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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: Los métodos para diagnosticar enfermedades infecciosas han de ser rapidos, precisos, sencillos y asequi-
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) -1 la administracién de un tratamiento adecuado. Un aspecto que condiciona cada vez mads la necesidad
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de disponer de técnicas de diagnéstico rapido es el aumento de las tasas de infecciones graves causa-
das por bacterias resistentes a los antibidticos, lo que ocasiona una elevada probabilidad de error en el
tratamiento antibiético empirico. Algunos de los métodos convencionales, como la tincién de Gram o la

R . Lo deteccion de antigenos pueden generar resultados en menos de una hora pero adolecen de sensibilidad.
Diagnéstico microbiolégico . L .. R . . PR
Necesidades Enlaactualidad estamos asistiendo a un cambio importante en los laboratorios de microbiologia clinica,
Impacto en el que se incluyen avances tecnolégicos tales como el diagnéstico molecular, la microbiologia digital y
las técnicas de espectrometria de masas. Existen diversos estudios que demuestran que dichos cambios
en el diagnéstico microbioldgico reducen el tiempo de generacion de los resultados de las pruebas, lo
cual posee un impacto clinico evidente.

Sin embargo, si miramos hacia el futuro, otras nuevas tecnologias estan en el horizonte, las cuales
permitiran cubrir las necesidades que se requieren en el diagnéstico microbioldgico rapido. Esta revi-
sién proporciona un andlisis en profundidad del impacto clinico que la implementacién de técnicas de
diagnéstico rapido tendra en las necesidades clinicas no satisfechas.
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Methods of rapid diagnosis in clinical microbiology: Clinical needs

ABSTRACT

Keywords: The diagnostic methods of infectious diseases should be fast, accurate, simple and affordable. The speed

Methods of diagnosis can play a crucial role in healing the patient, allowing the administration of appropriate

Microbiological diagnosis antibiotic treatment. One aspect that increasingly determines the need for rapid diagnostic techniques

Lr]relggzt is the increased rates of serious infections caused by multidrug resistant bacteria, which cause a high
probability of error in the empirical treatment. Some of the conventional methods such as Gram staining
or antigen detection can generate results in less than 1 hour but lack sensitivity.

Today we are witnessing a major change in clinical microbiology laboratories with the technological
advances such as molecular diagnostics, digital microbiology and mass spectrometry. There are several
studies showing that these changes in the microbiological diagnosis reduce the generation time of the
test results, which has an obvious clinical impact.

However, if we look into the future, other new technologies which will cover the needs required for a
rapid microbiological diagnosis are on the horizon. This review provides an in depth analysis of the clinical
impact that the implementation of rapid diagnostic techniques will have on unmet clinical needs.
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Introduccion

Actualmente el «trending topic» en el ambito biomédico es
la medicina personalizada, también denominada medicina de
precisiéon, medicina estratificada y P4 (predictiva, personalizada,
preventivay practica). Se entiende como tal utilizar el firmaco ade-
cuado para la persona indicada en el momento oportuno. Si bien
este concepto ha adquirido mayor relevancia en el area del cancer,
si consideramos todas las especialidades, podriamos decir que la
microbiologia clinica y concretamente el diagnéstico microbiol6-
gico es el paradigma de medicina personalizada. Se pueden utilizar
varios métodos de diagnéstico que van desde los métodos directos,
con la deteccién directa del microorganismo causante de la infec-
cién, como son la microscopia, los cultivos, la deteccién de genes
especificos y la deteccién del antigeno a los métodos indirectos,
como la serologia, en la que se detectan los niveles de anticuerpos
especificos contra antigenos concretos de los microorganismos. En
lineas generales los métodos diagnésticos han de ser rapidos, preci-
sos, sencillos y asequibles. Evidentemente, algunos de los métodos
citados anteriormente, por ejemplo la tincién de Gram, deteccién
de antigenos o deteccién génica, presentan varias de estas carac-
teristicas. Sin embargo, los principales requisitos de un método
de diagnéstico, son una elevada especificidad y sensibilidad. Otras
propiedades colaterales interesantes, aunque no imprescindibles,
serian la posibilidad de automatizacién y ser coste-efectivo.

Para algunas infecciones, un diagnéstico y tratamiento tempra-
nos pueden tener un papel crucial en la curacién del paciente o en
reducir su morbimortalidad, ya que se administra un tratamiento
antibiético adecuado en el momento oportuno y necesario. Un
aspecto que condiciona cada vez mas la necesidad de disponer de
técnicas de diagnéstico rapido es el aumento de la tasa de infec-
ciones graves causadas por bacterias resistentes a los antibi6ticos,
lo que ocasiona una alta probabilidad de error en el tratamiento
empirico.

