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La sepsis es una de las principales causas de mortalidad y
morbilidad en los hospitales. La deteccion temprana de los
patogenos mediante técnicas basadas en acidos nucleicos
puede facilitar el diagndstico rapido de la bacteriemia y/o
fungemia, la rapida adecuacion del tratamiento antibiético,
reducir el uso de antibioticos innecesarios y disminuir la
mortalidad. Se describen 2 técnicas disponibles
comercialmente que ayudan, en un tiempo reducido, a
identificar distintas bacterias y hongos productores de
sepsis: LightCycler® SeptiFast Test Mgrade (Roche
Diagnostic SL) y GenoType Blood Culture (Hain
Lifescience). De estas 2 técnicas, mostramos los resultados
de un estudio inicial propio con el LightCycler® SeptiFast
Test Mgrade. El estudio se realizéo con 50 muestras
correspondientes a 28 pacientes (1-3 muestras por
paciente) con sindrome séptico ingresados en la unidad de
cuidados intensivos, comparando la nueva técnica con el
hemocultivo convencional. La concordancia entre los
resultados del hemocultivo y el SeptiFast fue buena, 79%
en el primer ensayo, y 89% en el segundo, después de
corregir defectos técnicos. Inicialmente se observé
inhibicion importante de los controles internos para los
bacilos gramnegativos, por la presencia de heparina en la
sangre empleada y un exceso de acido desoxirribonucleico
(ADN) debido al nimero de leucocitos. Con la finalidad de
disminuir las inhibiciones, en otro estudio posterior se
trabajo con 24 muestras a la mitad de volumen original,
llevando el acido nucleico extraido a dilucion 1:4. Con estas
modificaciones, se apreciaron reducciones importantes de
las inhibiciones. En comparacion con el hemocultivo, el
SeptiFast diferencia mejor las contaminaciones por
estafilococos coagulasa-negativa y especies de
estreptococos.
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Automatic detection of bacterial and fungal infections in blood

Sepsis is one of the main causes of mortality and
morbidity in hospitals. Early detection of pathogens using
nucleic acid-based techniques speeds diagnosis of
bacteremia and/or fungemia, aids the rapid application of
appropriate antibiotics, reduces the use of unnecessary
antibiotics, and lowers mortality. Two commercially
available techniques that help to identify different sepsis-
producing bacteria and fungi in a shorter time period are:
LightCycler® SeptiFast Test Migrade (Roche Diagnostic SL)
and GenoType Blood Culture (Hain Lifescience). We
present the results of an initial in-house study using the
LightCycler® SeptiFast Test Mgrade. The study was carried
out in 50 samples from 28 patients (1-3 samples per
patient) with septic syndrome admitted to the intensive
care unit by comparing the new technique with
conventional blood culture. The concordance between the
results of blood culture and SeptiFast was good, 79%, in
the first trial and 89% in the second, after correcting for
technical defects. We initially observed substantial
inhibition of internal controls in Gram-negative bacilli, due
to the presence of heparin in the blood used, and excess
DNA because of the high number of leucocytes. To
minimize these inhibitions, the second study used 24
samples at half the original volume (extracted DNA at 1/4
concentration). With these modifications, inhibitions were
substantially reduced. SeptiFast is more effective than
blood culture in discriminating between contamination by
coagulase-negative staphylococci and species of
streptococci.

Key words: Sepsis. Blood culture. SeptiFast. Molecular
biology. Nucleic acid-based techniques. LightCycler.

