estos casos de EIRAS que, aunque son derivados desde fuera del hospital,
comparten muchas caracteristicas y un prondstico similar con la EI nosocomial.
Sin embargo, es destacable que no hubo retrasos diagnosticos en los casos de
EIRAS en nuestra serie. Todos datos nos hacen poner en duda el modelo actual de
clasificacion de la EI, basado tinicamente en el lugar fisico de adquisicion de la
infeccion (comunidad, hospital...): un modelo cuyas subclasificaciones no
implican cambios relevantes en la etiologia, diagnostico, tratamiento o pronostico
puede carecer de utilidad real en la practica clinica. Aunque el lugar de adquisicion
de la infeccion es indudablemente un punto importante a valorar, hipotetizamos si
en el momento actual, donde el niimero de procedimientos invasivos realizados
fuera del hospital ha difuminado estas fronteras fisicas, una clasificacion basada en
el mecanismo patogénico de adquisicion de la infeccion (uso de catéteres 1V,
realizacién de procedimientos diagndsticos invasivos, etc...) podria resultar mas

util.

El mencionado aumento en el numero de implantes de valvulas protésicas y
DCI a lo largo de los afios [132, 142, 143] y su repercusion en la epidemiologia de la
EI también se ve reflejado en la altima actualizacién de los criterios Duke-ISCVID,
donde se reconoce un nuevo grupo de microorganismos como agentes tipicos de EI

en presencia de material protésico intravascular, entre los que se encuentra
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Cutibacterium acnes [105]. La informacién sobre la EI por Cutibacterium spp., que
ha sido analizada en pocas grandes series recientemente [148, 149], no evaltua
muchos de los cambios anadidos a los nuevos criterios Duke-ISCVID, como las

nuevas técnicas de imagen o de diagndstico molecular.

El Apartado 4.4 ofrece los resultados de nuestro trabajo sobre la EI por
Cutibacterium spp. en Espana. Nuestros datos sefalan que esta entidad es poco
frecuente pero potencialmente grave, afectando mayoritariamente a varones
portadores de material protésico endovascular. De los 67 casos analizados, el 67%
(45/67) ocurrieron sobre valvulas protésicas y el 25% (17/67) ocurrié sobre DCI. Se
encontro una mayor proporcion de casos en la segunda mitad de nuestro estudio,
lo cual podria estar en relacion con el mencionado aumento del nimero de DCI

implantados a lo largo de los afios, entre otros factores.

La implantacion de los nuevos criterios Duke-ISCVID permitira el diagnostico de
un mayor numero de casos de EI y de casos que alcancen la categoria de EI
definitiva respecto a los criterios modificados de Duke 2001. En nuestra serie, el
uso de PCR16S permitio incluir 8 casos de EIVP que no tenian ninguna otra prueba
positiva, ademds de aumentar el nimero de casos de EI definitiva. La utilidad de
los métodos de diagnostico molecular en el diagnostico de la EI y su inclusion en
los nuevos criterios queda claramente justificada a la luz de resultados como los de

este trabajo.

En el caso particular de la EI asociada a DCI, creemos que los nuevos criterios
podrian estar sobreestimando el papel del cultivo de estos dispositivos, que

suponen un criterio patologico de EI. Dado que un resultado positivo en una
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PCR16S de un cable de un DCI extraido via transcutanea supone un criterio menor,
cabe plantearse si no deberian tomarse precauciones similares a la hora de valorar

los cultivos de DCI.

A pesar de presentarse con un curso subagudo y sin un curso clinico florido, el
elevado porcentaje de complicaciones que encontramos justifica mantener un
elevado indice de sospecha, especialmente en varones portadores de material
protésico endovascular, en los que es recomendable extender el periodo de

incubacién de los hemocultivos mas alla de 5 dias en caso de sospecha de EI.

La tasa de mortalidad global del 13% ascendié hasta el 40% en los casos de EI
valvular con indicacién quirtrgica en los que no se pudo realizar tratamiento
quirurgico, lo cual sefiala el importante papel que juega la cirugia cardiaca en
disminuir la mortalidad en estos pacientes. De manera similar, en todos los
pacientes con EI asociada a DCI se retiraron los dispositivos y no hubo ningtin
fallecimiento en este grupo, lo cual remarca la importancia de la retirada de DCI

en este grupo.

Nuestros ultimos objetivos (Apartado 4.5 y Apartado 4.6) suponen una
prueba de concepto con la hipotesis de que la medicion de parametros
bioquimicos y protedmicos de los hemocultivos puede ser una herramienta atil en
el diagndstico de la infeccion endovascular. Como se ha comentado previamente
en el Apartado 2.4, el hemocultivo sigue siendo el pilar fundamental del
diagndstico de la bacteriemia, pero sus resultados dependen del uso previo de

antibioterapia y del volumen de sangre inoculado, entre otros factores [3, 210].
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En primer lugar, se ha evaluado el valor del andlisis bioquimico de los
hemocultivos, cuyo uso nunca ha sido analizado en la literatura. Este andlisis,
barato y accesible para cualquier hospital, nos ha permitido identificar una serie de
variables cuya determinacion se asocia a un resultado positivo del hemocultivo, e

incluso podrian orientar sobre la etiologia.

Por su gran capacidad discriminativa entre botellas positivas y negativas, resultan
especialmente llamativos los resultados obtenidos con la determinacion de glucosa
y creatinina (en el caso de botellas anaerobias), cuya reduccion de niveles en las
botellas positivas podria estar en relaciéon con el metabolismo bacteriano de los
microorganismos que contienen. Por otro lado, observamos que, en el caso de las
botellas positivas, una reducciéon en los niveles de hierro se asocia con que el
agente etiologico sea un Gram-negativo. Dado que ambos tipos de bacterias
precisan de la captacidon de hierro para su desarrollo y multiplicacion,
hipotetizamos que los Gram-negativos podrian estar mostrando un mecanismo
mas eficiente de captacion de hierro del ambiente, o bien los Gram-positivos
podrian utilizar otras moléculas como proteasas que liberen el hierro de las
proteinas transportadoras, aumentando su concentracion en el medio y

secundariamente los niveles detectados en las mediciones.

A pesar de las evidentes limitaciones de este trabajo que se han comentado
previamente, consideramos que estos hallazgos son de interés, mostrando como
las reacciones bioquimicas secundarias al metabolismo bacteriano son facilmente
medibles y potencialmente utiles para ayudar en el diagndstico de la bacteriemia.

Si estos cambios pudieran ser detectados con menos de 48 horas de incubacién de
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los hemocultivos, esta estrategia podria ofrecer informacidn util sobre el resultado

y la etiologia del hemocultivo antes que los métodos de incubacién tradicionales.

El andlisis proteomico de hemocultivos también ofrece resultados
prometedores. El uso de MALDI-TOF MS ha pasado a formar parte de los
laboratorios de Microbiologia, donde actualmente se utiliza en colonias
subcultivadas o a partir de muestras directas de hemocultivos tras procesos de
purificacion para separar las proteinas bacterianas. En la actualidad, esta
tecnologia se esta evaluando también para identificar subespecies bacterianas y

para detectar determinantes de resistencia antimicrobiana [340, 341, 344].

Nuestro planteamiento ha sido que la presencia de microorganismos podria
desencadenar una serie de reacciones inflamatorias en el huésped y en las botellas
de hemocultivos que podrian ser detectables a partir de muestras directas de
hemocultivos utilizando MALDI-TOF MS, y analizadas utilizando algoritmos de
machine learning para disefiar modelos capaces de predecir la positividad de

hemocultivos.

En nuestro trabajo, el analisis protedmico de muestras directas, sin necesidad de
realizar centrifugaciones diferenciales ni otros métodos de purificacion, identifico
unos picos de proteinas con los que los algoritmos de machine learning SVM y
LightGBM fueron capaces de identificar correctamente el 94,5 y 89,90% de las
muestras, respectivamente. En el subgrupo de muestras con E. coli, los modelos
predictivos usando el espectro completo también ofrecieron resultados muy

prometedores, mientras que el andlisis por picos identifico la presencia de ciertos
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picos con cuya presencia SVM fue capaz de clasificar correctamente el 98,7% de las

muestras.

El escaso tamafio muestral y la inclusion de bacterias de especies distintas limita la
capacidad de acierto de los modelos, pero consideramos que estos datos son
prometedores para nuestro planteamiento. El analisis con MALDI-TOF MS ya esta
instaurado en la amplia mayoria de centros hospitalarios y su coste econdmico es
mucho menor comparado con las técnicas diagnosticas que estan surgiendo en los

ultimos anos.

Si estos picos marcadores de hemocultivos pudieran ser detectados de manera
precoz a partir de muestra directas de las botellas de hemocultivos en incubacion,
hipotetizamos que podrian predecir la positividad de hemocultivos, y
potencialmente el agente causal en el caso de E. coli, antes que los medios

tradicionales.

Nuestros datos apuntan a que el andlisis bioquimico y protedmico de los
hemocultivos son factibles y pueden ofrecer informacion util en el diagnostico de
la infeccion endovascular. Cabe plantearse asimismo si ademas pudieran orientar
en el prondstico de la infeccidon, permitiendo identificar de manera rapida a
aquellos pacientes con mayor probabilidad de desarrollo de sepsis y mayor
mortalidad. Su utilidad real ha de ser evaluada en estudios con mayor tamafio
muestral y donde se pueda analizar el tiempo hasta que estos cambios bioquimicos
y marcadores protedmicos pueden ser detectados. Sin embargo, creemos que
nuestros datos apoyan positivamente la hipotesis de su potencial aplicacion en el

diagnostico de la bacteriemia.
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5.2 Situacion actual y perspectivas de futuro

El resto de esta discusion sera dedicado a una reflexion personal en base a la
literatura disponible y la propia opinidn del autor sobre la situacion actual y
algunas perspectivas sobre el futuro de la infeccion endovascular. La amplitud de
un tema como este obliga a centrar la discusidn en ciertos aspectos
epidemioldgicos, y del diagnostico, tratamiento y prevencion de la bacteriemiay la

EI que hemos considerado mas relevantes.

Situacidn actual de la infeccién endovascular

Como se trata de mostrar en la Introduccion de este trabajo (Apartado 2.1),
el estudio de la infeccién endovascular y la sepsis es muy complejo, por diversos
motivos. Muchos estudios que analizan la incidencia o la mortalidad de la
infeccion endovascular examinan especificamente casos de bacteriemia o de
sepsis, contribuyendo a la heterogeneidad de resultados. Ademads, no siempre se
recogen las mismas variables para evaluar la mortalidad, dificultando la
interpretacion de sus conclusiones. Varon et al. realizaron una revision sistematica
para intentar identificar aquellos factores que se asocian en mayor medida con la
mortalidad de la bacteriemia [29], lo cual podria facilitar la uniformidad en la
seleccion de variables para futuros estudios. Este tipo de iniciativas pueden

contribuir a aumentar la interpretacion y extrapolacion de resultados.

En el caso de la sepsis, la ausencia de una tnica y sencilla definicién de lo que
representa la sepsis, o de unos criterios especificos (clinicos, de imagen o de

laboratorio) que permitan identificar pacientes sépticos de manera inequivoca,
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repercute en la amplia variedad de cifras reportadas de incidencia y mortalidad en
la literatura. Esta idea sefiala la importancia de utilizar criterios uniformes que
permitan identificar elementos relacionados con la sepsis (con la infeccion,
respuesta del huésped y con la disfuncién orgdnica) de manera sencilla, que

puedan ser obtenidos de manera rdpida y con un coste razonable [12].

También es destacable la ausencia de criterios uniformes y universalmente
aceptados en muchos aspectos del abordaje de la infeccion endovascular desde el
punto de vista clinico. A pesar de las recomendaciones oficiales que se resumen en
el Apartado 2.4 y la evidencia revisada en nuestra revision de la literatura
(Apartado 4.1), no todas las guias clinicas ofrecen las mismas indicaciones ni todos

los autores las aplican de la misma manera.

Desde el punto de vista del diagnostico de la bacteriemia, varios estudios muy
recientes plantean alternativas interesantes. Segun el estudio de Mahieu et al., la
extracciéon de un solo hemocultivo con 4omL de sangre en pacientes ingresados en
Unidades de Cuidados Intensivos disminuye la contaminacién de hemocultivos sin
repercutir en su rendimiento diagnostico [350], mientras que Ekwall-Larson et al.
defienden que la extraccién de todos los hemocultivos de una sola venopuncion
aumenta la positividad y el volumen extraido [351]. En nuestra opinidn, este tipo
de iniciativas que desafian las recomendaciones tradicionales de obtencién de
hemocultivos necesitan ser evaluadas en mayor medida antes de poder ser

recomendadas de manera global.
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En el abordaje terapéutico también se estan valorando alternativas a las
pautas tradicionales de tratamiento, buscando reducir la duracion de tratamientos
y minimizar el uso de la via IV sin afectar a la efectividad. Estudios recientes
muestran que el cambio a un tratamiento oral después de 3-5 dias de tratamiento
IV en el caso de las bacteriemias por bacilos Gram-negativos de bajo riesgo tuvo
resultados similares a la continuacién de la terapia IV [352]. Pero la hipdtesis de
que es necesario iniciar un tratamiento IV en todo paciente con bacteriemia
también ha sido puesta en duda; en su estudio, Casado et al. sefialan que los
pacientes atendidos en servicios de Urgencias en los que se diagnostica una
bacteriemia de bajo riesgo después de haber sido dados de alta no tienen una peor
evolucion ni mayor mortalidad que los pacientes sin bacteriemia, a pesar de haber
recibido todo el tratamiento via oral [353]. Asi, el tratamiento oral y ambulatorio
de bacteriemias de bajo riesgo parece razonable en determinados escenarios,
poniendo en duda la necesidad de terapia IV desde su inicio y permitiendo la

creacion de programas de tratamiento ambulatorio para estos pacientes.