En la actualidad estamos asistiendo a un cambio importante en
los laboratorios de microbiologia clinica liderado por la automati-
zacion. Esta tendencia esta apoyada por avances tecnoldgicos tales
como el diagnéstico molecular, la microbiologia digital y las téc-
nicas de espectrometria de masas (MALDI-ToF y ESI-ToF). Estos
avances abren la puerta a una mayor estandarizacién de los pro-
cesos y resultados, a un nuevo nivel de excelencia operativa y de
rendimiento, asi como una mayor eficiencia en el laboratorio. Exis-
ten diversos estudios que demuestran que dichos cambios en el
diagnéstico microbiolégico reducen el tiempo de generacién de
resultados de las pruebas, lo cual posee un impacto clinico evidente.

A pesar de que los laboratorios de microbiologia clinica estan
implementando los muchos avances que estan teniendo lugar en
nuestro campo, si miramos hacia el futuro, otras nuevas tecnolo-
gias estan en el horizonte, entre ellas la secuenciacién de nueva
generacion (next-generation sequencing), que si bien a dia de hoy
solo se utiliza en algunos laboratorios es, sin duda alguna, una meto-
dologia a tener en cuenta, a medida que se vayan optimizando el
tiempo de anadlisis bioinformatico y su coste.

En esta revisién pretendemos analizar en detalle el impacto
clinico que genera la implementacién de técnicas de diagnéstico
rapido y las necesidades clinicas no cubiertas.

Impacto clinico y necesidades del diagnéstico rapido
Sepsis

Es evidente el hecho de que un retraso en la instauracién
de un tratamiento antibiético adecuado de la sepsis aumenta el

riesgo de mortalidad'. Hasta el advenimiento de pruebas de diag-
néstico molecular, el hemocultivo era y sigue siendo el método

estandar para la deteccién rutinaria de bacterias y hongos patége-
nos en la sangre. Sin embargo, el hemocultivo tiene las limitaciones
inherentes a la metodologia entre las que cabe destacar fundamen-
talmente la demora de tiempo en la obtencién de resultados. En
la actualidad tanto la implementaciéon del MALDI-ToF directo del
hemocultivo positivo junto con la deteccién de ciertos genes de
resistencia (fundamentalmente, el gen mecA y genes que codifi-
can BLEES y carbapenemasas), asi como las técnicas basadas en la
PCR multiple para la deteccién de los patégenos que con mayor fre-
cuencia causan bacteriemia y sus determinantes de resistencia, han
generado un importante impacto clinico y econémico reduciendo
el establecimiento del tratamiento adecuado hasta 46 horas®—>.

Generalmente la sepsis es tratada empiricamente, utilizando
antibiéticos de amplio espectro. Sin embargo, un antibiético de
amplio espectro no siempre es suficiente para el tratamiento ya que
la resistencia a los antimicrobianos esta aumentando. Los estudios
han demostrado que cada hora de retraso en la implementacién
de un tratamiento eficaz en pacientes con sepsis conduce a un
aumento de mortalidad de 7,6%’. Las técnicas de diagnéstico mole-
cular que detectan genes especificos directamente en la sangre
producen resultados mas rapidos que el hemocultivo pues eluden
el tiempo de crecimiento antimicrobiano. Sin embargo, estas nue-
vas técnicas de diagnéstico poseen también sus limitaciones. La
interpretaciéon de los resultados es, a veces, complicada, dado el
hecho de que estas pruebas moleculares detectan el ADN de los
microorganismos mas que a ellos mismos como patégenos vivos,
ademas del riesgo de interferencia por contaminacién, la presencia
de ADN «de fondo» en sangre y de la carencia de un «gold standard»
ideal®. Otra limitacion es que los resultados de sensibilidad antimi-
crobiana no siempre se pueden proporcionar de forma simultanea.
Por esta razoén, tales técnicas tienden a ser vistas mas como una
herramienta potencialmente Gtil que complementa los hemoculti-
vos convencionales que no como un método definitivo que eximiria
de su practica’. Porello, el cultivo de la sangre sigue siendo la piedra
angular para el diagnéstico de sepsis, ya que es un requisito previo
para las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos. La principal
necesidad futura para el diagndstico de la sepsis es identificar el
microorganismo causante y, ademas, conocer la sensibilidad anti-
bidtica directamente de sangre. Una prueba ideal deberia ser capaz
de procesar un pequefio volumen de sangre, ser rapida, técnica-
mente simple o automatizada, de bajo costo y que no requiriese
procesamiento por lotes. Una ventaja adicional seria la posibilidad
de poder determinar la carga bacteriana también directamente de
la sangre. Los datos publicados indican que la determinacién de la
carga bacteriana en muestras clinicas mediante PCR cuantitativa
(gPCR) representa potencialmente un marcador atil para la evalua-
cién de la eficacia del tratamiento y el pronéstico en pacientes con
infecciones bacterianas agudas®.