Introduccion

La sepsis grave (disfuncién de algin érgano inducida
por la sepsis o hipoperfusién tisular) y el shock séptico (hi-
potensién a pesar de una correcta reposicion de fluidos),
son procesos frecuentes que afectan a millones de pacien-
tes en el mundo, con elevada mortalidad, del 22-40%, de-
pendiendo de los pacientes estudiados, su gravedad y los
distintos paises, y con importante repercusion en el con-
sumo de recursos sanitarios’’. En 3 hospitales espafioles
que atienden una poblacién de méas de medio millén de
personas, se estim6 que la incidencia anual de sepsis era
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de 33,3 caso0s/10.000 personas mayores de 18 afios, el 29%
de ellos graves®. Segun el estudio ENVIN, realizado en
las unidades de cuidados intensivos (UCI) espafolas, el
27,7% de todas las infecciones de los pacientes admitidos
en estas unidades cursaron con bacteriemia, de las cua-
les el 53% fueron primarias®. Por este motivo, los esfuer-
zos encaminados a realizar un diagnéstico etiolégico tem-
prano y un tratamiento apropiado de este tipo de sindrome
tienen cada vez més difusién®. Los principales microor-
ganismos que se detectan en las sepsis de las UCI son
Staphylococcus spp., Staphylococcus aureus, Pseudomo-
nas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis, Enterococcus faecalis, Acinetobacter
baumannii, Candida spp. y otros.

La identificacién de una infeccién como el agente de-
sencadenante de la respuesta inflamatoria no ofrece en
ocasiones grandes dificultades; sin embargo, los pacien-
tes cuyo sustrato patolégico puede justificar la aparicién
de una respuesta inflamatoria de origen no infeccioso son
cada vez mas frecuentes. Por eso, es importante determi-
nar la causa desencadenante. Se han usado diversos ti-
pos de marcadores inflamatorios para intentar identifi-
car la etiologia de la inflamacién!'!%, La procalcitonina,
péptido sintetizado a partir del gen CALC-I situado en el
cromosoma, ha obtenido resultados notables, y en los tul-
timos afios ha despertado gran interés por su papel como
mediador secundario en el sindrome de respuesta infla-
matoria sistémica (SRIS). La procalcitonina ayuda a dis-
tinguir la sepsis de otras causas de SRIS, a detectar in-
feccion bacteriana invasora en los nifios con fiebre sin fo-
co, a diferenciar entre infeccion y rechazo agudo en
pacientes receptores de trasplantes, y a valorar la pre-
sencia de infeccién en pacientes intervenidos con cirugia
mayor, sepsis en el caso de la pancreatitis aguda y enfer-
medades autoinmunitarias'®16. Pero la falta de sensibili-
dad y especificidad de la prueba en el analisis de otras po-
blaciones més heterogéneas, ha abierto las puertas al uso
de sistemas automaticos de deteccion multiple, que ana-
licen diversos biomarcadores y, por tanto, tipifiquen la
respuesta inflamatoria en funcién de su origen'”.

El diagnéstico etiolégico de la sepsis es un elemento
primordial para elegir el tratamiento antibiético, modifi-
car el tratamiento empirico, retirar farmacos innecesa-
rios y para conocerla desde un punto de vista epidemiol6-
gico. Los métodos microbiolégicos tradicionales mediante
cultivo estan limitados por la inherente dificultad en
identificar algunos patégenos, por la interferencia que el
uso de antibiéticos supone al cultivo de los microorganis-
mos y por el tiempo que requieren, que determina una
demora en ocasiones poco practical®. Por este motivo, hoy
dia, la biologia molecular es necesaria también en este
campo.

Sepsis y técnicas basadas en acidos nucleicos

La aplicacién de las técnicas basadas en dcidos nuclei-
cos (TBAN) al diagnéstico sindrémico de la sepsis, como
entidad global, es un campo todavia en fase de investiga-
cion preliminar!®?, Pero es indiscutible la utilidad que
tienen las TBAN para determinados microorganismos en
la préctica clinica. En los grandes hospitales, entran en
practicas habituales, como la deteccion de bacterias difi-
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ciles de cultivar, la deteccién y la cuantificacién de virus
en poblaciones diana, la confirmaciéon diagnéstica ante
resultados previos poco concluyentes y la investigaciéon
de genes determinantes de resistencia a los antimicro-
bianos. La deteccién temprana de los patégenos causan-
tes de las sepsis puede facilitar el diagnéstico rdapido de
la bacteriemia y/o fungemia. Por eso, es una prioridad in-
vestigar la utilidad de las TBAN en el diagnéstico de la
sepsis, ya que ésta es una de las causas principales de
mortalidad y morbilidad en los hospitales, teniendo en
cuenta que un tratamiento adecuado con antibiéticos y el
inicio rapido del tratamiento son factores criticos para re-
ducir la mortalidad y la morbilidad asociadas a ella, asi
como para disminuir el coste sanitario?26,