En el caso de la EI, el tratamiento médico también ha recibido novedades en los
ultimos anos, suponiendo cambios importantes respecto a las pautas tradicionales.
Los programas de hospitalizacion a domicilio suponen en la actualidad una opcion
frecuente para completar el tratamiento antibidtico ambulatoriamente,
representando una opcion que ha probado ser segura y eficaz [354]. Ademas, desde
la publicacidn del ensayo POET, sabemos que tras una fase inicial de tratamiento
IV, hasta un 20% de los pacientes en los que se alcanza la estabilidad clinica y se
aclara la bacteriemia pueden completar el tratamiento antibidtico por via oral

[355]. Los farmacos long-acting, con vidas medias prolongadas que permiten su
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administracion cada 1-2 semanas, como dalbavancina, han empezado a utilizarse
en tratamientos de consolidacién [356], aunque la evidencia al respecto atn es

€scCasa.

Asimismo, conviene recordar que algunas recomendaciones de las guias clinicas,
como la necesidad de utilizar rifampicina en EI sobre valvula protésica de etiologia
estafilococica si la cepa es sensible [88], estan siendo desafiadas por estudios
recientes que muestran que los pacientes que no recibieron rifampicina no

tuvieron un peor pronostico [357, 358].

El papel esencial de los catéteres venosos centrales como herramienta que
posibilita la aplicacion de distintas terapias en una sociedad donde cada vez se
aplican mas cuidados sanitarios fuera del hospital ya ha sido expuesto con
anterioridad. El impacto de la pandemia COVID-19 en el aumento de la BRC y,
secundariamente, en el aumento de episodios de bacteriemia global durante 2020
y 2021, ha de hacernos reflexionar sobre las politicas de prevencion de la BRC en la

actualidad.

Aungque las infecciones relacionadas con catéteres han disminuido notablemente a
lo largo de los tltimos 20 afos, mediante el uso de nuevos dispositivos y estrategias
con eficacia demostrada en la prevencion de infecciones [359, 360], la pandemia
puso de manifiesto que estas estrategias dependen demasiado de que haya unos
medios humanos con los conocimientos, los medios y el tiempo suficiente para

ponerlos en practica, lo cual no siempre puede llevarse a cabo con facilidad.
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Como apunta O’Grady en una revision reciente, es probable que en este escenario
sea necesario implantar medidas con un potencial beneficio razonable y que
suponen poco coste adicional, aunque no esté claramente demostrada la utilidad
de cada intervencion individualmente, como los catéteres impregnados en
antiséptico, apositos impregnados en clorhexidina o tapones bafiados en alcohol
[361]. En el caso de catéteres centrales en pacientes sometidos a hemodidlisis, la
terapia de sellado de catéter con taurolidina/heparina se asocié a un menor riesgo
de desarrollo de BRC respecto al uso de heparina en un estudio reciente [362]. Las
guias clinicas también recogen la estrategia de sellado de catéteres para profilaxis
en pacientes con dificil acceso venoso y episodios recurrentes de BRC [360]. El
impacto de estas medidas podria ser importante en un escenario en el que se
estima que el 15-30% de las bacteriemias nosocomiales se relacionan con catéteres

intravenosos [21].

Los episodios de CLABSI han sido utilizados como indicadores de la calidad en la
atencion hospitalaria, conduciendo a cambios en las politicas de salud publica que
contribuyeron al mencionado descenso en el numero de infecciones relacionadas
con catéteres en las ultimas décadas. Sin embargo, la introduccion de
penalizaciones econdmicas a las instituciones hospitalarias por los casos de
CLABSI, que tenian por objetivo reforzar las politicas de prevencion de la infeccion
de catéteres, también supusieron de manera indirecta cambios en las definiciones
utilizadas por las instituciones hospitalarias o en los métodos utilizados para el
diagndstico de CLABSI, que podrian haber contribuido artificialmente al descenso
de episodios registrados [361]. Por ello, es importante adaptar los sistemas de

monitorizacion para que no dependan de artefactos de este tipo.
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En los ultimos afios, se ha propuesto expandir la monitorizacién de la infeccién
endovascular mas alld de los episodios de CLABSI con nuevos parametros. La
bacteriemia o fungemia nosocomial o hospital-onset bacteremia (HOB) es un
parametro mucho mas amplio, que ademds de los casos de CLABSI incluye
también los casos no relacionados con catéteres centrales, como las bacteriemias
secundarias desde un foco urinario, respiratorio o abdominal, reconociendo que
hay otros riesgos mas alla de los catéteres. Por ser un parametro potencialmente
mas facil de medir y correlacionado con CLABSI, se ha propuesto su uso como

marcador de infeccién nosocomial y de calidad de la atencion hospitalaria [314,
363].

No obstante, los datos de un estudio reciente indican que una elevada proporcion
de casos de HOB no son prevenibles (hasta un 56%), sefialando que este marcador
podria identificar a una poblacién mas compleja y con mayor mortalidad, pero
seria poco factible como objetivo de mejora [364]. Los autores indican que, de
sustituir CLABSI por HOB como pardmetro para monitorizar la infeccion
endovascular, se podria penalizar a aquellos centros hospitalarios que ofrezcan
cuidados a los pacientes mds graves. Por tanto, aunque probablemente la
monitorizacion de CLABSI es un parametro mejorable, es necesario realizar mas
estudios que traten de validar la HOB como parametro valido para la vigilancia de

la infeccion endovascular antes de poder implantar esta medida.
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Las estrategias de prevencion de la infeccion también han de reconocer que
una elevada proporcion de pacientes son derivados al hospital desde instituciones
sociosanitarias. Los resultados de estudios recientes sugieren que estrategias
sencillas como la descolonizacién universal con bafios de clorhexidina tépica y
yodoéforos nasales en residencias de ancianos se asocian significativamente con un
menor riesgo de ingresos hospitalarios secundarios a infecciones que los cuidados
convencionales [365]. Segun algunas estimaciones, entre 1,6 y 3,8 millones de
infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria ocurren anualmente en
residencias de ancianos en Estados Unidos, provocando 150.000 ingresos
hospitalarios y hasta 380.000 muertes [366], por lo que la implantaciéon de este

tipo de medidas es probablemente recomendable a todos los efectos.

El Consejo de la Union Europea adopté unas recomendaciones en 2023 para
combatir la resistencia antimicrobiana desde una perspectiva One Health [33],
fijando unos objetivos para 2030 entre los que se incluye disminuir los episodios de
bacteriemia causados por SARM, E. coli resistente a cefalosporinas y K.

pneumoniae resistente a carbapenemasas en un 15%, 10% y 5%, respectivamente.

Aunque los datos observados en nuestra institucion entre 2010 y 2021 no son
alarmantes y muestran niveles estables o en descenso, las tendencias que se
observan en otras regiones a las que se ha hecho referencia en apartados previos
justifican reforzar y optimizar las estrategias para combatir este problema. Entre
ellas, mejorar las medidas de higiene y politicas de control de infecciones

nosocomiales, reducir el uso de antimicrobianos y concienciar sobre el uso
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correcto de la antibioterapia en todos los ambitos de la asistencia sanitaria y en
otros campos desde una perspectiva one health, expandir los programas de PROA o
incorporar a personal especialista en Enfermedades Infecciosas, aumentar la
investigacion en nuevos tratamientos y reforzar los esfuerzos en vigilancia

epidemioldgica son esenciales para conseguir estos objetivos.

Perspectivas de futuro

Los avances mds importantes en el futuro de la infeccion endovascular
probablemente estén relacionados con una mejora de las estrategias de

prevencion, un diagndstico precoz y un tratamiento cada vez mas individualizado.

En cuanto a las técnicas diagnodsticas, la importancia de disponer de un
diagndstico rapido de la sepsis propiciara el desarrollo y expansion de pruebas de
diagnostico molecular como la reaccién en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR) y otras pruebas de amplificaciéon de acidos
nucleicos. Ademas, es probable que cada vez sea mas factible la aplicacion de este
tipo de avances a pie de cama del paciente (point-of-care), sin precisar de equipo
especializado de laboratorio, permitiendo un diagnodstico e inicio de tratamiento

precoz.

Como se ha comentado previamente (Apartado 2.4 y Apartado 2.6), en la
actualidad ya existen técnicas moleculares que se pueden realizar directamente

sobre muestras directas de sangre del paciente sin necesidad de incubacién previa,
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posibilitando la identificacion del microorganismo y deteccion de mecanismos de
resistencia asociados y evitando el tiempo que exige la realizacién de cultivos

convencionales [3].

Aunque su impacto clinico debe evaluarse con mayor profundidad y su beneficio
va unido a la disponibilidad de un equipo experto en la interpretacion de los
resultados que transmita la informacion con agilidad [367], los avances recientes
en técnicas de secuenciacion masiva o nanotecnologia indican que muy

probablemente este tipo de técnicas seguiran evolucionando.

Las tecnologias de secuenciacion masiva o next-generation sequencing, que
incluyen la secuenciacion de genoma completo, la secuenciacion dirigida y la
metagendmica, con capacidad de analizar gran cantidad de ADN de forma masiva
y paralela, cada vez tendran un papel mas relevante. Su aplicacion puede resultar
especialmente util en la identificacion de microorganismos en muestras clinicas,
en la deteccion de genes de resistencia a antibidticos, o en el ambito de la vigilancia
epidemiologica y el control de brotes de infecciéon nosocomial [368-370]. Su
aplicacion en sangre o plasma podria proporcionar un diagnostico etiologico en
casos de pacientes con sepsis con hemocultivos negativos, por ejemplo. Sin
embargo, aun es necesario estandarizar y automatizar los procedimientos,
demostrar su utilidad en maultiples escenarios, establecer unas indicaciones de uso
y probar que el beneficio clinico justifique los elevados costes que conlleva su uso

en este momento [371].

247



V. DISCUSION

Estas técnicas también son especialmente relevantes en el caso de la EI. Se ha
mencionado previamente que las pruebas de diagndstico molecular por PCR y de
metagenomica, con capacidad de evitar algunas de las limitaciones mas
importantes de las técnicas basadas en el cultivo, han sido afiadidas formalmente a

los nuevos criterios Duke-ISCVID [105].

Mientras que la PCR ya ha demostrado su utilidad en la literatura, sirva como
ejemplo de ello su papel en el diagndstico de la EI por Cutibacterium spp. en
nuestra serie (Apartado 4.4), el papel de las técnicas de secuenciacién masiva aun
esta por estudiar y validar en profundidad. Sin embargo, el escenario que plantean
estas nuevas pruebas es tremendamente interesante, con potencial para mejorar
de manera sustancial el diagndstico de la EI, especialmente en casos de EI con

hemocultivos negativos.

A diferencia de la baja rentabilidad que ofrecen las técnicas de PCR del gen
16STRNA y secuenciaciéon por Sanger convencionales al realizarse en sangre
periférica o plasma, las nuevas técnicas de secuenciacion podrian ofrecer buenos
resultados en estas muestras, habiendo sido evaluadas ya en casos de
metagenomica dirigida (o targeted metagenomic sequencing) y técnicas de shotgun
metagenomics basadas en la deteccion de ADN libre de células microbianas
(microbial cell-free DNA) [102, 103]. Esta dltima técnica, conocida como Karius
test, puede detectar el patogeno en sangre durante mdas tiempo que los
hemocultivos, y el microbial cell-free DNA podria servir como marcador de
seguimiento de la infeccidn, pues su sefal disminuye cuando se consigue control

del foco.
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Ademads, al margen de las pruebas de diagndstico etiologico, las pruebas de
diagndstico por imagen de la EI también adquirirdn una relevancia mayor en los
proximos afos, donde probablemente asistamos a un uso mas rutinario de técnicas

como el PET-TCy la ecocardiografia intracardiaca o en 3D.

Todos estos avances, y el ritmo al que se han desarrollado, justifican que los nuevos
criterios Duke-ISCVID se hayan planteado como un documento vivo, que se
pretende actualizar con una periodicidad menor, de manera que se puedan incluir
cambios y mejoras sin tener que esperar décadas a una nueva actualizacion.
Cualquier guia clinica con objetivo de modificar la practica clinica en el futuro
deberia aspirar a este tipo de funcionamiento, para evitar quedar obsoleta poco

después de su publicacion.

Tras los grandes avances que hemos presenciado en las tecnologias de big
data, algoritmos de machine learning y modelos de inteligencia artificial (IA) en
los dltimos afios, con capacidad de analizar enormes conjuntos de datos, es
probable que este tipo de metodologia pueda ser aplicada eficientemente al
diagndstico de la infeccion endovascular proximamente. Los resultados de uno de
los trabajos expuestos anteriormente (Apartado 4.6) pueden servir como ejemplo

del uso de estas técnicas con resultados satisfactorios.

Algunos trabajos recientes adelantan algunas de las prometedoras aplicaciones de
esta tecnologia. Por ejemplo, se han disefiado sistemas basados en IA con
potencial de identificar pacientes en riesgo de sepsis antes que los métodos

tradicionales, combinando datos del historial del paciente con datos clinicos y
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resultados de laboratorio para alertar al equipo médico en casos de sepsis. Los
sistemas TREWS (Targeted Real-Time Early Warning System) y SPOT (Sepsis
Prediction and Optimization of Therapy) ya han sido evaluados prospectivamente
con resultados prometedores, reduciendo la mortalidad de los pacientes con sepsis
entre un 3-10% [372, 373], aunque su efectividad depende de que las alertas sean
atendidas por el equipo médico de manera rdpida y su especificidad aun es

limitada [374].