Las pruebas de diagndstico basado en qPCR cuantitativa seguiran
creciendo en los préximos afios, sin embargo apareceran nuevas
técnicas, sobre todo basadas en la microfluidica y nanotecnologia,
que permitiran determinar la sensibilidad antibiética directamente
del microorganismo presente en la sangre sin tener que pasar por
el hemocultivo.

Infecciones respiratorias

Hasta hace pocos afios, al atender el tépico sobre diagnéstico
rapido en infecciones respiratorias, muchos seguian pensando en
las variadas tinciones directas de muestras del tracto respirato-
rio. Por una parte, estas técnicas clasicas nos permitian, y atin
permiten, valorar la celularidad de la muestra, y con ello aproximar-
nos al valor clinico del aislado, y, por otra, distinguir la presencia
de microorganismos considerados patégenos respiratorios tipicos.
Posteriormente se unieron a ellas las tinciones de inmunofluores-
cencia directa para el diagnéstico de las infecciones por Legionella
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pneumophila e infecciones viricas. La llegada de las técnicas de
inmunocromatografia supuso una nueva herramienta a incorporar
al diagndstico rapido de la infecciones respiratorias: Streptococcus
pyogenes (S. pyogenes), antigenos en orina de Streptococcus pneu-
moniae (S. pneumoniae) y de Legionella, virus respiratorio sincitial
(VRS), adenovirus y virus de la gripe Ay B°.

Aun asi, en el caso de la neumonia adquirida en la comunidad,
cerca de un 50% de las mismas carecen de diagnéstico etiolégico
definitivo, y se admite que aproximadamente otro 50% de las causas
microbianas conocidas son por S. pneumoniae. Con ello, entre otras
limitaciones, es dificil precisar cudl es el verdadero porcentaje e
impacto de la neumonia «mixta» por dos o mas patégenos, variable
entre un 3-12% de las neumonias comunitarias segin el potencial
de diagnéstico microbiolégico. En las infecciones respiratorias los
signos y sintomas de distintos patégenos se superponen, por lo
que un diagnéstico etiolégico basado solo en la clinica no es fiable.
El desarrollo de las técnicas basadas en la amplificaciéon de acidos
nucleicos (TAAN) permite disponer ahora de técnicas moleculares
que se pueden realizar directamente de la muestra e incluyen la
posibilidad de determinar mas de un patégeno respiratorio, como
es el caso de las técnicas de PCR miltiples disponibles. Ello permite
soslayar el ir descartando cada microorganismo siguiendo un algo-
ritmo, lo que implica a su vez ir tomando repetidamente nuevas
muestras e ir sumando nuevas pruebas diagnésticas.

La incorporacién de técnicas rapidas de diagnéstico microbiol6-
gico se traduce en un beneficio para el paciente con sindrome infec-
ciosorespiratorio, ya que permiten instaurar un tratamiento precoz
y dirigido, y tomar medidas de aislamiento y de salud publica si
fuesen necesarias. Sin embargo, en el posicionamiento de las prue-
bas rapidas no debe olvidarse que las técnicas moleculares y las de
deteccién de antigeno no distinguen entre microorganismo viable
y no viable (las antigenurias siguen siendo positivas incluso meses
después del inicio de la infeccién), y no diferencian entre estado de
portador y enfermedad, aspectos clave teniendo en cuenta que la
mayoria de los patégenos respiratorios pueden encontrarse en los
pacientes como simples colonizadores del tracto respiratorio. Estas
limitaciones se podrian solventar parcialmente con técnicas cuan-
titativas moleculares y con la eleccién del gen a amplificar, siendo
un ejemplo S. pneumoniae y el gen IlytA'°, Ademas, al no realizarse
el cultivo queda ausente toda la informacién proporcionada por el
mismo, como es la sensibilidad antibiética o las variaciones de la
composicién antigénica para el desarrollo de nuevas vacunas.

Desconocemos todavia qué tipo de enfermos o qué factores
(estacionalidad, estado inmunitario, edad, estadio y gravedad de la
enfermedad) deben concurrir para que se aprovechen o beneficien
de todas estas nuevas técnicas rapidas disponibles. Faltan estudios
de evidencia sobre su repercusion en la practica clinica'!. Y hasta
entonces deberian aplicarse protocolos clinicos-microbiol6gicos
para una correcta interpretacién y valoracién de los resultados'2.