El hemocultivo tradicional suele tardar un minimo de
48 h en identificar los patégenos bacterianos/fingicos, asi
como las resistencias bacterianas asociadas a los antibié-
ticos a partir de los cultivos de sangre?’. Desde hace va-
rios afnos, son muchos los estudios llevados a cabo para
detectar la presencia de agentes patégenos en sangre, la
mayor parte para microorganismos especificos y de ma-
nera individual?®, y muy pocos para una deteccién multi-
ple en las bacteriemias en las cuales los causantes pue-
den ser varios patégenos, como es el caso de las sepsis?*%.
En este campo, en la actualidad disponemos, fundamen-
talmente, de 2 técnicas, homologadas y aprobadas por las
agencias reguladoras, que nos ofrecen formas distintas
de enfocar el estudio de los microorganismos (bacte-
rias/hongos) productores de sepsis en tiempo corto, me-
diante TBAN: LightCycler® SeptiFast Test Me2d (Roche
Diagnostic GMBH, Mannheim, Alemania) y GenoType
Blood Culture (Hain Lifescience, Nehren, Alemania).

LightCycler® SeptiFast Test Mgrade

LightCycler® SeptiFast Test M#2d es una prueba de
amplificacién de acidos nucleicos in vitro, que puede de-
tectar ADN bacteriano y fangico de 25 especies distintas
de microorganismos (tabla 1) en muestras de sangre hu-
mana recogida con anticoagulante K-EDTA. Se ha de-
sarrollado en Alemania, y es la primera prueba basada
en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para la
deteccion multiple de patégenos causantes de sepsis. La
CE Mark (Conformitée Européenne) la aprobé en enero
de 2006 para comercializarla en Europa. Est4 pensada
para ayudar en el tratamiento de pacientes sospechosos
de tener una sepsis u otras infecciones bacterianas y/o
fingicas, y se lleva a cabo en el equipo LightCycler® 2.0
en un periodo aproximado de 6 h. Se ha disenado para de-
tectar el 90% de los microorganismos presentes en las
bacteriemias?'®l. Mientras que los métodos microbioldgi-
cos clasicos detectan sélo microorganismos vivos, esta
prueba detecta tanto los viables, como los no viables, ade-
més del acido desoxirribonucleico (ADN) no microbiano
de control. También permite detectar mas de un microor-
ganismo en una misma muestra.

La prueba consiste en una preparacién de las muestras
de sangre mediante lisis y purificaciéon mecdnica del
ADN, que posteriormente se amplifica mediante la PCR
en tiempo real. Realiza 3 reacciones paralelas, para bac-
terias grampositivas, bacterias gramnegativas y hongos,
y la deteccién mediante sondas de hibridacién especifi-
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TABLA 1. Panel de microorganismos disponibles en el equipo LightCycler® SeptiFast Test Mgrade

Gramnegativos Grampositivos

Hongos

Klebsiella (pneumoniae [ oxytoca)
Serratia marcescens
Enterobacter (cloacae | aerogenes)
Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter baumanii
Stenotrophomonas maltophilia

Streptococcus pneumoniae
Streptococcus spp.?
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis

Estafilococos coagulasa-negativa®

Candida tropicalis
Candida parapsilosis
Candida glabrata
Candida krusei
Aspergillus fumigatus

aStaphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus.
bStreptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus mitis.