Como en otros ambitos de la medicina, el abordaje terapéutico va
encaminado a la medicina de precision, un escenario donde factores individuales
de cada paciente, desde factores genéticos a su estado inmunitario, unidos a las
caracteristicas especificas del agente etioldgico responsable de la infeccidon, seran

parametros sobre los que disefiar un esquema de tratamiento personalizado.

En este sentido, una medicina de precision implica la identificaciéon de nuevos
biomarcadores que formen parte del proceso desencadenado por la sepsis en el
huésped que puedan ser utilizados tanto para el diagndstico como el tratamiento,
en un enfoque que se ha denominado theranostics (de la combinacién de
therapeutics y diagnostics) [375]. Este enfoque ya esta siendo evaluado con éxito
especialmente en la medicina oncoldgica [376]. Su aplicaciéon en el ambito de la
sepsis podria, ademads, servir para monitorizar la respuesta al tratamiento y evaluar
su evolucion a un mayor tiempo de seguimiento que los estudios actuales, alejando

los esfuerzos de la investigacidon de intentar modificar la respuesta inmediata del
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huésped para intentar conseguir una recuperaciéon mas rapida y completa a largo

plazo [13].

La investigacion sobre nuevas dianas terapéuticas también es un campo activo de
investigacion en la EI. Por ejemplo, es conocido que las adhesinas producidas por
S. aureus juegan un papel fundamental en la invasion del endotelio vascular [377],
pero las relaciones especificas entre la superficie microbiana y el ligando receptor
del huésped son desconocidas para la mayoria de patégenos [13]. La inhibicién de
estos eventos podria tener importantes repercusiones en el tratamiento y profilaxis
de la EI en el futuro. Ademas, las adhesinas, entre otros elementos, también
podrian funcionar como objetivo de nuevas terapias basadas en anticuerpos para el

tratamiento del biofilm en casos de EI [378].

A corto plazo, algunos de los retos que afronta el tratamiento médico de la EI
incluyen dar respuesta a la posibilidad de utilizar tratamiento oral, incluso desde el
inicio, y a cudl es la duracion mas adecuada del tratamiento. En este sentido, estan
en marcha los ensayo POET II, en el que se investigara la seguridad de pautas de
antibioterapia aceleradas de 2-4 semanas en casos de El izquierda causadas por
Streptococcus spp., S. aureus o E. faecalis [379], y SATIE, en el que se valorara si
una pauta de dos semanas de tratamiento IV en pacientes con EI causada por cocos
Gram-positivos y sin datos de complicacion no es inferior al tratamiento

convencional [380].

Como parte del arsenal terapéutico de la EI en el futuro, la terapia con fagos podria
ser otra alternativa muy util en el abordaje de la EI, especialmente en casos que

ocurren sobre material protésico intravascular u otros focos que no pueden ser
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retirados quirdrgicamente. Esta terapia se basa en el uso de fagos, virus con
capacidad de infectar exclusivamente bacterias de manera muy especifica, y que
resultan inocuos para el organismo y para el resto de la flora bacteriana del
huésped [381]. Hasta ahora la evidencia de su uso en EI es muy escasa, limitada a
casos clinicos, pero su desarrollo abriria una opcion terapéutica para casos de EI
donde la terapia médica convencional no suele ofrecer grandes garantias de éxito,
como en infecciones que asientan sobre dispositivos de asistencia ventricular o

valvulas protésicas no subsidiarias de abordaje quirurgico [382, 383].

Otro avance prometedor en el campo del tratamiento es la nanomedicina. Esta
tecnologia permite la formulacién de tratamientos en materiales nanométricos de
manera que son transportados hasta el lugar donde deben ejercer su efecto,
evitando toxicidad sistémica en otros tejidos, y permitiendo el transporte de
moléculas que podrian usarse con fines diagnosticos y terapéuticos [384]. Este
campo ya se esta estudiando en diversos ambitos de las enfermedades infecciosas,
como en una formulacion oral de anfotericina B encocleada que ha sido utilizada
con éxito en la meningitis criptococica en pacientes con VIH [385], o como
estrategia para combatir las infecciones causadas por bacterias productoras de

biofilm [386].

Es razonable pensar que la combinacion de las mejoras en las técnicas diagnosticas
y un tratamiento cada vez mds personalizado tenga un impacto positivo sobre la
epidemiologia de los fenotipos de resistencia antimicrobiana y podra ayudar a
disminuir su incidencia, al evitar tratamientos antibidticos empiricos o no

necesarios.
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En resumen, es probable que, al presentarnos ante un paciente con sospecha de
sepsis en los préximos afios, un andlisis de sangre nos permita obtener la
secuenciacion genética de los principales patogenos causantes de infeccion
endovascular y analizar simultdneamente la respuesta inmunitaria del huésped a
pie de cama, ofreciendo unos datos cuyo analisis mediante IA y algoritmos de
machine learning permita disefar tratamientos individualizados para cada

paciente, disminuyendo la mortalidad de la infeccion endovascular.
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El andlisis de los episodios de infeccion endovascular de nuestra institucion
no permite identificar un claro cambio en la incidencia de la infeccion

endovascular entre los afios 2010 y 2021.

Las bacterias Gram-negativas han sobrepasado a las Gram-positivas como

etiologia principal de la infeccion endovascular en la actualidad.

La evoluciéon de los fenotipos de resistencia antimicrobiana en los
patdégenos causantes de bacteriemia muestra una disminucion de los
episodios causados por Staphylococcus aureus resistente a meticilina y una
situacion estable en los episodios causados por bacilos Gram-negativos

multirresistentes en nuestra institucion en este periodo.

Durante la pandemia COVID-19 se detecté un aumento del nuimero de
episodios de bacteriemia y candidemia en nuestra institucion, en relacion a
un incremento en el namero de episodios de infecciones relacionada con

catéteres intravenosos.

Nuestro estudio sobre la endocarditis infecciosa relacionada con la
asistencia sanitaria en la serie GAMES no justifica su consideracion como
una entidad diferenciada e invita a plantear otros métodos de clasificacion

de la endocarditis infecciosa en el escenario actual.
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6. Cutibacterium spp. causan el 1% de los casos de endocarditis infecciosa en
la serie GAMES vy afecta especialmente a varones portadores de valvulas

protésicas o dispositivos cardiacos electronicos implantables.

7. La endocarditis infecciosa causada por Cutibacterium spp. se asocia a un
elevado namero de complicaciones y puede ser potencialmente grave, por
lo que justifica un alto indice de sospecha en varones portadores de
material protésico endovascular, en los que la cirugia y la retirada de

dispositivos juega un papel clave en reducir la mortalidad.

8. Laaplicacién de los nuevos criterios de Duke-ISCVID para el diagndstico de
la endocarditis infecciosa ha resultado ttil en los casos de endocarditis
infecciosa causados por especies de Cutibacterium y justifican la utilizacion

rutinaria de técnicas de diagnostico molecular.

9. Nuestra prueba de concepto utilizando la deteccién de parametros
bioquimicos de los caldos de hemocultivos como potenciales
identificadores de positividad ofrece resultados prometedores, permitiendo
distinguir entre muestras positivas y negativas, asi como entre muestras con

bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.
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10. Nuestra prueba de concepto utilizando el andlisis de muestras directas del
caldo de hemocultivos mediante modelos predictivos basados en MALDI-
TOF y machine learning es capaz de identificar correctamente muestras

positivas y muestras con Escherichia coli.
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Los siguientes anexos incluyen la produccidn cientifica derivada de la

realizacion de los estudios propuestos en el Objetivo 1, Objetivo 2 y Objetivo 3, y los

certificados de presentacidon de trabajos derivados de estos objetivos en distintos

congresos nacionales e internacionales.

1. Anexo 1. Unresolved issues in the epidemiology and diagnosis of bacteremia:
an opinion paper.
Publicado en la Revista Espafiola de Quimioterapia (Julio de 2022).
Autores: David Alonso-Menchén, Patricia Munoz, Carlos Sdnchez-Carrillo,
Leire Pérez-Latorre, Emilio Bouza.
2. Anexo 2. Bloodstream infections: trends and evolution of incidence and
etiology in a 12-year period (2010-2021).
Publicado en Infectious Diseases (Febrero de 2024).
Autores: David Alonso-Menchén, Carlos Sanchez-Carrillo, Luis Alcala, Ana
Soriano-Martin, Emilia Cercenado, Almudena Burillo, Julia Serrano-Lobo,
Leire Pérez-Latorre, Patricia Muioz, Emilio Bouza.
3. Anexo 3. Non-nosocomial Healthcare-Associated Infective Endocarditis: A
distinct Entity? Data from the GAMES Series (2008-2021).
Publicado en Open Forum Infectious Diseases (Agosto de 2023).
Autores: David Alonso-Menchén, Emilio Bouza, Maricela Valerio, Aristides
de Alarcon, Encarnacién Gutiérrez-Carretero, José M. Mir6, Miguel Angel
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Autores: David Alonso Menchén, Maria Mercedes Garcia Gamiz, Almudena
Burillo, Patricia Mufioz, Emilio Bouza.

e Objetivo 6: Identificacion de hemocultivos positivos utilizando modelos
predictivos basados en Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of
Flight mass spectrometry y Machine Learning. Estudio HEMOPROT-1.
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ABSTRACT

Bacteremia is an important cause of morbidity and mor-
tality worldwide and, despite the diagnastic and therapeutic
advances of the last decades, the evidence supporting many
diagnostic aspects of bacteremia is scarce. Information on the
epidemiological evolution of this entity is limited and many
methodological aspects of blood culture collection and anal-
ysis are under discussion. Furthermore, the recommendations
of the main scientific societies on many of these aspects are
variable and, in many cases, have not been updated recently.

In this scenario, we have arranged a series of questions
on different aspects of bacteremia and reviewed the literature
trying to find proper answers for them. We offer our opinion
on the topics where the evidence was weak.

The topics covered include epidemiological aspects of
bacteremia, indications for blood culture extraction, methods
for obtaining and incubating samples, or ways of transmitting
results from the microbiology laboratory.

We do not intend to summarize the current clinical prac-
tice guidelines, nor will we deal with the therapeutic manage-
ment of this entity. The aim of this paper is to review the cur-
rent perspective on the diagnosis of bacteremia with a critical
approach, to point out the gaps in the literature, to offer the
opinion of a team dedicated to infectious diseases and clini-
cal microbiology, and to identify some areas of knowledge on
which future studies should focus.

Keywords: Bacteremia; bloodstream infection; endovascular infection;
blood cultures; microbiological reporting.
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Cuestiones no resueltas en la epidemiologia y
el diagnostico de la bacteriemia: un documento
de opinion

RESUMEN

La bacteriemia es una causa importante de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo vy, a pesar de los avances diag-
nosticos y terapeuticos de las ultimas décadas, la evidencia
que apoya muchos aspectos diagnosticos suele ser escasa. La
informacion sobre la evolucion epidemioldgica de esta enti-
dad es limitada y muchos aspectos metodoldgicos sobre la ob-
tencidn y analisis de hemocultivos estén en discusion. Ademds,
las recomendaciones de las principales sociedades cientificas
sobre muchos de estos aspectos son variables y, en muchos ca-
sos, no se han actualizado recientemente,

En este escenario, hemos preparado una serie de pregun-
tas sobre diferentes aspectos de la bacteriemia y hemos revisa-
do la literatura tratando de encontrar respuestas adecuadas
para ellas. Ofrecemos nuestra opinion sobre los temas en los
que la evidencia era debil.

Los temas tratados incluyen los aspectos epidemioldgicos
de la bacteriemia, las indicaciones para la extraccion de hemo-
cultivos, los métodos de obtencion e incubacion de muestras o
las formas de transmision de los resultados desde el laborato-
rio de microbiologia.

No pretendemos resumir las guias de practica clinica ac-
tuales, ni trataremos el manejo terapéutico de esta entidad. El
objetivo de este trabajo es revisar la perspectiva actual sobre el
diagnostico de la bacteriemia con un enfoque critico, sefialar
las carencias en la literatura, ofrecer la opinion de un equipo
dedicado a las enfermedades infecciosas y a la microbiologia
clinica, e identificar algunas dreas de conocimiento en las que
deberfan centrarse futuros estudios.

Palabras clave: Bacteriemia, Infeccion del torrente circulatorio, Infeccion
endovascular, , Hemocultivos, Transmision de resultados de microbiologia.
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INTRODUCTION

Bloodstream infection (BSI) is an entity with a high mor-
bi-mortality worldwide. A study in Finland during 2004-2018,
using data from national registries, identified a total of
173,715 BSIs with an annual incidence that increased from
150 to 309 cases/100,000 population, and a 1-month all-
cause mortality rate of patients with BSI that rose from 20 to
39 deaths/100,000 population [1]. In addition, the increase of
some multi-drug resistant (MDR) microorganisms causing bac-
teremia in recent years has become a public health concern [2].

Despite the great advances in alternative diagnostic meth-
ods of BSI in recent decades [3], blood culture remains the fun-
damental piece in the diagnostic approach to this entity.

However, many epidemiological and diagnostic aspects
of bacteremia remain controversial. The information on the
evolution of its incidence and etiology over the years is highly
heterogeneous, studies show conflictive results on some key
issues, and clinical guidelines offer little or no advice in some
aspects of blood culture analysis.