Gastroenteritis / enterocolitis

La mayoria de los laboratorios de microbiologia clinica siguen
utilizando métodos de cultivo especificos, deteccién de antigenos
y el examen microscépico para detectar bacterias, virus y parasitos
en muestras de heces de pacientes con diarrea. El porcentaje de
muestras en las que el enteropatégeno no se detecta puede ser muy
alto, debido a varias razones: 1) no todos los enteropatégenos se
buscan rutinariamente; por ejemplo, enteropatégenos con una baja
prevalencia, como Bacteroides fragilis, Edwarsiella tarda, Escherichia
alberti'®; 2) la labilidad de algunos enteropatégenos tales como
Shigella; 3) la baja sensibilidad del método utilizado para la
deteccién de algunos enteropatégenos y, 4) enteropatégenos
desconocidos.

Las técnicas moleculares se han introducido en el diagnéstico
de rutina de la diarrea en varios laboratorios microbiol6gicos en

todo el mundo. En lineas generales estas técnicas se pueden agru-
par en dos grupos'4: 1) deteccién mediante PCR de uno o varios
genes de un mismo microorganismo (ejemplo, deteccién de Clos-
tridium difficile, o deteccién de norovirus) y 2) deteccién mediante
PCR muiltiple, para la deteccién concomitante de bacterias, virus y
parasitos causantes de gastroenteritis. Una ventaja importante de
los métodos moleculares es la automatizacién del flujo de trabajo
de laboratorio. Los paneles moleculares disponibles en el mercado
son sistemas que incluyen la extraccién de la muestra, amplifi-
cacion de dianas y la deteccién de los productos amplificados de
una manera integrada. Estos métodos proporcionan ventajas adi-
cionales tales como la velocidad (1-2 h), no necesitan de personal
capacitado, un tiempo de manipulacién minimo y menor riesgo de
contaminacién. La principal limitacién de estos sistemas integrados
es su coste. Sin embargo, la incorporacién de estos paneles podria
ser rentable en ciertos pacientes con gastroenteritis o enterocolitis,
como podrian ser aquellos inmunodeprimidos'>'6. Sin embargo, se
necesitan mas estudios para evaluar los costes y los beneficios de
los paneles moleculares en otro tipo de pacientes con diarrea.

Una de las principales limitaciones relacionadas con estas
técnicas es la incapacidad de distinguir entre la infeccién y la colo-
nizacién o la deteccién de una carga de patégenos insignificante
que pudiera estar relacionada, o no, con la clinica que presenta el
paciente. Varios estudios han informado de que la cuantificacién
de la carga de enteropatégenos puede proporcionar informacién
sobre el papel del enteropatégeno detectado como causa de la
diarrea!”:18, Por lo tanto, se necesita un método mas preciso para
cuantificar los enteropatégenos presentes en las muestras de heces.

Por otra parte, todos los resultados microbiolégicos deben inter-
pretarse dentro de un contexto clinico. Ademas de la detecci6n
de una baja carga de enteropatégenos, se pueden obtener resul-
tados falsos positivos debido a la deteccién de microorganismos
no viables, ADN/ARN libres, o incluso debido a la amplificaciéon no
especifica en la PCR muiltiple.

La deteccion de resistencia a los antibiéticos por métodos mole-
culares es otro problema dificil de resolver en el caso de muestras
de heces, debido a la imposibilidad de asignar el marcador de
resistencia detectada a un patégeno en particular. Por lo tanto,
todavia debemos procesar la muestra de heces para aislar la bac-
teria y asi poder llevar a cabo las pruebas de sensibilidad. Aunque
dicho cultivo se podria realizar solo en aquellas muestras que die-
ran resultado positivo a algtn patégeno bacteriano mediante PCR
multiple. Algunas preguntas atin deben ser contestadas, como por
ejemplo: ¢ Hay que utilizar las herramientas de diagnéstico molecu-
lar en todos los pacientes con diarrea o solo en grupos especificos de
pacientes?; ¢ pueden estas nuevas pruebas ser rentables en el caso
deladiarreadelacomunidad?; ;podemos diferenciar con precisién
la infeccién de la colonizacién utilizando solo una aproximacién
molecular?