cas. Al final del proceso, se hace una identificacién auto-
matica de los resultados positivos y controles con el pro-
grama SIS (Sistema de Identificacién del SeptiFast). La
lisis mecédnica se lleva a cabo mediante la prueba Septi-
FastLys Kit Me#2¢ en el equipo MagNALyser. Con el Sep-
tiFast Prep Kit M#2d ge incuban las muestras a una tem-
peratura de 56 °C para lisis mecdnica, liberando el acido
nucleico y protegiéndolo de ADNasas presentes en la san-
gre mediante una proteasa y tampoén de lisis caotrépico.
Durante este proceso, se introduce un volumen definido
de control interno junto con el reactivo de lisis. El mate-
rial lisado junto con un tampén de unién se anade a co-
lumnas de filtracién, por lo que el ADN se adhiere a la su-
perficie de fibra de vidrio de la columna. El resto de los
componentes celulares se elimina mediante un lavado en
2 fases, y posteriormente se eluyen los acidos nucleicos,
con un tampoén de elucién a una temperatura elevada.
Los eluidos se someten a PCR en tiempo real. La regién
objeto de amplificacién es la ITS (Internal Transcribed
Spacer). Esta zona ofrece una sensibilidad analitica ma-
yor que las copias de genes individuales, porque hay va-
rios operones en los genomas de bacterias y hongos. Ade-
mas, la regién ITS es capaz de diferenciar de forma mas
especifica microorganismos dentro de la misma especie
que el ARN ribosémico, por lo que resulta mas adecuada
para diferenciarlos. Se halla situada entre las secuencias
de ADN ribosomico 16S y 23S de todas las bacterias
grampositivas y gramnegativas, y entre las secuencias de
ARN ribos6émico 18S y 5,8S de todos los hongos. La mez-
cla de reaccion contiene amperasa (uracil-N-glucosilasa),
enzima que reconoce y cataliza la destruccién de cadenas
de ADN que contienen desoxiuridina, pero no las del
ADN que contiene desoxitimidina y que actia previo al
proceso de PCR.

El amplicon se detecta mediante fluorescencia utilizan-
do un par especifico de sondas de hibridacion. Estas son-
das se hibridan a una secuencia interna del fragmento
amplificado durante la fase de acoplamiento (annealing)
del ciclo de amplificacién. El equipo LightCycler 2.0° mi-
de la emisién de fluorescencia en uno de los canales de
deteccién existentes®?3%, Una vez finalizada la amplifica-
cién, se genera un andlisis de curva de fusién. La tempe-
ratura de fusién (Tm) depende de la longitud, la secuen-
cia y el grado de homologia entre la sonda y el ADN dia-
na. Las sondas estdn disefiadas para diferenciar las
cepas por su propia Tm, detectada en cada canal. Estas
Tm de muestras y controles se analizan mediante el pro-
grama SIS, ya indicado, que genera un informe especifi-
co. Las concentraciones bajas de estafilococos coagulasa-

negativa y algunas especies de Streptococcus, que refle-
jan el intervalo de contaminaciones del flujo de trabajo,
no se muestran como resultados. Adicionalmente, si se
obtiene un resultado positivo de Staphylococcus aureus,
se puede realizar, una prueba de resistencia a la metici-
lina por deteccién del gen mecA3*.

GenoType Blood Culture (Hain Lifescience)

La otra prueba, GenoType Blood Culture (Hain Lifes-
cience), se basa en la tecnologia ADN-STRIP y permite la
identificacién, a partir del hemocultivo positivo, de varias
especies bacterianas (tabla 2). Se presenta en 2 equipos
por separado: GenoType Blood Culture gramnegative y
GenoType Blood Culture grampositive. El procedimiento
consiste en 3 pasos: a) aislamiento del ADN desde un he-
mocultivo positivo; ) amplificacién multiple con cebado-
res marcados con biotina, y ¢) una hibridacién reversa, en
la que se lleva a cabo la desnaturalizacién quimica del
producto amplificado, hibridacion de los amplicones mar-
cados con biotina a sondas unidas a membrana, lavado en
condiciones restrictivas, adicién de conjugado de fosfata-
sa alcalina/estreptavidina (AP), y una reaccién de tincién
por fosfatasa alcalina. La interpretacion se realiza con la
ayuda de una plantilla con la que se compara el esquema
de bandas obtenido.