In this scenario, we have reviewed the available literature
on the diagnosis of bacteremia from a critical point of view,
formulating a series of 15 questions that often arise in the
evaluation of these patients. First, we analyzed the evidence
about the evolution of the incidence, mortality and etiolo-
gy of bacteremia. Then, we reviewed methodological aspects
of blood culture analysis, including blood culture indications
and various laboratory techniques, and some aspects of cath-
eter-related bacteremia. Finally, we reviewed the information
on the different methods of reporting blood cultures results
from the Microbiology laboratory.

The following pages summarize the discussion and opin-
ion on each of these questions by a team dedicated to Clinical
Microbiology and Infectious Diseases.

1. HAS THE INCIDENCE OF BACTEREMIA
CHANGED IN RECENT YEARS? HAS THE COVID-19
PANDEMIC HAD ANY IMPACT ON IT?

The incidence of bacteremia has been progressively in-
creasing over the last 50 years, but current data do not give a
clear idea of its more recent evolution. Information on the epi-
demiology of bacteremia in the last decade is very heterogene-
ous in the few population-based studies available, even more
so when analyzing data at the institutional level, with numbers
ranging from 101 to 309 episodes per 100,000 inhabitants/
year [1,4] and between 1.3 to 15.4 episodes per 1,000 hospi-
tal admissions [5,6] (Table 1). In Spain, data ranging from 14.7
to 31.2 episodes per 1,000 admissions have been published [7,
8], and in our own institution, the mean number of bacter-
emic episodes has barely changed, from an average of 30.17 to
31.45 episodes per 1,000 admissions between 2002-2011 and
2012-2021, respectively (unpublished data). These numbers
have not changed substantially in the last 10 years [9] with
respect to data published in the previous decade [7,8,10].

Table 1 collects some of the data we have discussed [1,4-
6, 1-18]. Moreover, very few studies compare the evolution
with respect to previous studies in the same region or hospital
[13, 19]. Therefore, there is a lack of evidence to be able to
delineate a clear temporal trend in the incidence of bacteremia
over the last decade.

For all these reasons, there is a need to carry out popula-
tion-based studies with more recent data, studying the same
regions analyzed and including the years of the pandemic, as
well as to continue with institutional surveillance systems.

Information on the impact of COVID-19 on the incidence
of bacteremia comes from single or multicenter cohorts. In
general, low rates of bacteremia are reported in these patients,
although very heterogeneous numbers ranging from 3 to 68%
have been described, depending on the selected cohort [20-
29]. The rate of bacteremia appears to increase in patients who
have more severe disease and require ICU admission [22,23,30].
COVID-19 had a particular impact on catheter-related BSI
(CR-BSI), which, after steadily decreasing in the pre-pandem-
ic years [31-33], suffered an alarming 24% (and up to 50%
in ICU) increase in incidence during the pandemic [34,35]. In
our institution we observed an increase in CR-BSI from 1.89
to 5.53 episodes per 1,000 hospitalizations between 2019 and
2020 [36].

Conclusion:

We cannot establish that there is a clear increase or
change of trend in the incidence of bacteremia in the last

ten years. The COVID-19 pandemic could have caused an
increase in episodes of bacteremia, fundamentally those
originating in intravascular catheters.

2. HAS THE MORTALITY OF BACTEREMIA
CHANGED IN RECENT YEARS?

Maost of the available information on mortality rates has
been extrapolated from multicenter cohorts, and the available
population-based studies provide very disparate results (Table
1). This variability depends on multiple factors, such as the de-
sign of the studies, the papulation selected, the incidence of
bacteremia, the causative microorganism, or the different defi-
nitions used (sepsis vs. bacteremia).

It has been estimated that mortality of patients with bac-
teremia reaches 250,000 deaths annually in North America
and Europe combined [37]. According to the results of popula-
tion-based studies published since 2010 (Table 1), the current
global mortality rate for bacteremic episodes is approximately
21-32 deaths per 100,000 population, although the data are
very heterogeneous [1,6,11,13,16,19]. These numbers are not
very different from previous estimates [38-41].

The data are highly variable depending on the site of ac-
quisition, with numbers ranging from 10-19% for communi-
ty-onset bacteremia, to 17-28% for nosocomial-acquired epi-
sodes [6,7,11,42,43]. It reaches up to 35-50% in patients with
septic shock or admitted to intensive care units [44-46].
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Table 1 Estimated incidence of bacteremia and site of acquisition, according to population-based studies
published since 2010.
Reference Period Country Overall incidence Community acquired Health-care related Nosocomial acquisition Mortality
acquisition
x100,000 x1,000
inhabitants  admissions
Segaard [11] ~ 1992-2006  Denmark 114-166 - 45.1-53.3% 8.4-19.6% 35-38.4% 20.6-22.7%"
Wilson [12] ~ 2004-2008  England 189 - - = = =
Skogberg [13)  2004-2007  Finland 159 = - . . 13%°
(149-168) 208 (19.2-21.6)°
Laupland [4]  1998-2005  Canada 101.2 - - - - 13%°
Nielsen [14] ~ 2000-2008  Denmark 215.7 - 99 (x100,000 person-years) 50 (x100,000 person-years) 66.7 (x100,000 person-years) -
(198-254)
Holmbom [6]  2000-2013  Sweden 169-265 9.4-15.4 67% = 33% 12.800°
10.6%0 CA-BSI®
17.200 HA-BSI®
142-205"
Laupland [15]  2010-2015 Canada 178 = 48,6 (x100,000) 69.2 (x100,000) 10.6%"
12.7% HCA-BSI*
7.6% CA-BSI*
Mehl[16]  2002-2013  Norway 215 - 102 (x100,000 person-years) 85 (x100,000 person-years) 30 (x100,000 person-years) 32
Buetti[17]  2008-2014 Switzerland 220 - - - - -
(211-240)
Rhodes [5]  2007-2014  Thailand 10 13 89% - 9.9% -
Kontula (1] 2004-2018 Finland 216 (150- - 29% T1% 130"
309) 28
Verway [18] 2017 Canada 150 - 17.1% 1.1% 81.8% 170"

CA: community associated bloodstream infection. HCA: healtheare associated bloodstream infection. HA: hospital-acquired bloodstream infection. *In-hospital case fatality rate,
"30-day case fatality rate, ‘mortality per 100,000 person-years, ‘mortality per 100,000 admissions.

In the case of the elderly population, a 30-day mortality rate
of 22% and an annual mortality of 133 per 100,000 inhabitants
have been described [47]. A 19.5% mortality rate has been esti-
mated in nursing-home populations in a study from Spain [43].

Conclusion:

Bacteremia-associated mortality remains significa-

tively high, but there is no convincing evidence of an in-
crease in the last ten years.

3. HAS THE ETIOLOGY OF BACTEREMIA CHANGED
IN RECENT DECADES?

E colf and S. aureus are the most frequent microorganisms

Rev Esp Quimioler 2022;35(6): 519-537

causing bacteremia [48, 49], with the incidence of £ colf [9] prob-
ably being higher nowadays (Table 2). The etiology varies according
to the site of acquisition, such that S. qureus and P. aeruginosa are
associated with the healthcare setting, whereas S. pneumoniae and
E. coliare usually associated with community onset [9,43,48].

Although, according to epidemiological surveillance pro-
grams, there seems to be an increase in bacteremias caused
by Gram-negative bacilli (GNB) in general and £ coli in par-
ticular [48,50,51], the available information is, again, very het-
erogeneous [11,13,43,48,51-54]. At our institution, between
2019-2021, the incidence of Gram-positive bacteremia has
been reported to range between 13.8-17.2 episodes per 1,000
admissions, compared to 18.4-19.1 episodes per 1,000 admis-
sions for GNB (unpublished data).
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Reference Period Country Most frequent etiology Comment
(in order of frequency)

Wilson [12] ~ 2004-2008  England E coli (23%) - E. coliincreased by 33% during this period.
CNS (16.9%) - Increase in bacteremia due to GNB.
S. aureus (11.4%) - Decrease of S. oureus.

Laupland [4] ~ 1998-2005  Canada E. coli (32x105 patient-years) - Only evaluates community acquired bacteremia.
S. qureus (15.5x105 patient-years)
S. pneumoniae (10.2x105 patient-years)

Holmbom [6] ~ 2000-2013  Sweden E. coli - Increase of E. coli and S.aureus by 126% and 77%,
S. aureus respectively.

Mehl [16] 2002-2013  Norway E coli - Increase in bacteremias due to GNB and E. coli
S. pneumonioe - Decrease in Gram-positive bacteremia.
S. aureus

Rhodes [5] 2007-2014  Thailand Community-acquired: - Performed in rural areas
E. coli - Frequent isolation of ESBLs in £. coli and Acinetobacter spp.
K. pneumoniae - No clear trend in MRSA

Burkholderia pseudomallei
Hospital-acquired:
E. coli
Acinetobocter spp.
K. pneumoniae

Verway [18] 2017 Canada E. coli (26.9%) - No data on antibiotic
S. aurcus (15.9%) susceptibilities to differentiate the burden of susceptible from
CNS (9.200) resistant pathogens.
Kiebsiclla spp.(8.2%)

CNS: Coagulase-negative streptococci; GNB: Gram-negative bacilli; MRSA: Methicillin-resistant S. aureus.

Rev Esp Quimioter 2022;35(6): 519-537 522

297



VIII. ANEXOS

D. Alonso-Menchén, et al.

Unresolved issues in the epidemiology and diagnosis of bacteremia: an opinion paper

The reduction in the incidence of S. aureus and S. pneu-
monige can be attributed to prevention campaigns in hos-
pitals and to the application of pneumococcal vaccines, re-
spectively [48].

The evidence is more robust in terms of the evolution
of resistance phenotypes, highlighting a stabilization or
decline in the proportion of episodes caused by resistant
Gram-positive pathogens, mainly methicillin-resistant S. au-
reus (MRSA) [48, 52, 55-57], and an increase in those caused
by multidrug-resistant GNB (MDR-GNB) [48]. The increase of
bacteremias produced by MDR-GNB coincides with the global
expansion of ESBLs [58] and carbapenemases [59], with Kieb-
siella pneumoniae being the most frequent carbapenem-re-
sistant Gram-negative bacteria causing bacteremia [60,61],
although there is considerable geographical heterogeneity in
the prevalence of these enzymes.

Conclusion:

E. coli seems to be the main cause of bacteremia at
present, but current data do not allow to define a clear
generalized change in the trend of Gram-positive and

Gram-negative episodes. There is evidence pointing to
a decrease in MRSA cases and a progressive increase in
MDR-GNB, with differences according to the geograph-
ical area.

4. WHAT ARE THE FUNDAMENTAL INDICATIONS
AND THE IDEAL TIME TO OBTAIN BLOOD
CULTURES?

Although the diagnosis of bacteremia depends directly
on the results of blood cultures, the information offered by
quidelines regarding the indications for their extraction is
very limited, with imprecise information that has not been
reviewed recently [62] or without specific recommendations
in this regard [63] (Table 3). Mareover, clinical variables that
usually guide the indication of blood cultures, such as fe-
ver or the presence of leukocytosis, do not correctly predict

the presence of bacteremia in immunocompetent patients
[64,65].

Different models that attempt to predict the presence of
bacteremia have been proposed [66,67] (although they are
not implemented in clinical practice nor are there current-
ly data to evaluate their safety or cost-effectiveness [68]),
as well as algorithms that propose the extraction of blood
cultures according to the pretest probability of bacteremia
[64,69], in an effort to obtain the maximum cost-effective-
ness of the test.

In our opinion, it is not advisable to make a very restric-
tive use of blood cultures, given the critical importance of
the diagnosis of bacteremia. Blood culture is an inexpensive,
very specific and practically harmless test, patient's treat-
ment and prognosis depend on its result, and it has epidemi-
ological importance. We believe that the greater probability
of obtaining false positive results can be overcome with a
good extraction methodology, and that the associated costs
are offset by the importance of the information provided by
a positive result. Thus, we agree with the broader recommen-
dations to obtain blood cultures of some societies [62,70],
which also include the presence of fever, chills, hypothermia
or sudden decay in neonates and the elderly or a clinical de-
terioration that justifies a hospital admission not justified by
other causes.

The time of blood culture collection does not seem to
be a decisive factor in its cost-effectiveness, which does not
depend on its coincidence with fever spikes, which can occur
within 1-2 hours of bacteremia [71,72]. Therefore, their ex-
traction should not be postponed, especially in situations of
sepsis. Although it is common to draw blood cultures with an
arbitrary time separation of 10-30 minutes, Li et al. [73] did
not observe increased performance when drawing blood cul-
tures simultancously or at different intervals over a 24-hour
period. Unless attempting to document ongoing bacteremia
for suspected endovascular infection, cultures can be drawn
simultaneously [74].

Table 3 Specific indications for blood culture extraction in clinical
guidelines.
Reference Fever or Leukocytosisor ~ Neutropenia Clinical Extreme ages
hypothermia leukopenia deterioration
SEIMC [70] Yes Yes No Yes Yes
ASM Cumitech [62] Yes Yes Yes Yes Yes
CLSI[74] Yes Yes Yes No No
IDSA, ASM [63] No specific
recommendations

SEIMC: Spanish Society of Infectious Diseases and Clinical Microbiology; ASM Cumitech: American Society for
Microbiology Cumitech 1€, Blood Cultures IV; IDSA, ASM: Infectious Diseases Society of America, American
Saciety for Microbiology; CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute.
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Conclusion:

The indications for obtaining blood cultures should
be re-discussed and clarified by the scientific societies
most concerned. We are not in favor of a restrictive use

of blood cultures, nor do we believe that they should be
limited to febrile episodes. Current predictive models are
still based on speculation and not in the complex reality
of daily clinical practice.