Meningitis y encefalitis

El diagnéstico clinico y microbiolégico rapido, junto a un tra-
tamiento precoz y eficaz, son aspectos claves para minimizar la
morbimortalidad de las infecciones del sistema nervioso central
(SNC), especialmente de las meningitis y encefalitis de origen infec-
cioso, cuyas complicaciones pueden ser muy graves y las secuelas
devastadoras, pese a la supervivencia'?2%, Ademas, los costes aso-
ciados con estas infecciones son significativos tanto a corto plazo,
enrelacién con la hospitalizacién y tratamiento, como a largo plazo
porla pérdida de contribucién al medio social y laboral?!. Su manejo
es diferente al de las complicaciones supurativas intracraneales
como el absceso cerebral, el empiema subdural y el absceso epi-
dural, mas cercanos a una actitud diagnéstica similar al de otras
colecciones purulentas, excepto por la salvedad de la localizacién,
menos accesible a la toma de muestras. En esa diferencia para el
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diagnéstico clinico, citobioquimico y microbiolégico de las menin-
gitis y encefalitis, el liquido cefalorraquideo (LCR) constituye una
muestra de valor incuestionable. Las pruebas esenciales en el
estudio del LCR suelen incluir las tinciones rapidas (Gram, Ziehl-
Neelsen, tinta china, etc.), la deteccién de antigenos bacterianos,
los distintos tipos de cultivos (bacterias, micobacterias y hongos,
excepcionalmente hoy los cultivos virales) y, cada vez mas, la
implementacion de métodos moleculares. Todo ello emparejado
con el andlisis celular y estudio bioquimico de una serie de para-
metros de laboratorio.

Los protocolos de manejo de muestras requieren habitualmente
un volumen significativo de LCR para llevar a cabo un estudio
amplio, no siempre facil de conseguir o de repetir el muestreo para
su consecucion.

Las sospechas de meningitis con una tincién de Gram del LCR
negativa representan un desafio diagnéstico y terapéutico impor-
tante, puesto que en la mayoria de los casos, los microorganismos
causantes seran desconocidos. En ocasiones, una prueba rapida de
aglutinacién de antigenos puede utilizarse en el diagnéstico, y esta
opcién cubre una amplia gama de microorganismos bacterianos,
pero es poco sensible. A causa de los resultados falsos positivos que
también se han comunicado con este método, algunas instituciones
lo han abandonado??.

En el caso de la meningitis bacteriana, el cultivo es de utilidad,
pero puede necesitar de 2-5 dias, y podria ser falsamente negativo si
el microorganismo es nutricionalmente exigente, hubo tratamiento
antibiético previo o la manipulacién de la muestra fue incorrecta,
rindiendo un resultado estéril o no creciendo el microorganismo
en cultivos convencionales. Por todo ello, es posible que el adve-
nimiento de las modernas TAAN permita solucionar, o compensar,
parte de estas limitaciones de la microbiologia tradicional en el pro-
cesamiento, trabajo, rendimiento y resultados de las muestras. Las
TAAN pueden ser de ayuda en el diagnéstico y en la monitoriza-
cién y resolucién de la meningitis bacteriana?. Dos importantes
cuestiones acerca de la PCR son: 1) la PCR no requiere replicacién
del virus para su deteccién, por lo que una PCR positiva no nece-
sariamente debe conllevar la presencia de infeccién en si misma
ni contribuir a un diagnéstico etiol6gico en la fase de recuperacién
postinfecciosa de pacientes en los que el diagnéstico patolégico
permanece sin esclarecer; 2) la PCR no debe obviar, por ahora, la
practica de cultivos microbiolégicos, que siguen siendo necesarios
ademas para determinar la sensibilidad de los aislados a los antibié-
ticos y monitorizar la resistencias en un contexto epidemiolégico y
geografico concreto.

Actualmente se dispone ya incluso de paneles de deteccién mul-
tiple de varios microorganismos patégenos implicados en estas
infecciones del SNC. El hecho de poder discriminar agentes bac-
terianos y virales ayuda a conducir un tratamiento mas dirigido en
el uso de antibi6ticos y antivirales.

Infecciones de transmision sexual

Las infecciones de transmisién sexual (ITS) han presentado un
considerable incremento en su incidencia en los Gltimos afios. La
aparicién del tratamiento antirretroviral frente a la infeccién por
el VIH motivé un creciente abandono del empleo de preservativos
para prevenir esta y otras infecciones.

En la actualidad son tres las poblaciones mas susceptibles y en
riesgo de padecer una ITS: los hombres que practican sexo con hom-
bres, los ambientes relacionados con la prostitucién tanto femenina
como masculina y finalmente, los heterosexuales que mantienen
relaciones sexuales con miltiples parejas, especialmente los jove-
nes.