Para la extracciéon de ADN, se deposita una gota de
un hemocultivo positivo en la tarjeta para muestras
GENO-CARD®. Una vez seca, se puede conservar duran-
te 3 meses protegida de la luz y a temperatura ambiente.
Con la ayuda de un punzoén especial, suministrado con el
equipo, se presiona sobre la gota seca en la tarjeta, y se
obtiene un disco que se deposita en el tubo de amplifica-
cion, el cual previamente se ha rellenado con la mezcla de
reaccién de PCR, y posteriormente se debe descontami-
nar el punzén. Después de la reacciéon de PCR, se proce-
de a la hibridacién mediante el procedimiento descrito
anteriormente®?.

La gran aportacién de las TBAN al diagnéstico de la
sepsis radica en la rapidez en la obtencién del resultado
frente a las técnicas clasicas. En este sentido, LightCy-
cler® SeptiFast Test Me#2d presenta ventajas sobre Ge-
noType Blood Culture, ya que para este segundo procedi-
miento es necesario obtener previamente un hemocultivo
positivo, lo que supone un tiempo extra en la obtencién
del resultado. Ademads, este método no incorpora un pa-
nel para hongos, lo que reduce la posibilidad de un diag-
néstico multiple. Al comparar las 2 tablas indicadas has-

Enferm Infecc Microbiol Clin. 2008;26 Supl 9:75-80 77



Molina JM et al. Deteccién automética de bacterias y hongos en sangre

TABLA 2. Panel de microorganismos disponibles en el panel presentado por los equipos GenoType Blood Culture

Gramnegativos

Grampositivos

Acinetobacter baumanii
Citrobacter freundii [ koseri
Enterobacter agglomerans
Enterobacter (cloacae [ aerogenes)
Enterobacter intermedium
Escherichia coli/Shigella spp.
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca

Haemophilus influenzae
Haemophilus parainfluenzae
Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa
Salmonella enteritidis | typhimurium
Serratia marcescens
Stenotrophomonas maltophilia

Streptococcus anginosus / constellatus [ intermedius |
mutans /sanguis

Streptococcus mitis [ oralis

Streptococcus pyogenes

Streptococcus agalactiae

Streptococcus disgalactiae sp. equisimilis
Streptococcus bovis

Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus aureus

Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus hominis

Staphylococcus warnerii

Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Enterococcus gallinarum

Enterococcus casseli-flavus

ta ahora (tablas 1 y 2), se puede apreciar que hay mi-
croorganismos que no estan presentes en alguna de las
2 técnicas, con lo que se podrian combinar para obtener
un resultado més completo.

Experiencia con el LightCycler® SeptiFast
Test Merade

De estas 2 técnicas, nosotros tenemos experiencia con
LightCycler® SeptiFast Test Me2d, Recientemente, rea-
lizamos un estudio en 50 muestras de sangre pertene-
cientes a 28 pacientes con sepsis, ingresados en la UCI,
tomando de cada paciente entre una y 3 muestras. Se de-
tectaron bacterias tanto grampositivas como gramnegati-
vas y ningun hongo. Al comparar los resultados del he-
mocultivo tradicional con los de SeptiFast, en las 37
muestras de las que tuvimos resultados para ambas téc-
nicas, encontramos coincidencia en 17 casos; en 11, el
hemocultivo fue positivo para estafilococos coagulasa-ne-
gativa, y fue negativo para SeptiFast; en un caso, el he-
mocultivo fue positivo para estafilococos coagulasa-nega-
tiva, y positivo para Escherichia coli por SeptiFast; en 2,
el hemocultivo dio un resultado positivo mixto no inclui-
do en el panel de SeptiFast (Pseudomonas stutzeri, Can-
dida famata); y en 6 hubo discrepancia entre resultados
positivos para el hemocultivo y SeptiFast (tabla 3). Por
tanto, vemos bastante coincidencia entre los resultados
del hemocultivo con los de la prueba SeptiFast (79%), ya
que podemos considerar, a priori, como contaminacién los
estafilococos coagulasa-negativa que crecieron en el he-
mocultivo y que SeptiFast desestimé, dada su baja con-
centracion.