5. HOW MANY BLOOD CULTURES SHOULD BE
TAKEN ROUTINELY AND WHAT VOLUME OF
BLOOD SHOULD BE OBTAINED?

Assuming that a blood culture set is usually composed of
two bottles per venipuncture (one for aerobic microorganisms
and one for anaerobes), it is generally recommended that two
to four sets be drawn, with at least 40-80mL of blood in total
(i.e. 20-30mL of blood per set, with 10mL per bottle, depending
on the manufacturer). Unfortunately, current guidelines are
often not specific as to the volume and number of bottles that
should comprise each set (Table 4) [62,63,70,74]. There is less
evidence on the ideal volume to extract in the pediatric age,
which depends on the age and weight of the patient [74,75].

Drawing enough volume of blood is the most important
factor in improving the performance of blood cultures [76,77].
Since episodes of bacteremia have been documented with low
concentrations of microorganisms (from 1-10 colony-forming
units per milliliter) [78,79], there is evidence that the larger the
volume of blood cultured, the higher the yield of the test [80-
86], whose sensitivity can increase on the order of 3% per mil-
liliter of cultured blood [87].

Despite its importance, it has been published that, in daily
practice, up to 48% of blood cultures may have insufficient
blood volume inoculated [88,89]. To determine whether suf-
ficient volume has been drawn, visual analysis or weighing of
bottles (before and after inoculation) in the laboratory [85,90]
have been used, but these are tedious procedures. Therefore,
tools based on different technologies have been developed
to estimate the volume of cultured blood while incubating
(BACTEC™ FX system, BacT/ALERT®VIRTUO™) with apparent
good results [91-93]. However, these tools are currently poorly

implemented and their validity and clinical impact should be
studied in depth [94].

Regarding the specific number of blood cultures, the ex-
traction of a single set should be avoided in all cases because
of its low sensitivity and potential difficulties in the interpreta-
tion of results. In a study analyzing the value of drawing three
sets, the omission of the third set would result in missing up
to 7.5% of bloodstream infections [95]. Therefore, in our in-
stitution, the standard of care is the extraction of three sets
of blood cultures routinely. Drawing more than three sets of
blood cultures is not usually necessary.

Conclusion:
In adults whose hemodynamic situation allows it,

three sets of blood cultures should be drawn, ensuring
the collection of at least 60mL of blood.

6. IN PATIENTS IN WHOM BLOOD CULTURES
ARE TAKEN, IS THERE ANY EVIDENCE ON THE
DIAGNOSTIC VALUE AND THE ABILITY TO
ADVANCE THE DIAGNOSIS OF BACTEREMIA OF
OTHER SAMPLES OBTAINED SIMULTANEOUSLY
WITH BLOOD CULTURES?

There is practically no evidence on the simultaneous ex-
traction of samples in parallel to blood cultures to try to pre-
dict a positive result, but it is very common to receive blood
cultures and other samples in parallel in the laboratory. Since
it Is necessary to wait for the growth of microorganisms in
blood cultures to guide antibiotic treatment, it is worth con-
sidering whether the information provided by those other bio-
logical samples could be used.

In our institution, rapid urine testing has been useful in
patients with simultaneous referral of blood and urine sam-
ples to the laboratory [96]. Our data show that the presence
in urine of microorganisms visible with a Gram stain doubles
the possibility of having positive blood cultures in the next
hours and could provide guidance on the etiology. In addi-
tion, there is evidence that in patients with bacteremic urinary
tract infections in whom the same pathogen is isolated in both
samples, urine culture susceptibility results correctly predict

Table 4 Recommendations on the number of blood cultures and
volume of blood to be drawn in blood cultures.
Reference Year Recommended volume Recommended number of blood cultures
ASM Cumitech [62] 2005 20-30 mL per set 2-4 sets
CLSI [74] 2002 20-30 mL per set 2-3 sets
SEIMC [70] 2017 10-20 mL per set 2-4 sets
IDSA [63] 2018 20-30 mL per set 2-4 sets

ASM Cumitech: American Society for Microbiology Cumitech 1C, Blood Cultures IV; CLSI: Clinical and Laboratory
Standards Institute; SEIMC: Sociedad Espaiiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica; IDSA:

Infectious Diseases Society of America.
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blood culture results [97], allowing fast targeted antibiotic
treatment. We couldn't find any studies analyzing other types
of samples, which could help to identify and treat bacteremic
infections sooner.

Conclusion:
There is a need for studies evaluating the contribu-

tion of a rapid examination of samples simultaneously
submitted with blood cultures to microbiology depart-
ments.

7. COMPARED TO CONVENTIONAL BLOOD
CULTURE IDENTIFICATION, IS THERE A POSITIVE
CLINICAL IMPACT ASSOCIATED WITH THE USE OF
MALDI-TOF AND OTHER RAPID TECHNIQUES?

Since the introduction of molecular and proteomic bac-
terial diagnostic methods, there is increasing evidence of the
usefulness of these techniques. Rapid techniques (RTs) include
tests such as PCR (polymerase chain reaction), MALDI-TOF MS
(matrix-assisted laser desorption/ionization-time off light mass
spectrometry) or PNA-FISH (peptide nucleic acid fluorescent in

situ hybridization), which provide results in less than 2 hours.
These techniques allow shortening the time needed to identify
microorganisms from sample receipt compared to convention-
al blood culture analysis [98]. In a meta-analysis of their clin-
ical impact [99], RTs are associated with significant decreases
in mortality in the presence of an antimicrobial stewardship
(AMS) team, but not in its absence. In our opinion, although
they pose an important benefit, their actual clinical impact and
cost-effectiveness has not yet been analyzed in depth.

MALDI-TOF systems are one of the most widespread tools
in recent years. Most evidence on the clinical impact of this
procedure comes from retrospective observational studies, and
few studies have a prospective design or use a comparator (Ta-
ble 5) [100-107]. The potential benefit of this technique, in-
cluding lower mortality [101,103], is associated with the exist-
ence of an AMS team in most cases. For complex patients, such
as critically ill or immunosuppressed, the evidence of efficacy
for these techniques is lower [108].

The use of molecular tests, such as those based on PCR
panels, have also been shown to be useful in achieving a short-
er time to appropriate treatment and to guide de-escalation
strategies [109,110].

Table 5 Studies analyzing clinical impact of MALDI-TOF with prospective design or using a comparator.
Reference Year Design Result Comment
Vlek [100] February-April 2010 Prospective comparative - Reduction of species identification time by 28.8 hours. - Does not evaluate mortality or
study. - Increase of 11.3% in the proportion of patients with cost-effectiveness
appropriate treatment.
Huang [101] September- November 2012 Pre-post quasi-experimental - Integration of MALDI-TOF with AMS team reduces - Integration with AMS team.
study. microorganism identification time and time to effective
treatment.
- Mortality, length of stay and recurrent bacteremia were
lower in the intervention group.
Clere [102] 2010 Prospective, observational - MALDI-TOF had an impact on 35% of Gram-negative - Single arm.

bacteremia cases. - Does not evaluate hospital stay,
clinical impact or mortality.
Perez. [103] 2012-2013 Quasi-experimental study. - Reduced time to optimal and effective treatment, shorter - Integration with AMS team.
hospitalization time, lower mortality and estimated lower
associated costs.
Verroken [104] 2013-2014 Prospective comparative - Reduced time to identification and time to optimal - Integration with AMS team.
study with two sequential treatment
intervention periods.
Lockwood [105] 2014 Prospective comparative - Reduced time to identification and time to optimal - Integration with AMS team.
study. treatment
Osthoff [106] 2014-2015 Prospective, open-label, - Reduced treatment of contaminated blood cultures - Integration with AMS team.
controlled clinical trial - Shorter time to active treatment and admission to ICU in
intervention group
0'Donnell [107] 2015 Pragmatic, controlled clinical - Shorter time to definitive treatment, shorter antibiotic - Integration with AMS team.
trial therapy and shorter hospital stay
AMS: antimicrobial stewardship
Rev Esp Quimioter 2022;35(6): 519-537 525

300



VIII. ANEXOS

D. Alonso-Menchén, et al.

Unresolved issues in the epidemiology and diagnosis of bacteremia: an opinion paper

Conclusion:

There is insufficient evidence on the clinical impact
of routine use of MALDI-TOF and other RTs in patients

with bacteremia. The benefit lies in the combination of
the technique results and rapid expert information to the
clinicians by a specialized team.

8. ARE THERE ANY AUTOMATED INCUBATION
SYSTEMS FOR BLOOD CULTURES CLEARLY
SUPERIOR TO OTHERS?

The introduction of automated incubation systems and
continuous monitoring of blood cultures led to a significant
improvement in the efficiency of these processes compared to
manual methods. Currently, the most widely used systems are
BacT/Alert® VIRTUO™, BD BACTEC™ FX and, to a lesser extent in
Europe, VersaTREK, with some differences among them.

The only study that directly compares these three systems is
by Yarbrough et al. [111], using simulations of blood cultures un-
der standardized conditions with the same inoculum for all three
systems, also comparing time to positivity (TTP) in different vol-
umes and culture media. In this study, VIRTUO detected the main
causes of bacteremia earlier, although it also showed a higher TTP
for B. fragilis and failures in the detection of K. kingae.

Although most studies seem to reflect lower TTP with VIR-
TUO for most microorganisms [112-114], they are performed
under standardized conditions, using simulations, and the re-
sults are not uniform [115].

Conclusion:

The clinical impact of the different automatic growth

detection systems in blood cultures has not been ade-
quately studied and their advantages and disadvantages
are usually deduced from laboratory tests.

9. SHOULD BLOOD CULTURE INCUBATION BE
MAINTAINED FOR FIVE DAYS BEFORE BEING
DISCARDED?

With the evolution of automated blood culture systems,
a five-day incubation period is now recommended for most
commercial systems [62,74] and incubation for seven or more
days is not necessary [116]. However, certain microorganisms,
such as mycobacteria and dimorphic fungi, may require pro-
longing this period [63].

Although infective endocarditis guidelines [117,118] do
not recommend a specific incubation time and suggest that
detection of fastidious microorganisms, such as the HACEK
group (Haemophilus, Aggregatibacter, ~Cardiobacterium,
Eikenella, and Kingella) may require prolonging this period,
there is evidence that these could be detected with a five-day
period with current systems [119,120]. The information on in-
cubation time for Brucella spp. is more heterogeneous [121-
123], but it is currently assumed that the standard five-day
period is sufficient.

The evidence is not favorable to extending the incubation
period generally, although some authors propose lengthening
this period in specific circumstances, such as men carrying
prosthetic material at risk of C. acnes infection [124-126].

On the other hand, optimizing blood culture incuba-
tion time may be an important factor in avoiding unneces-
sary antimicrobial treatments, reducing laboratory workload,
and improving antibiotic policies. In the study by Ransom
et al. [127], a four-day period was sufficient to detect the
vast majority of microorganisms, and only 0.11% of blood
cultures were positive after four days of incubation. There is
already some evidence in favor of reducing this period below
five days [26,127-130], although it comes from retrospective
studies using different culture systems and media, as reflect-
ed in Table 6.

Conclusion:

A five-day incubation period is sufficient to detect
the vast majority of microorganisms, and only in individ-
ual cases should its extension be considered. In our opin-
ion, there is insufficient data to recommend a reduction
of the incubation time below five days at present.

10. CAN TIME TO POSITIVITY OF BLOOD CULTURES
BE A PREDICTOR OF ETIOLOGY OR PROGNOSIS OF
BACTEREMIA?

Time to positivity (TTP) is defined as the time from start of
incubation to the detection of growth by an automated sys-
tem, and it provides indirect information on the bacterial in-
oculum: theoretically, the higher the bacterial load, the higher
the growth rate and the lower the TTP. Its main use at present
is in the diagnosis of catheter-related bacteremia, and other
potential uses of this determination are being investigated, as
a marker of severity and predictor of the etiology of bacter-
emia, or to guide de-escalation treatments; but the evidence is
currently contradictory and heterogeneous (Table 7).

A recent meta-analysis concludes that a short TTP is a prog-
nostic marker associated with mortality and septic shock, appli-
cable for most analyzed species except Candida spp., but it has
substantial limitations [131]. Although there is evidence in favor
of TTP being associated with worse prognosis in bacteremia due to
S. aureus [132,133], E. coli [134], S. pneumoniae [135), P. aerugi-
nosa [136], or K. pneumoniae [137], not all cases have been able
to demonstrate this association between TTP and mortality [138].
Furthermore, a linear relationship is not always found, with a
worse prognosis being described with both short and long TTP for
S. aureus [139], and with long TTP for C. albicans [138,140).

A possible association between TTP and etiology has been
described for S. pneumoniae, beta-hemolytic streptococci, E.
coli, Klebsiella spp. and S. aureus [141], as well as for P. aerug-
inosa [142]. TTP has also been associated with the presence of
endocarditis in cases of bacteremia by S. aureus [143], E. fae-
calis [144] and A. baumanii [145], but not by non-beta-hemo-
lytic streptococci [146].
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Reference Year Country Design System Number of Results and comments
samples

Sepulveda [26] January-March ~ United States  Retrospective - Bactee FX 88,201 - No benefit is observed in prolonging incubation for more
2020 _VersaTrek than 4 days, detecting 98% of microorganisms.

- Conducted with a large proportion of COVID-19 patients,

with a possible low proportion of bacteremia.

Bourbeau [129] ~ NJA (18 months) ~ United States  Retrospective - BacT/Alert (FAN 17,887 - 3 days may be sufficient for detection of bacteria and
bottles) fungi.
- Use a specific type of media only.