El diagnéstico microbiolégico rapido de estas infecciones per-
sigue un doble objetivo. Por un lado, instaurar un tratamiento
efectivo que evite el avance de la enfermedad y sus posibles

secuelas. Y por otro, establecer las medidas preventivas encami-
nadas a evitar la diseminacién de la infeccién. La rapidez en el
diagnéstico es esencial para conseguir ambos objetivos debido a
la peculiaridad de estas infecciones, que a menudo provocan en los
que las padecen tanto conductas de ocultacién como resistencia a
acudir a los centros sanitarios.

La existencia de consultas de ITS2# que ofrezcan al paciente, ade-
mas de discrecién, un diagnéstico clinico y microbiolégico rapido,
contribuye sin lugar a dudas a frenar su expansién. En este con-
texto, el diagnéstico microbiolégico rapido debe ir encaminado a
establecer la existencia o no de infeccién, asi como a descubrir cual
es el agente etiolégico de la misma. Clasicamente, el microbiélogo
ha dispuesto de diversas técnicas rapidas basadas en el examen
microscépico que siguen manteniendo su eficacia, como la tincién
de Gram del exudado uretral (para la uretritis gonocécica) o del
exudado vaginal (para la vaginosis bacteriana), el examen en fresco
del exudado vaginal (para las vaginitis por Trichomonas vaginalis
[T. vaginalis] o Candida spp.) o la microscopia en campo oscuro para
la sifilis primaria (aunque con sus limitaciones de indole practico).

Algunas pruebas serolégicas, como la deteccion de anticuerpos
reaginicos mediante técnicas rapidas de aglutinacién (RPR), pue-
den ser negativas en las fases iniciales de la sifilis primaria. Otras
técnicas rapidas, como las de deteccién de antigeno de Chlamydia
trachomatis (C.trachomatis) o del virus del herpes simple, han caido
endesuso por su baja sensibilidad. Otras, como las técnicas de hibri-
dacién de acidos nucleicos (para la deteccién de T. vaginalis, Candida
spp. o Gardnerella vaginalis [G. vaginalis]) se han visto superadas por
TAAN.

Y son estas TAAN, especialmente las de reaccién en cadena de
la polimerasa a tiempo real (rt-PCR), y dentro de ellas, aquellas
PCR multiples que permitan la deteccién de los diversos microor-
ganismos implicados en determinada infeccion, las que permiten
ya en ocasiones, y permitiran en el futuro, cubrir las necesida-
des de un diagnéstico microbiolégico rapido de las diversas ITS:
1)la deteccion de Neisseria gonorrhoeae, C. trachomatis, Mycoplasma
genitalium y Ureaplasma spp. en pacientes con uretritis, proctitis,
cervicitis y enfermedad inflamatoria pélvica®’; 2) la deteccién de
T. vaginalis y Candida spp. en pacientes con vaginitis o el diagnés-
tico de la vaginosis bacteriana mediante técnicas que cuantifiquen
la presencia o ausencia de G. vaginalis y Lactobacillus spp.?°, o las
encaminadas a detectar Mycoplasma hominis, Atopobium vaginae y
Mobiluncus spp.; 3)la deteccién de Treponema pallidum, de las cepas
L1-L2-L3 de C. trachomatis causantes del linfogranuloma venéreo,
de Haemophilus ducreyi y de los virus del herpes simple 1y 2, cau-
santes de tlceras genitales, rectales o faringeas?’28,

Existen actualmente algunas plataformas de rt-PCR miltiple
que permiten la deteccién de algunos de estos microorganismos
en menos de una hora?°. Otras, permiten la deteccién de siete o
mas patégenos genitales2?-30 aunque requieren para ello un tiempo
mayor. La adecuada combinacién de los microorganismos capaces
de ser detectados para una determinada ITS, una excelente sen-
sibilidad y especificidad, un aumento en la rapidez de la técnica
y en la facilidad en llevarla a cabo, ademas evidentemente de su
decreciente cose econémico, facilitaran el empleo de estas TAAN
miltiples como método de diagnéstico rapido de las ITS.