En este primer ensayo, se trabajé con 3 ml de sangre
a los que, durante el proceso de extraccion de Acidos
nucleicos, se afiadieron 3 controles internos, uno para ca-
da uno de los 3 grupos de microorganismos estudiados:
grampositivos, gramnegativos y hongos. Al analizar las
inhibiciones encontradas en estos controles, observamos
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que la inhibicién del control interno de los gramnegativos
era importante, mientras que la de los grampositivos y
hongos no. Estudiando la razén de estos casos de inhibi-
cién, pensamos 2 posibles causas: posibilidad de mues-
tras heparinizadas (tomas hechas de via), y concentracio-
nes muy elevadas de leucocitos (> 13.000 ml), que inhibi-
rian la accién de la polimerasa durante el proceso de la
PCR. La primera es facil de eliminar, evitando pinchar a
los pacientes en la via con heparina; y la segunda se so-
luciona disminuyendo la concentracién de leucocitos, por
ejemplo diluyendo la muestra. Con la finalidad de ver si
la idea era correcta, realizamos otra prueba consistente
en procesar 24 muestras con la mitad de volumen (1,5
ml), llevando el dcido nucleico extraido a dilucién 1:4. El
resultado de este estudio comparativo mostré que se pa-
saba a obtener del 75 al 100% de los resultados correctos
sin inhibicién. No obstante, hubo algin caso en el que el
control interno no se inhibia en el ensayo sin dilucién,
mientras que si lo hacia en el diluido, probablemente por
un exceso de dilucion. Esto nos indica que la dilucién es
util, pero adecudndola a las circunstancias de cada pa-
ciente. En esta prueba, la coincidencia entre los resulta-
dos del hemocultivo con SeptiFast aumenté al 89%.

En este ensayo se detectaron los microorganismos si-
guientes: P. mirabilis, A. baumanii, Enterococcus fae-
cium, Enterobacter cloacae-aerogenes, estafilococos coa-
gulasa-negativa, S. aureus, Candida albicans y Candida
tropicalis. Al comparar los casos en los que tuvimos datos

TABLA 3. Resultados discrepantes entre el hemocultivo
convencional y el SeptiFast

Hemocultivo | SeptiFast

Negativo (2 casos)
Negativo

Acinetobacter baumanii
Serratia marcescens
Enterobacter cloacae

Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli

Negativo

Negativo

Klebsiella pneumoniae [ oxytoca
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simultdneos de hemocultivo (17 casos), encontramos
coincidencia en 8 casos, 7 en los que el hemocultivo de-
tecto estafilococos coagulasa-negativa y SeptiFast fue ne-
gativo, y 2 en los que SeptiFast fue negativo, mientras
que en el hemocultivo crecié6 Candida parapsilopsis en
uno, y A. baumanii en el otro. Las conclusiones de este
pequerio estudio fueron que los inhibidores disminuyen
con las diluciones, aunque hay que ajustarlas en cada ca-
so0; que hay buena concordancia entre los resultados del
hemocultivo tradicional y SeptiFast, y que con SeptiFast
se eliminan las contaminaciones debidas a estafilococos
coagulasa-negativa, ya que el sistema cuantifica las con-
centraciones de esta bacteria y de Streptococcus spp., de-
sestimando las bajas, a las que considera contaminantes.
Para ajustar las diluciones, se analiz6 una muestra al
azar (pacientes con y sin shock séptico) de 18 pacientes
ingresados en la unidad de intensivos del Hospital La Fe
de Valencia. La cantidad de muestra que se tomo6 fue de
1,5 ml sin diluir. Una réplica de estas 18 muestras se en-
vi6 a Roche Diagnostics GMBH Penzberg Germany. Los
resultados en los 2 laboratorios tuvieron una coincidencia
del 100%, y todos fueron negativos, excepto un caso posi-
tivo de P. aeruginosa. No hubo inhibiciones en ninguno
de los 2 laboratorios.