Reference Country Type of study Result Comment

Hamilton [138] United Prospective multicenter  TTP not associated with mortality exceptin - - More methodological soundness than most studies (includes
Kingdom cohort study. Candida spp. (elevated TTP) and possibly in time to incubation).
streptococel. - Limitations: does not assess time to effective treatment,

small samples in some groups.

Kim [139] Canada Retrospective study Elevated TTP is associated with mortality in - Some limitations: retrospective, does not have detailed
S, aureus bacteremia. clinical information, does not analyze foci of infection, does
not analyze antibiotic treatment.

TIP: time to positivity

The use of TTP has important limitations (such as different addition, variability of TTP depending on blood culture incuba-
definitions of what is considered a short or long TTP) and is  tion systems has also been described [111]. The heterogeneity
related to multiple confounding factors (such as the volume  of the literature, as well as the absence of evidence on its real
of blood drawn or the time between collection and start of clinical impact, limit the use of TTP in daily clinical practice,
incubation) that have not been analyzed in most studies. In although it is likely that it may be useful in the future.

~
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Conclusion:
Currently, the use of TTP to predict severity and etiol-

ogy of bacteremia is controversial, and it requires a care-
ful evaluation.

11. IN WHICH CASES ARE FOLLOW-UP BLOOD
CULTURES INDICATED AFTER INITIATING
APPROPRIATE TREATMENT?

Follow-up blood cultures (FUBC) are recommended in
cases of infective endocarditis (IE) [117,118] or endovascular
infection (such as pacemaker infection, catheter infection or
septic thrombophlebitis) [147], as well as candidemia [148] or
bacteremia due to S. aureus or S. lugdunensis. Their extraction
is also reasonable in other clinical circumstances, such as pa-
tients at high risk of endovascular infection, suspected central
nervous system infection or in areas difficult to access for an-
timicrobials, or in the event of poor evolution despite appro-
priate treatment, among others.

In the case of Gram-positive microorganisms, there is evi-
dence that justifies the extraction of FUBC in the presence of S.
aureus bacteremia [149] due to its high virulence and capacity
to produce persistent bacteremia. The same recommendations
are made for S. lugdunensis [150]. Evidence for the rest of
Gram-positives is scarce. FUBCs have limited utility in strep-
tococcal bacteremia, and their collection should be limited in
patients at low risk for deep infections, persistent bacteremia
or endovascular infection [151].

The usefulness of FUBC in Gram-negative bacilli bacte-
remia has been evaluated in multiple studies recently [152],
with very heterogeneous results. There are several cases
where FUBC would have little value due to the low proba-
bility of obtaining positive cultures, which was estimated to
range between 5-10.9% [153-155]. However, these studies
have important limitations, including small heterogeneous
populations [153,154], or assessing only episodes produced
by K. pneumoniae [156] or bacteremias with urinary tract
focus [157]. In contrast, in other studies the cost-effective-
ness of FUBC reached 38.500 [158] and their collection was
associated with lower mortality [158,159]. Some tools have
been proposed to identify those patients with GNB bac-
teremia at higher risk in whom FUBC should be performed
[155,159,160].

In some cases such as Pseudomonas spp., FUBC are usu-
ally negative if adequate focus control is obtained, but these
are small series [161], and there is little evidence about their
usefulness in bacteremia due to other microorganisms such as
Stenotrophomonas or Acinetobacter [69].

Conclusion:

Follow-up blood cultures are recommended in bacte-

remia due to S. aureus, S. lugdunensis, and candidemia,
or in cases of uncontrolled infection. In all other cases,
the evidence is controversial.

12. IN PATIENTS WITH AN ENDOVASCULAR
CATHETER AND NO CLINICAL SUSPICION OF
CATHETER-RELATED BLOODSTREAM INFECTION,
CAN BLOOD CULTURES BE DRAWN FROM THE
CATHETER?

When obtaining blood cultures, it is recommended that
blood should be drawn by direct venipuncture and extrac-
tion from the catheter should be avoided [70,77,162], unless
catheter-associated infection is suspected. However, in clinical
practice it is common to draw blood from the catheter in cer-
tain clinical scenarios (such as patients with poor peripheral
venous access or with multiple episodes of blood collection),
or to draw one set of blood cultures from the catheter and
another from venipuncture, because it is a less difficult and
uncomfortable process for the patient.

The recommendation not to obtain blood cultures from
the catheter is based on the results of studies that point to
higher false positive rates in blood cultures obtained from the
catheter. In a systematic review and meta-analysis [162], all
nine studies analyzed offer lower contamination rates with ex-
traction via venipuncture.

In a systematic review of six studies [163], blood cultures
obtained from the catheter have higher sensitivity and nega-
tive predictive value than those obtained by venipuncture, but
also have lower specificity and positive predictive value. Ac-
cording to this study, out of 1,000 patients whose blood cul-
tures are obtained from a catheter, 8 more cases of bacteremia
would be detected than if they were obtained by venipuncture
(103 versus 96), but 59 cases would also be incorrectly diag-
nosed (84 versus 25). Its higher sensitivity makes some authors
consider obtaining at least one set of blood cultures from the
catheter [163,164].

Conclusion:

Blood cultures should not be drawn from an endo-
vascular catheter unless catheter-associated infection is

suspected. Their extraction from the catheter in certain
circumstances requires a very careful interpretation of
results.

13. WHAT IS THE DIAGNOSTIC APPROACH IN
PATIENTS WITH ENDOVASCULAR CATHETERS AND
SUSPECTED CATHETER-RELATED BLOODSTREAM
INFECTIONS (CR-BSI)?

In case of suspected CR-BSI, the latest SEIMC guidelines
recommend obtaining at least two sets of blood cultures,
one from peripheral venipuncture and one from the cathe-
ter, drawing blood from all lumens in case of multi-lumen
catheters [165], while other guidelines do not specify this
recommendation [166]. There are several studies that sup-
port obtaining blood from all catheter lumens [167,168], be-
ing equally effective the extraction from several lumens for
the same culture as the extraction of a culture from each
lumen [169]. In one of these studies, performed at our insti-
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tution [167], if two cultures for triple-lumen catheters were
eliminated, up to 37.3% of CR-BSI episodes would have been
missed.

Indirect markers, such as differential time to positivity
(TTP), or quantitative methods can be used to diagnose CR-BSI.
Differential TTP has been implemented as the main diagnostic
tool, and positivity of blood cultures obtained from a cathe-
ter 120 minutes or more apart from a culture obtained from
peripheral puncture is highly suggestive of CR-BSI. The use of
this cutoff point has a sensitivity and specificity of 72-96%
and 90-95%, respectively [170,171]. However, there is uncer-
tainty about its usefulness in critically il patients [172] and in
the case of certain microorganisms, such as S. aureus [173,174]
or Candida spp. [175]. Therefore, the status of the host and the
microorganism causing the infection must be considered, and
a negative result does not exclude the diagnosis.

The reference quantitative methods are based on ly-
sis-centrifugation procedures, being suggestive of CR-BSI if a
3-fold higher colony count is observed in the sample obtained
from the catheter. Although it offers good results, it is a rel-
atively complex and laborious technique, and it requires the
sample to be processed in 20-30 minutes from blood inocula-
tion [165], so its use is infrequent.

Conclusion:

If CR-BSI is suspected, blood culture collection from
all catheter lumens should be taken in parallel with blood

from peripheral veins. A differential TTP =120 minutes
in blood cultures taken through the catheter lumen and
peripheral veins is highly suggestive of catheter-related
infection of bacterial etiology.

14. SHOULD A BLOOD CULTURE REQUEST
CONSTITUTE A SEPSIS ALERT?

Prompt recognition of sepsis and early use of appropriate
antibiotic therapy have been shown to reduce mortality from
sepsis [176]. Assuming that a request for blood cultures implies
a suspicion of bacteremia and a potential septic episode, it is
pertinent to ask whether the simple request for blood cultures
should in itself constitute a sepsis alert in an institution.

It is noteworthy that the literature is practically non-ex-
istent regarding the potential implied value of a blood culture
request in itself. Currently, both clinical guidelines and current
recommendations on the implementation of the sepsis code
only recommend early blood culture collection [176,177].

We are only aware of one study analyzing this aspect
[178]. In this prospective study, conducted at our institution,
a telephone interview from the Microbiology department af-
ter receipt of blood cultures was generally well received and
was associated with better recognition of sepsis, optimization
of antimicrobial treatment and lower associated costs. We
observed that medical and nursing staff outside the intensive
care unit tend to underestimate the presence of sepsis, even if
blood cultures have been requested.

In our opinion, not only should attention be paid to a
positive blood culture result, but its request alone should be
considered an alert for sepsis. Further studies are needed on
the appropriateness of implementing a sepsis alert from the
Microbiology Department upon receipt of a simple blood cul-
ture request.

Conclusion:

A request for blood cultures should constitute a

sepsis alert. A phone call from the Microbiology Depart-
ment can contribute to the better recognition and clinical
management of sepsis.

15. WHAT IS THE BEST METHOD OF
TRANSMITTING INFORMATION FROM THE
MICROBIOLOGIST TO THE PHYSICIAN IN CHARGE
OF THE PATIENT IN THE EVENT OF A POSITIVE
BLOOD CULTURE RESULT?

Obtaining a positive blood culture result can have a major
clinical impact. There are studies on the usefulness of the pre-
liminary information provided by the Gram stain [179]. How-
ever, it is surprising that the best way to deliver this informa-
tion has not been analyzed in depth.

In a clinical trial [180], communication of results through
written reports in the patient's medical record, and oral com-
munication at the bedside along with clinical advice, were sig-
nificantly associated with a higher proportion of appropriate
treatment days and lower economic costs with respect to sim-
ply issuing a report, although no associated shorter hospital
stay or mortality could be demonstrated.

Although controversial and scarce, there is evidence in fa-
vor of a presential assessment by the infectious diseases spe-
cialist over a telephone assessment [181,182]. In our opinion,
the person and method of transmitting blood culture results
is also relevant. Although the ideal method probably involves
active presential communication by an infectious disease spe-
cialist providing clinical support, studies directly comparing
the clinical impact and cost-effectiveness of different proce-
dures of communicating this information are lacking.

Given that each day of delay until definitive blood culture
information is available is associated with an increase in mor-
tality of 1.2 times per day [180], analyzing the clinical impact
of different methods of transmitting information to optimize
this process would influence the management of patients with
bacteremia and should be considered an issue in future re-
search.

Conclusion:

The limited evidence available suggests that there is
a clinical benefit associated with the active communica-

tion of results of a positive blood culture, either orally or
in writing, compared to only issuing a conventional re-
port.
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ABSTRACT

Introduction: The epidemiological evolution of bloodstream infections (BSls) in the last decade is not clearly defined.
Our aim was to analyze the changes in the workload in our institution and to describe the evolution of the incidence
and etiology of BSIs in a 12-year period, including the COVID-19 pandemic.

Methods: All blood cultures received in the laboratory of a tertiary general hospital between 2010 and 2021 were ana-
lyzed. Bloodstream infection episodes refer to each episode of bacteremia or fungemia in each patient. Incidence rates
per 1000 admissions and per 100,000 population were calculated.

Results: No significant changes in the incidence of BSI episodes/1000 admissions were observed (mean, 31.1), while esti-
mated population-based incidences showed declining trends (mean, 182.8/100,000 inhabitants). There was a slight
increase in BSI episodes per 1000 admissions caused by Gram-negatives (mean, 16.6/1000 admissions) and £. coli was
the most frequent pathogen (mean, 8.5/1000 admissions). There was no significant rise in episodes caused by ESBL- and
carbapenemase-producing £. coli or K. pneumoniage, with a decline in those caused by methicillin-resistant S. aureus. A
spike in BS| episodes, fungal BSls and catheter-related infections was detected in 2020, during the COVID-19 outbreak.
Conclusions: No clear increase in the incidence of BSI| episodes was detected in our center over this period. Gram-nega-
tives are the most frequent etiology, with no clear rise in antimicrobial resistance phenotypes. The COVID-19 pandemic
accounted for a small increase in BS| episodes in 2020, probably related to the increase of catheter-related infections.
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Background. Patients who acquire infective endocarditis (IE) following contact with the healthcare system, but outside the
hospital, are classified as having non-nosocomial healthcare-associated IE (HCIE). Our aim was to characterize HCIE and
establish whether its etiology, diagnosis, and therapeutic approach suggest it should be considered a distinct entity.

Methods. This study retrospectively analyzes data from a nationwide, multicenter, prospective cohort including consecutive
cases of IE at 45 hospitals across Spain from 2008 to 2021. HCIE was defined as IE detected in patients in close contact with the
healthcare system (eg, patients receiving intravenous treatment, hemodialysis, or institutionalized). The prevalence and main
characteristics of HCIE were examined and compared with those of community-acquired IE (CIE) and nosocomial IE (NIE)
and with literature data.

Results. 1E was diagnosed in 4520 cases, of which 2854 (63%) were classified as CIE, 1209 (27%) as NIE, and 457 (10%) as HCIE.
Patients with HCIE showed a high burden of comorbidities, a high presence of intravascular catheters, and a predominant
staphylococcal etiology, Staphylococcus aureus being identified as the most frequent causative agent (35%). They also
experienced more persistent bacteremia, underwent fewer surgeries, and showed a higher mortality rate than those with CIE
(32.4% vs 22.6%). However, mortality in this group was similar to that recorded for NIE (32.4% vs 34.9%, respectively, P =.40).