Diagnostico microbioldgico rapido en pacientes
inmunodeprimidos

El tratamiento antibiético empirico apropiado administrado de
forma precoz en el caso de los enfermos inmunocomprometidos,
y especialmente en el paciente con neutropenia febril®'2, ha sido
asociado reiteradamente a una mejora en la supervivencia de los
pacientes con sepsis y/o bacteriemia®3. Al igual o mas que
los pacientes inmunocompetentes, hasta un 40% reciben
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antibioterapia inadecuada hasta que se produce la primera
notificacién del hemocultivo positivo, generalmente con el resul-
tado de la tincién de Gram?*. En este punto, el 12-20% de los
pacientes puede que todavia no hayan iniciado tratamiento anti-
biético y el 30-45% de los enfermos necesitaran de modificaciones
en el tratamiento antibiético empirico como resultado del informe
de la tincién. Se ha demostrado que la informacién de la tincién
de Gram tiene mucho mayor impacto sobre el tratamiento anti-
microbiano que el resultado definitivo del hemocultivo, aportado
posteriormente por la identificacién del aislamiento en los cultivos
y los estudios de sensibilidad antimicrobiana®>.

El hemocultivo sigue siendo el «gold standard» en el diagnéstico
de la bacteriemia, pero tienen una baja sensibilidad para bacterias
y hongos denominados «fastidious», término que suele englobar a
los microorganismos con exigencias nutricionales, defectivos en su
metabolismo o que precisan de atmdsferas y condiciones de tempe-
ratura especiales. La sensibilidad del hemocultivo también decrece
cuando lamuestra de sangre es tomada tras el inicio del tratamiento
antimicrobiano. La especificidad es desafiada por la contaminacién
del hemocultivo. Asi, el aislamiento de contaminantes habituales en
los hemocultivos (particularmente teniendo en cuenta que algunos
de ellos, como los estafilococos coagulasa-negativos, son también
causas frecuentes de bacteriemia) hace que la interpretacién de
los resultados sea mucho mas dificultosa®. El aislamiento de un
microorganismo potencialmente contaminante a partir de mas de
una muestra de sangre extraida de punciones de venas periféricas
independientes es considerado tipicamente diagnéstico de bacte-
riemia verdadera; sin embargo, el estudio genético molecular de
estas cepas de estafilococos coagulasa-negativos aisladas de mues-
tras de sangre pareadas sugiere que, o bien la contaminacién puede
ocurrir también en estas circunstancias o que las infecciones son
frecuentemente policlonales®’.

Dado que el hemocultivo como «gold standard» es lento e insu-
ficientemente sensible, se han desarrollado nuevas técnicas para
detectar bacterias y hongos en la sangre, tal como se ha descrito
anteriormente. Recientemente, se ha comunicado en el campo de
la candidemia la introduccién de una nueva plataforma diagnés-
tica basada en la metodologia de resonancia magnética T2 (T2RM),
capaz de una deteccién ultrasensible y rapida de dianas fingicas
en sangre completa, sin necesidad de hemocultivo previo®?3?, Esta
capacidad para excluir ripidamente y con precisién la posibilidad
de la candidemia, especialmente por especies no-albicans, tiene
importantes implicaciones en la practica clinica, ya que permite
disminuir el nimero de pacientes que reciben terapia antiftingica
empirica, reduciendo asila incidencia de cepas resistentes, la apari-
cion de efectos adversos y costo econémico de la atencién sanitaria.
Queda por comprobar si esta plataforma tecnolégica podria ser
rentable y trasladable a distintos tipos de huéspedes (inmunocom-
petentes e inmunodeprimidos), a pacientes tanto adultos como
pediatricos, asi como a otros tipos de muestras distintas a la sangre.

Diagnostico microbioldgico rapido en niiios

Las enfermedades infecciosas siguen siendo una de las prime-
ras causas de demanda de asistencia sanitaria, extrahospitalaria,
hospitalaria y de urgencias, en la poblacién pediatrica. Desde
antes incluso de su nacimiento, hasta que alcanza la madurez, la
poblacién infantil es especialmente susceptible a muchas de las
infecciones. El recién nacido y el lactante no disponen todavia de
un sistema inmunitario lo suficientemente desarrollado para hacer
frente a estas enfermedades. En la edad infantil, los nifios van des-
arrollando esta inmunidad, en parte gracias a las vacunas, aunque
se ven sometidos a multiples ocasiones de contagio, tanto de los
adultos como de otros nifios. Las infecciones de vias respiratorias
y gastrointestinales, por no hablar de infecciones mas graves como

las sepsis o las meningitis, son frecuentes en esta poblacién parti-
cularmente predispuesta a ellas.

En este contexto, el diagnéstico clinico y microbiolégico rapido
de estos procesos, y la instauracién de un tratamiento adecuado,
antibiético o no, son esenciales no solo para la vida y posterior des-
arrollo del nifio, sino también para evitar otros efectos colaterales,
como la masificacién de los servicios de urgencias pediatricas y la
inevitable angustia de los padres y familiares.