Comentarios

La sepsis grave y el shock séptico son procesos que afec-
tan a millones de pacientes en el mundo, con elevada
mortalidad, dependiendo de los pacientes estudiados, su
gravedad y los distintos paises, con importante repercu-
sién en el gasto sanitario. Se han usado diversos tipos de
marcadores inflamatorios para intentar identificar la
etiologia de la inflamacién, infecciosa o no, entre los cua-
les esta la procalcitonina, un mediador en el SRIS que
ayuda a distinguir la sepsis de otras causas. Pero la falta
de sensibilidad y especificidad en poblaciones heterogé-
neas ha abierto las puertas al uso de sistemas automati-
cos de deteccion muiltiple que analicen diversos biomar-
cadores y, por tanto, tipifiquen la respuesta inflamatoria
en funcién de su origen. El diagndéstico etiolgico rapido y
especifico de la sepsis infecciosa, que cursa con bacterie-
mia/fungemia, es importante para elegir el tratamiento
antibiético, modificar el tratamiento empirico, retirar
farmacos innecesarios y para conocerla desde un punto
de vista epidemiolégico. EI hemocultivo tradicional, mé-
todo de referencia, suele tardar un minimo de 48 h en
identificar los patégenos. Las TBAN, y concretamente
SeptiFast, tienen la posibilidad de detectar miltiples mi-
croorganismos y pueden contribuir al diagnéstico mas ra-
pido, con lo que se ganan 2-3 dias, ya que informan de los
resultados en menos de 6 h.

Lehmann et al®* estudiaron la sensibilidad del Septi-
Fast en 20 experimentos independientes y obtuvieron,
a una concentraciéon de 3 UFC/ml, una tasa de aciertos
del 100% para Serratia marcescens, E. coli, P. mirabilis,
P. aeruginosa y Aspergillus fumigatus, y del 50% para
Enterobacter aerogenes, y del 75% para Candida glabra-
ta, a concentracién de 30 UFC/ml. La comparacién de los
resultados con los de la microbiologia convencional para
1.548 aislados clinicos dio una especificidad global del
98,8%, y una especificidad del 100% en 102 donantes de

sangre sanos. En nuestro estudio, todavia en progreso,
pudimos apreciar un problema de inhibicién inicial de los
controles internos de los gramnegativos, que se solucion6
usando menos cantidad de sangre, diluyendo el extraido
y evitando, para la extraccion de la sangre, la via de los
pacientes con heparina, conocimientos utiles para la
practica habitual futura.

Los resultados con el SeptiFast se pueden informar en
una jornada de trabajo, por lo que es importante la orga-
nizacién del trabajo interno del laboratorio. En funcién
de la hora de recepcién de las muestras (a primera hora
de la mafniana, a media manana o por la tarde y noche),
hay que pensar en distintos turnos de trabajo, ya que la
extracciéon manual con el equipo incorporado, maximo de
7 muestras, es un escollo importante, por su laboriosidad
y el considerable tiempo para realizarla. Probablemente,
con una extraccién automaética se mejoraria mucho la
operatividad de la técnica, acortando los tiempos y evi-
tando posibles errores humanos. Algo a tener en cuenta
es la intervencién minuciosa en la lectura de los resulta-
dos, para los 3 grupos de microorganismos, que requiere
la participacion activa del operador y que es determinan-
te en la correcta interpretacion final de los resultados por
parte del programa SIS, que culmina generando el infor-
me definitivo de la prueba.

Hay otros equipos comercializados para investigacion
(adn no tienen marcado CE) con finalidad parecida a la
del SeptiFast. Uno de ellos es el VYOO de SIRSLab (Ale-
mania), que identifica 40 especies de hongos y bacterias.
Otro equipo, el SepsiTest de la empresa Molzym, tiene un
concepto diferente, dado que amplifica de modo universal
ADN de los genes del ARNr de 16S y 18S. Es muy proba-
ble que en el futuro la oferta y la diversidad de técnicas
existentes sea mayor que la que existe en la actualidad.
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