Conclusions. Our data do not support considering HCIE as a distinct entity. HCIE affects a substantial number of patients, is
associated with a high mortality, and shares many characteristics with NIE.
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endocarditis (IE) have changed over time [1, 2]. According
to place of acquisition, a distinction was traditionally made
between community-acquired and nosocomial IE, with dif-
ferent etiological agents and prognoses in each case. The con-
cept of healthcare-associated IE was introduced to describe
IE acquired at hospital or affecting patients in close contact
with the healthcare system [3-6]. However, the increasing
number of invasive procedures performed outside the hospi-
tal setting, and the growing number of patients from health-
care institutions, have determined an increase over the last
few decades in non-nosocomial healthcare-associated I1E
(HCIE) [3, 7, 8].
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While community-acquired IE (CIE) has been clearly differ-
entiated from nosocomial IE (NIE), there is less information on
HCIE. The limited evidence available has been derived from
heterogeneous studies that, in most cases, are outdated and in-
volve small sample sizes [9, 10], and consists of widely varying
definitions, etiologies, and prognoses. In this scenario, it is
worth considering the dimension of this problem, and whether
this group of patients has etiological, therapeutic, or prognostic
differences for HCIE to be considered a distinct entity.

From a public health perspective, the need to characterize
this group of patients is warranted by an ever-increasing num-
ber of institutionalized patients and of invasive procedures per-
formed outside the hospital, as well as a lack of clear indications
regarding the need for prophylaxis before such procedures.

In this work, we set out to define the current reality of HCIE
based on data from a large prospective cohort. Our objectives
were (1) to describe the prevalence and most relevant character-
istics of HCIE, (2) to analyze its differences with respect to CIE
and NIE along with its value as a distinct entity, and (3) to review
the available literature to compare these data with our findings.

METHODS

The GAMES (Grupo de Apoyo al Manejo de la Endocarditis

Infecciosa en Espafia [Spanish  Collaboration on
Endocarditis]) cohort is a nationwide, multicenter registry
that from 2008 has prospectively included consecutive cases
of definite IE according to modified Duke criteria [11] in 45
hospitals across Spain. The present study is an observational
retrospective analysis of these prospectively obtained data.
Over the period January 2008 to December 2021, 4520 defi-

nite cases of IE were diagnosed.

Data Collection

A standardized case report form was completed in each case to
record the active IE episode and follow-up data, which included
clinical information, including Charlson comorbidity index
(CCI) [12], as well as microbiological and echocardiographic
results. All patients provided informed consent to be included
in the registry. All cases were assessed 1 year after inclusion in
the registry to record resolution, death, or relapse.

Definitions

To simplify classification, and for the purpose of exploring its
value as a distinct entity, in this work “HCIE” refers to nosohu-
sial IE, and does not therefore include cases of nosocomial ac-
quisition. HCIE was defined as an IE diagnosed at the time of
admission or within 48 hours of admission, if a patient met
any of the following criteria:

1. Received intravenous (IV) treatment at home; received
wound care or skilled nursing care provided by a

VIII. ANEXOS

healthcare provider, family, or friends; or received self-
administered IV medical treatment in the 30 days prior
to bacteremia.

2. Visited an outpatient hospital or hemodialysis clinic or re-
ceived IV chemotherapy in the 30 days prior to bacteremia.

3. Was hospitalized in an acute care facility for 2 or more days
in the 90 days prior to bacteremia.

4. Lived in a nursing home or long-term care facility.

All IE cases associated with hemodialysis were classified as
HCIE. NIE was defined as IE in a patient who had been hospi-
talized for >48 hours before the onset of signs or symptoms
consistent with IE. CIE was defined as IE diagnosed within
the first 48 hours of admission or according to signs or symp-
toms consistent with IE starting before hospital admission in a
patient who did not fulfill the criteria for HCIE. While an odon-
togenic source was considered within the definition of CIE, in 2
patients HCIE was attributed to dental interventions of greater
complexity involving total replacement of dental pieces.

Statistical Analysis

The characteristics of HCIE, CIE, and NIE were compiled and
compared. Categorical variables were summarized as frequencies
and percentages, and continuous variables as medians and inter-
quartile ranges (25th-75th percentile). Categorical variables were
compared using the ¥ test (or Fisher exact test where necessary).
Variables with nonnormal distribution were compared using the
Mann-Whitney U test. Significance was set at P <.05, For a better
interpretation of the results, effect sizes were calculated for each
comparison. For numerical variables, Cohen d (standardized
mean difference) was used, while odds ratios (ORs) are provided
for categorical variables.

To identify clinical variables that were differentially associat-
ed with the presence of HCIE, a multivariate logistic regression
analysis was performed through a conditional backward proce-
dure, entering only epidemiological variables present before the
1E episode and hospital admission that varied significantly be-
tween HCIE and NIE in the univariate analysis or that were
considered to be of clinical relevance. Our model included
sex, age, age-adjusted CCI score, native valve IE, presence of in-
tracardiac device, previous cardiac surgery, previous IE, and
presence of IV catheters. The survival curve for hemodialysis-
related HCIE was constructed using the Kaplan-Meier method.
All statistical tests were performed using the package IBM SPSS
Statistics for Windows, version 26.

For the literature review, a search was performed of PubMed
using the commands (endocarditis [MeSH Terms]) AND (health-
care [Title]), health-care [Title] AND endocarditis [Title], non-
nosocomial [Title] AND endocarditis [Title], healthcare-associated
[Title] AND endocarditis [Title], (healthcare[MeSH Terms]) AND
(endocarditisMeSH Terms]) and (healthcare[MeSH Terms])
AND (endocarditis[Title]) with no time restriction. Manually
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Table 1.

Demographic Characteristics, Predisposing Factors, and Site of Healthcare-A

VIII. ANEXOS

Endocarditis (IE) With Respect to

Community-Acquired IE and N ial IE
Characteristic CIE (n=2854) PValue (HCIE vs CIE} HCIE (n=457) PValue (HCIE vs NIE)  NIE {n = 1209)
Age, y, median (IQR) 67 (55-76) 90 67 (56 —76) <0 70 (B1-77)
Male sex 1991 (70) 14 303 (66.3) 67 788 (65.1)
Comorbidities
Age-adjusted CCl score, median (IQR) 4 (2-6) <.01 6 (4-8) <.01 5 (3-7)
Pulmonary disease 473 (16.5) 40 83(18.1) .05 272 (22.5)
Hypertension 1494 (52.3) <.01 322 (70.6) <.01 726 (60.2)
Coronary heart disease 655 (22.9) .03 126 (27.5) .06 392 (32.4)
Heart failure 770 (26.9) <.01 166 (36.3) <.01 524 (43.3)
Diabetes 734 (25.7) <.01 177 (38.7) .03 399 (33.0)
HIvV 70 (2.4) .23 7(1.5) .20 101(0.8)
PWID 110 (3.8) <.01 6(1.3) <.01 31(0.2)
Peripheral vascular disease 221 (7.7) <.01 108 (23.6) <.01 155 (12.8)
Cerebrovascular disease 336 (11.7) .60 58 (12.7) A7 170 (14.0)
Neoplasm 377 (13.2) <.01 106 (23.2) .19 245(20.2)
CKD 541 (19.0) <.01 289 (63.2) <.01 326 (27.0)
Liver disease 290 (10.1) .22 55 (12.0) .03 104 (8.8)
Immunosuppressive therapy 91 (3.1) <01 60(13.1) .03 107 (9.0)
Cardiac history
Native valve disease 1324 (46 .4) .02 184 (40.3) <01 594 (49.1)
Congenital heart disease 211 (7.4) <.01 1312.8) 10 56 (4.6)
Previous endocarditis 217 (7.8) 86 34(7.4) 86 93 (7.8)
Previous cardiac surgery 899 (31.5) <.01 106 (23.2) <.01 567 (46.9)
Dental procedure 264 (9) <.01 2 (0.4) 0(0.0)
Intravascular catheter present at symptom onset 0(0.0) 195 (42.6) 01 411 (33.9)
Peripheral 0(0.0) 36 (7.8) <.01 269 (22.2)
Central short duration 0(0.0) 24 (5.2) .052 97 (8.0)
Central long duration 0(0.0) 126 (27.3) <.01 3612.9)
Intra-arterial Swan-Ganz catheter 0(0.0) 10(2.1) .01 91(0.7)
Days from symptom onset to diagnosis, median (IQR) 15 (10-60) <.01 10 (3-27) .18 10 (2-21)
Days from symptom onset to admission, median {IQR) 16 (10-60) <.01 10 (4-21} .03 10 {(2-21)
IE type
Native |E 1976 (69.2) .63 323 (70.7) <.0 550 (45.5)
Prosthetic IE 775 (27.2) <.01 87 (19.0) <.01 523 (43.3)
Cardiac device 168 (5.9) <.01 51(11.2) .18 165 (13.6)
IE site
Aortic 1663 (54.8) <.01 206 (45.1) .02 620 (51.3)
Mitral 1339 (46.9) 15 198 (43.3) 04 458 (37.9)
Tricuspid 155 (5.4) <.01 44.(9.6) <0 67 (5.5)
Pulmonary 41 (1.8) 9 711.5) 80 21(1.7)
No. of patients receiving empirical treatment 403 (14.1) 28 56 (12.2) 24 175 (14.4)
Adequate empirical treatment for Staphylococcus aureuss 62 (88.6) 81 19 {90.5) 72 42 (87.5)

Data are presented as No. (%) unless otherwise indicated. Standardized differences can be found in Supplementary Table 1. Values in bold refer to results with statistically significant

differences.

Abbreviations: CCl, Charlsen comorbidity index; CIE, community-acquired infective endocarditis; CKD, chronic kidney disease; HCIE, healthcare-associated infective endocarditis; HIV, human
immunodeficiency virus; |E, infective endocarditis; IQR, interguartile range; NIE, nosocomial infective endocarditis; PWID, people who inject drugs.

“Adequate empirical treatment for S aureus was evaluated in 139 cases (CIE, 70; HCIE, 21; NIE, 48).

selected papers of interest were also included. To the best of our
knowledge, only 5 studies have analyzed HCIE in a differentiated
manner [3, 9, 10, 13, 14]. Studies assessing nosohusial and nosoco-
mial IE combined were not included in our review [4-6].

Patient Consent Statement
The case report form used was approved by the ethics commit-
tee (Comité ético de Investigacion Clinica Regional de la

Comunidad de Madrid CEIC-R; EC 18/07; date 11/01/2008).
Written informed consent was obtained in all cases.

RESULTS

In total, 4520 episodes of definite IE were recorded in the cohort.
Of these, 2854 episodes (63%) were classified as CIE, 1209 (27%)
as NIE, and 457 (10%) as HCIE. The main characteristics of

Non-nosocomial Healthcare-Associated IE, 2008-2021 « OFID .« 3

325

£20¢ Jaquisoa( 9g uo 1sanb Aq G086EZL/E6EPEIO/BI0/3I01NE/PYO/W0 dNO dIWSPEDE// SAY WOJ) papeojuMOQ]



these episodes of HCIE and their comparison with those of CIE
and NIE are provided in Table 1 (an analysis of standardized dif-
ferences can be found in Supplementary Table 1).

Characteristics of HCIE

Patients in the HCIE group were characterized by a significant
number of comorbidities, a high proportion of them having hy-
pertension, chronic kidney disease (CKD), diabetes, and heart
failure. Most IE cases developed in native valves (71%). In 195
patients (43%), an intravascular catheter was present at the on-
set of symptoms (Table 1). The most frequent etiology was
Staphylococcus aureus (161 episodes [35%]), 19% of which
(MRSA) (Table 2).
Coagulase-negative staphylococci and Enferococcus caused

were methicillin-resistant S aureus

23% and 19.5% of cases, respectively. Hemodialysis was de-
scribed as the source of infection in 49% of HCIE cases
(Table 3).

‘When we considered clinical outcomes (Table 4), we found
that a high proportion of patients developed heart failure, acute
renal failure, and intracardiac complications (39%, 33%, and
32%, respectively). While 42% of the HCIE patients underwent
cardiac surgery, 26% with an indication for surgery could not
be operated on. In-hospital mortality among the HCIE patients
was 32%. There were fewer deaths among those who underwent
surgery compared to those who did not undergo surgery
(11.1% vs 21.2%).

Analysis of H lialysis-Related HCIE

Of the 457 episodes of HCIE examined, almost half were re-
corded in patients on hemodialysis (n = 223 [49%]). These pa-
tients on hemodialysis had more comorbidities, experienced
septic shock more frequently, more often could not have indi-
cated surgery, and showed a higher mortality than patients not
receiving hemodialysis (Table 5). The main etiologic agent was
S aureus (46%). Interestingly, the percentage of those with CKD
was also high in the no-hemodialysis group (28.6%). Patients
who did not receive hemodialysis had a significantly lower
mortality (P <.01) than those who did so, as may be observed
in the Kaplan-Meier survival curve (Figure 1).

Comparison of HCIE With CIE and NIE
HCIE and CIE are clearly different clinical entities (Table 1).
Patients with HCIE showed a higher age-adjusted CCI score,
were admitted fewer days after symptom onset and diagnosis,
and had a different disease etiology. In terms of the clinical
course, patients with HCIE showed more persistent bacteremia,
more instances of indicated surgery not performed, and a high-
er mortality than those with CIE, who underwent indicated sur-
gery more frequently.