El control de las infecciones pediatricas empieza ya cuando el
nifio se encuentra todavia en el Gtero de su madre. Y un ejemplo
de ello, entre otros, puede ser la necesidad de detectar el estado de
portadora de Streptococcus agalactiae en las gestantes en las que
no se ha realizado un cultivo vagino-rectal para detectar a este
microorganismo, bien porque su embarazo no ha sido controlado,
bien porque el parto tiene lugar de forma prematura. O el de aque-
llas mujeres que presentan una infeccién intraamniética que puede
desencadenar un grave cuadro de sepsis o de meningitis neonatal.
Hasta ahora, los microbiélogos disponian de un niimero limitado de
técnicas rapidas capaces de ser empleadas en la poblacién pedia-
trica, desde la observacién microscépica (la tincién de Gram de
LCR en un nifio con sospecha de meningitis sigue siendo una téc-
nica esencial para su diagnéstico etiol6gico), hasta las técnicas de
deteccién de antigeno.

Existen pruebas de aglutinacién para detectar en el LCR antige-
nos de algunas bacterias causantes de meningitis aunque su baja
sensibilidad y la poca cantidad de LCR de que podemos disponer,
limitan su uso a determinadas situaciones.

También existen técnicas de inmunocromatografia para detec-
tar S. pneumoniae (en la orina) y S. pyogenes (en faringe), o algunos
virus respiratorios (como el virus respiratorio sincitial [VRS] o el de
la gripe) o gastrointestinales (como rotavirus o ciertos adenovirus)
que son de cierta utilidad por su facil manejo, aunque adolecen de
poca sensibilidad.

No ha sido hasta la aparicién de las TAAN, especialmente las
técnicas de rt-PCR y PCR miiltiples, en que se ha desarrollado, y va
a seguir desarrollandose, el diagnéstico rapido de las infecciones
pediatricas. Estos son algunos ejemplos de las necesidades clinicas:
1) deteccién intraparto de S. agalactiae en frotis vagino-rectal de la
madre (existen ya plataformas que permiten su deteccién en menos
de unahora“®) o detecciéon de Ureaplasma spp., S. agalactiae, Escheri-
chia coliy Listeria monocytogenes en muestras de liquido amniético;
2) deteccién de agentes causantes de meningoencefalitis: existen
ya plataformas que permiten la deteccién de bacterias (S. agalactiae,
E. coli K-1, L. monocytogenes, Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae y S. pneumoniae), hongos (Cryptococcus spp.) 0 virus
(citomegalovirus, enterovirus, virus del herpes simple 1y 2, virus
varicela zéster, herpes virus humano tipo 6 y Parechovirus) en
alrededor de una hora*'; 3) deteccién de agentes causantes de bac-
teriemia y fungemia: existen diversas plataformas que permiten,
mediante TAAN, la identificacién de los microorganismos crecidos
en los frascos de hemocultivo o la deteccién de diversos mecanis-
mos de resistencia*?#3, aunque el auténtico reto seria disponer de
métodos los suficientemente sensibles como para ser aplicables
directamente en la sangre del paciente, como se ha comentado
anteriormente, teniendo en cuenta el escaso volumen de muestra
de que podremos disponer en determinados pacientes, como los
recién nacidos prematuros; 4) deteccion de microorganismos cau-
santes de infecciones de las vias respiratorias, tanto las causadas por
bacterias (S. pneumoniae, H. influenzae, Bordetella pertussis, Myco-
plasma pneumoniae o Chlamydia pneumoniae entre otros) como
por virus (gripe A y B, VRS, parainfluenza, adenovirus, etc.)**;
5) deteccién de microorganismos causantes de faringo-amigdalitis,
especialmente S. pyogenes*> (pero también otras bacterias como
Streptococcus dysgalactiae o equisimilis, Arcanobacterium haemoly-
ticum o Fusobacterium necrophorum) o el virus de Epstein-Barr;
6) deteccion de microorganismos causantes de gastroenteritis:
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desde bacterias (Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter spp.,
Yersinia enterocolitica o E. coli enterohemorrdgico, entre otros), hasta
parasitos (Giardia lamblia) o virus (rotavirus, adenovirus 40-41,
norovirus, etc.), asi como la deteccién en heces de Helicobacter
pylori“S,

La diversidad de los microorganismos susceptibles de ser detec-

tados, la necesidad de poco volumen de muestra, la sensibilidad
y especificidad de la técnica, la rapidez y la facilidad en llevarla
a cabo, y el decreciente coste econémico, facilitaran el empleo de
estas TAAN miiltiples como método de diagnéstico rapido de las
infecciones pediatricas.
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