Differences were less evident between HCIE and NIE, espe-
cially in terms of etiology and prognosis (Tables 1, 2, and 4
and Supplementary Table 1). Native valves were affected more

VIII. ANEXOS

Table 2. Main Etiologies of Healthcare-A iated Infective End ditis
(IE) With Respect to C ity-Acquired IE and N ial IE
CIE P HCIE P NIE

Etiology (n=2854}) Value (n=457) Value (n=1209)
Staphylococcus 574 (20.1) .03 161 (35.2) .03  360(29.8)

aureus

MRSA 58 (2.0 <.01 30 (6.5) .46 92 (7.6)
CoNS 332(116) <01 105(230} <.01 405(33.5)
Enterococcus spp 402 (141 <01 89 (19.5) .06 1881(15.6)
Streptacoccus spp 1126 (39.5) <.01 50 (10.9) <.01 65 (5.4)
Gram-negative 17 4.1) .29 14.(3.1) .20 53 (4.4)

bacilli
Anaerobes 44 (1.5) 06 2(0.4) .88 61(0.5)
Candida spp 15 (0.5) <01 11(2.4) 14 47 (3.9)

Data are presented as No. (%) unless otherwise indicated.

Abbreviations: CIE, community-acquired infective endocarditis; CoNS, coagulase-negative
staphylococel; HCIE, healtheare-associated infective endocarditis; MRSA, methicillin-resistant
Staphylococcus aureus; NIE, nosocomial infective endocarditis.

Table 3. Suspected Source of Healthcare-Associated Infective
Endocarditis (n = 457)

Infection Source No. (%)
Hemodialysis 223 (48.8)
Intravenous catheter 57{12.5)
Colonoscopy 47 (10.3)
Urclogical procedure 32 (7.0
Pacemaker implantation 32 (7.0)
Previous surgery 12(2.8)
Dental manipulation 2{0.4)
Other 521(11.4)

frequently in the group of participants with HCIE. In both the
HCIE and NIE groups, the main etiology was staphylococcal,
and there was no difference in MRSA proportions. Patients
with HCIE also underwent surgery on fewer occasions, but
this did not give rise to a significant difference in mortality be-
tween these 2 groups (32.4% vs 34.9%, respectively, P=.40).
Remarkably, there were no significant differences in the propor-
tions of patients receiving adequate empirical treatment for
S aureus (ie, antibiotic therapy started before culture results
are available) in the HCIE, CIE, and NIE groups (Table 1).

When HCIE and NIE were compared, epidemiological
variables identified as significantly associated with HCIE were
native valve IE (OR, 1.81) and age-adjusted CCI score (OR,
1.14) (Supplementary Table 2).

Review of the Literature

Only 5 studies were found to have analyzed HCIE in a differen-
tial manner, excluding nosocomial acquisition [3, 9, 10, 13, 14].
Only 1 of these reports provided data for >200 patients [3]. The
most frequent characteristics reported are detailed in
Supplementary Table 3. Hemodialysis patients are routinely in-
cluded in this group.
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Table 4. Compli and O of Pati With Community-Acquired Infective Endocarditis (IE), Health A dIE, and N ial IE
CIE HCIE NIE
Complication/Outcome (n = 2854) PValue (n =457) PValue (n=1209)
Complications
Intracardiac complications 1016 (35.6) 156 147 (32.2) 33 411 (34.0)
Vascular phenomena 287 (10.0) 15 36(7.8) A3 71 (5.8
Heart failure 1195 {41.8) 20 177 (38.7) 13 518 (42.8)
Persistent bacteremia 262 (9.1) <.01 60 (13.1) .05 206 (17.0)
CNS involvement 649 (22.7) <.01 66 (14.4) .04 2281(18.8)
Embolization 742 (25.9) <.01 92 (20.1) .92 241 (19.9)
New murmur 1064 (37.2) 10 152 (33.2) .07 347 (28.7)
Vegetation present 1957 (68.5) .08 332 (72.2) <.01 786 (65.0)
Acute renal failure 1000 (35.0) 31 149 (32.8) <.01 509 (42.1)
Septic shock 340(11.9) .04 70(156.3) .81 191 (15.8)
Sepsis 478 (16.7) 04 94 (20.5) 89 245(20.2)
Indication for surgery 2022 (70.8) 03 301 (65.9) <01 880 (72.8)
Cardiac surgery 1484 (52.0) <.01 190 (41.8) 02 579 (47.9)
Indicated surgery not performed 567 (19.9) <.01 117 (25.6) .93 312 (25.8)
Duration of treatment, days, median (IQR) 39 (28-45) .63 38 (26-45) .31 41 (23-48)
Hospital stay, days, median (IQR) 34 (21-50) 11 36 (23-563) <.01 41 {24-58)
Mortality
In-hospital 645 (22 .86) <.01 148 (32.4) .40 418 (34.9)
With surgery 274 (9.6) 29 51(11.1) 60 146 (12.1)
Without surgery 371 (12.9) <.01 97 (21.2) .60 272 (22.5)
1-y mortality 779 (27 .3) <01 191 (41.8) 80 497 (41.2)
1-y recurrence= 351{1.5) 10 9(2.9) 04 9(1.1)
Sequelae at dischargea 334 {15.1) 80 45 (14.5) 36 133 (16.8)

Data are presented as No. (%) unless otherwise indicated. Values in bold refer to results with statistically significant differences

Abbreviations: CIE, community-acquired infective endocarditis; CNS, central nervous system; HCIE, healthcare-associated infective endocarditis; NIE, nosocomial infective endocarditis.

“One-year recurrence and sequelae at discharge rates were calculated using surviving patients as the denominator (CIE, 2209; HCIE, 309; NIE, 791)

Including the results of our cohort, 839 cases of HCIE have
been reported to date. For these cases, the average age was 60
years and there was a high proportion of comorbidities, includ-
ing hemodialysis, diabetes, and valvular heart disease. The pre-
dominance of a staphylococcal etiology coincides with most
cases [3, 10, 13, 14]. Mortality figures vary widely and in
some cases can be up to 50% [13, 14], with an overall mortality
rate of 29.3% (246/839).

DISCUSSION

Based on current criteria, 10% of cases in our large multicenter
cohort were classified as HCIE, representing one-third of all IE
cases that are not community acquired. Previous studies have
provided figures that vary widely [3, 9, 10, 13, 14].

We found no reason to consider HCIE as a distinct entity. In
our opinion, defining a new major subclass of IE would only be
justified in the case of differences in etiology, diagnosis, thera-
peutic approach, or prognosis. Below we provide our reasoning
for this argument.

HCIE patients show a high burden of comorbidities and
share many features with NIE. The few differences detected be-
tween HCIE and NIE only reflect the initial characteristics of
the patients, not their clinical course.

Endovascular procedures appear to be the most common
causative mechanism for both HCIE and NIE. Forty-nine per-
cent of HCIE patients received hemodialysis and 21% had been
fitted with some type of IV catheter, whose presence has been
linked to the origin of HCIE in up to 40%-60% of cases [4, 13].

The presence of HCIE fails to identify a group of patients
with a different etiology to NIE. In our cohort, S aureus was
the most frequent etiological agent. In effect, staphylococci
are the most frequent etiology in both HCIE and NIE. Other
authors have reported similar findings (Supplementary
Table 3) describing a population with a high prevalence of co-
morbidities, many patients on hemodialysis, and a predomi-
nantly staphylococcal etiology.

This classification should be useful to ensure the rapid and cor-
rect identification of HCIE patients. As these patients are com-
munity derived, they could easily be misclassified as CIE, with
a worse prognosis and many similar characteristics to NIE.
Remarkably, we observed no diagnostic delay in our HCIE series.

For IE associated with diagnostic and therapeutic procedures,
empiric coverage of methicillin-resistant staphylococci, entero-
cocci, and gram-negative pathogens is recommended [15].
According to our findings, the empirical treatment of HCIE
should not differ from that of NIE. In effect, there were no sig-
nificant differences in the proportions of correct empirical
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Table 5. Patients With Healthcare-A iated Infective End ditis
Receiving Versus Not Receiving Hemodialysis (n = 457)

No
Hemodialysis ~ Hemadialysis P
Characteristic (n=234) (n=223) Value
Age, v, median (IQR) 69 (59-78) 66 (54-74)  <.01
Male sex 161 (68.8) 142 (63.6) .25
Comorbidities
Pulmonary disease 44 (18.8) 39(17.4) 72
Hypertension 170 (72.8) 152 (68.1) 29
Coronary heart disease 58 (24.7) 68 (30.5) A7
Heart failure 74 (31.6) 92 (41.2) 03
Diabetes 78 (33.3) 99 (44.4) .02
Peripheral vascular disease 35 (14.9) 731(32.7) <.01
Neoplasm 72 (30.8) 34 (15.3) <01
CKD 67 (28.6) 223 (100.0) <.01
Native valve disease 95 (40.6) 89(39.9) 88
Immunosuppressive therapy 30(12.8) 30(13.4) 84
Etiology
Staphylococcus aureus 58 (24.8) 103 (46.2) <.01
MRSA 14 (5.9) 16 (7.7) 8
CoNS 45(19.2) 60 (26.9) 05
Enterococcus spp 62 (26.5) 27(12.1) <01
Streptococcus spp 40 (17.1) 10 (4.5) <01
Candida spp 5(2.1) 6(2.7) .65
Gram-negative bacilli 10 (4.3) 4(1.8) 12
Complications
Septic shock 24 (10.2) 46 (20.6) <.01
Sepsis 33 (14.1) 61(27.3) <.01
Indication for surgery 159 (67.9) 142 (63.7) .35
Cardiac surgery 116 (49.6) 741(33.2) <.01
Indicated surgery not perfarmed 46 (19.7) 711(31.8) <.01
Duration of antibiotic treatment, 39 (28-44) 38 (21-46) 81
days, median (IQR)
Hospital stay, days, median (IQR) 37 (24-53) 32 (20-53) 15
Mortality
In-hospital death 54 (23.1) 94 (42.2) <.01
1-y mortality 75 (32.0) 116 (52.0) <.01
1-y recurrencea 71(3.8) 2(1.5) 1
Sequelae at discharges 33(18.3) 12(9.3) <01

Data are presented as No. (%) unless ctherwise indicated. Values in bold refer to results
with statistically significant differences

Abbreviations: CKD, chronic kidney disease; CoNS, coagulase-negative staphylocecei; IQR,
interguartile range; MRSA, methicillin-resistant Staphylococcus aureus.

“One-year recurrence and sequelae at discharge rates were calculated using surviving
patients as the denominator (no hemodialysis, 180; hemodialysis, 129)

treatment for S aureus between both groups in our cohort. To
our knowledge, this issue has not been previously addressed.
Patients with HCIE were found to receive surgical treatment
less frequently than those with NIE. However, this was not the
consequence of diagnostic delay, but rather of the high burden
of comorbidities and poor baseline status of this group of patients.
A key finding of our study was the similar mortality rate de-
tected among patients with HCIE or NIE. Other reports have
indicated widely varying mortality rates of up to 58% in some
cases [10, 13]. Patients with IE receiving hemodialysis have
been identified as a group showing high mortality [16, 17].
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Figure 1. Survival curve of patients with healthcare-associated infective endo-
carditis according to hemadialysis treatment

Our data also reveal the importance of ruling out HCIE in pa-
tients with I'V catheters or under hemodialysis, in whom the ab-
sence of prosthetic valves should not preclude the need for an
echocardiogram. Infection prevention measures and catheter
care precautions are essential in these patients.

Our work has several limitations. Reports describing HCIE
are scarce, heterogeneous, and based on small sample sizes.
Although there is a notable lack of unification of classification
criteria, our definition uses the criteria described in the
International Collaboration on Endocarditis-Prospective
Cohort Study [3]. A significant percentage of HCIE in our se-
ries affected hemodialysis patients. This could be related to
the high prevalence of CKD, catheters, or episodes caused by
S aureus in this group. Despite this, we consider that our study
has several strengths as it provides data for the largest HCIE co-
hort to date and includes prosthetic valve IE.

The concept of healthcare-associated infection in the case of
other diseases is also under debate [18]. This classification
scheme is based merely on the geographical location of the pa-
tient (eg, community, hospital, nursing homes), yet ever-
changing healthcare practices such as increasing proportions
of out-of-hospital invasive procedures and home treatments
have blurred these boundaries.

Within the framework of this controversial topic, our aim
was to make a case for a discussion that we consider necessary.
While we feel that the place of IE acquisition is important, we
could not find relevant differences between acquiring IE at hos-
pital or another healthcare setting, such that this classification
does not serve to identify a group of patients showing a differ-
ent pathogenic mechanism or etiology, nor does it help to make
an early diagnosis, or have any therapeutic or prognostic
consequences.

Our argument is that the place of IE acquisition might be less
relevant than other factors such as the mechanism of
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acquisition. For example, if a patient acquires a bloodstream in-
fection as a result of phlebitis due to IV treatment, for disease
classification purposes, it probably matters little whether treat-
ment was received at home, in an outpatient clinic, or at hospi-
tal. A classification system that distinguishes between
community-acquired or healthcare-acquired IE, including hos-
pital admission and all medical actions with risk factors for en-
dovascular infection, might be more appropriate. As the
invasive procedure performed (eg, endovascular catheter place-
ment, colonoscopy) may influence the presence of a certain
type of pathogen, a more directed management approach and
concise prognosis could be provided according to a model
based on the pathogenic mechanism of IE acquisition. Given
the prognosis of this group of patients, there is a need to cor-
rectly define its characteristics. This would help guide public
health strategies, for example, those directed toward identifying
a need or not for prophylaxis before extrahospital interventions
such as dental or endoscopic procedures.

CONCLUSIONS

HCIE affected 10% of patients in our large contemporary series.
These patients had significant comorbidities and a high mortal-
ity, and the predominant disease etiology was staphylococcal.
The lack of differential characteristics and prognostic factors
with respect to NIE does not support its consideration as a dis-
tinct entity, and makes us question the usefulness of the current
classification of IE. A pathogenic approach that analyzes indi-
vidual risk factors for the acquisition of IE could help to better
manage this entity.
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