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RESUMEN

Introduccién: La sepsis neonatal es una importante causa de morbimortalidad. Un diagnéstico precoz y
el inicio rapido del tratamiento son fundamentales en la evolucién del recién nacido. El hemocultivo,
considerado técnica de referencia para el diagndstico de sepsis, presenta una baja sensibilidad en este
grupo de pacientes. Se planteé evaluar la utilidad de la PCR miiltiple LightCycler® SeptiFast (LC-SF) en el
diagnéstico de la sepsis neonatal, comparandola con el hemocultivo tradicional.
Métodos: Serecogieron 42 muestras de sangre correspondientes a 35 recién nacidos con episodios febriles
ingresados en la unidad de cuidados intensivos neonatal del Hospital Universitario Virgen de las Nieves.
Por cada episodio febril se procesaron 2 muestras de sangre venosa periférica para la realizaciéon del
ensayo LC-SF y del hemocultivo, respectivamente.
Resultados: La sensibilidad y la especificidad de LC-SF, comparada con el diagnéstico clinico de sep-
sis, fueron del 79 y del 87%, respectivamente. La tasa de hemocultivos contaminados fue del 16,7%,
detectandose Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) y Streptococcus grupo viridans. En LC-SF la tasa
de SCN contaminantes fue del 2,4%. La concordancia entre las 2 técnicas diagnésticas fue moderada
(indice kappa: 0,369). La técnica LC-SF demostré una mayor concordancia con el diagnéstico clinico
final (indice kappa: 0,729) que el hemocultivo (indice kappa: 0,238).
Conclusion: LC-SF podria ser una herramienta ttil, empleada en paralelo con el hemocultivo en recién
nacidos, al confirmar o descartar los casos que el hemocultivo no resuelve, ademas de disminuir el tiempo
de obtencién de resultado a 7 h.

© 2012 Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Evaluation of the LightCycler® SeptiFast test in newborns and infants
with clinical suspicion of sepsis

ABSTRACT

Introduction: Neonatal sepsis is a significant cause of morbidity and mortality. Early diagnosis and prompt
antimicrobial therapy are crucial for a favorable outcome of the newborn child. Blood culture, the current
“gold standard” method for diagnosing bloodstream infections, has a low sensitivity in newborns. We eva-
luated the multiplex real-time PCR LightCycler® SeptiFast (LC-SF) for detection of bloodstream infections
in newborns, compared with conventional blood culture.

Methods: A total of 42 blood samples were obtained from 35 subjects presenting with a febrile epi-
sode and hospitalized in neonatal intensive care unit at Hospital Universitario Virgen de las Nieves. Two
samples were collected during each febrile episode in order to carry out LC-SF assay and blood culture,
respectively.

Results: Sensitivity and specificity of 79% and 87%, respectively, compared with clinical diagnosis, were
obtained for LC-SF. Contamination rate of blood cultures was 16.7%, mainly due to coagulase-negative
staphylococci (CoNS) and viridans groups of streptococci. Contamination rate of LC-SF by CoNS was 2.4%.
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Concordance between LC-SF and blood culture was moderate (kappa index: 0.369). LC-SF demonstrated
a higher concordance (kappa index: 0.729) with the final clinical diagnosis than blood culture (kappa

index: 0.238).

Conclusion: LC-SF assay could be a useful diagnostic tool, along with a conventional blood culture, in
newborn, for confirming or ruling out those cases that blood culture could not determine, shortening the

time to result to 7 hours.

© 2012 Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Las infecciones son la principal causa de morbilidad y mortali-
dad en el periodo neonatal, y en la mayoria de los casos prolongan
la estancia hospitalaria en las unidades de cuidados intensivos neo-
natal (UCIN). Segtin los estudios del Grupo Castrillo, la incidencia en
Espafia de sepsis de transmision vertical es de 2,5 por 1.000 recién
nacidos (RN) vivos, y la de sepsis nosocomial del 2,1% de los ingre-
sos en unidades neonatales, con una mortalidad del 8,7 y del 11,8%,
respectivamente!-2,

Un diagndstico precoz y el inicio rapido del tratamiento son fun-
damentales en la evolucién del RN. La obtencién de este diagnéstico
precoz sigue siendo un desafio, ya que la mayoria de sintomas y
signos de infeccién neonatal son inespecificos3. Los marcadores
biol6gicos como la proteina C reactiva, la procalcitonina o algu-
nas interleucinas se pueden elevar durante las primeras horas de
vida en neonatos no infectados’. El hemocultivo esta considerado
como la técnica de referencia para el diagndstico de sepsis. Sin
embargo, la necesidad de instaurar de forma precoz un tratamiento
antibiético, generalmente de amplio espectro, hace que el hemo-
cultivo tenga un elevado porcentaje de falsos negativos, dado que
en muchos casos la toma de muestra se realiza tras la instauracién
de la antibioterapia®#8. Otro factor importante es el volumen de
sangre extraido en los RN, que suele ser significativamente inferior
al obtenido en adultos (<1 ml frente a 10-30 ml). Todo esto, junto
con el hecho de que las bacteriemias en RN son a menudo transi-
torias o interminentes, limita mucho el valor del hemocultivo en el
diagnéstico de sepsis en este grupo de pacientes®.

En la Gltima década se han descrito distintas técnicas molecu-
lares para la deteccién de ADN bacteriano y flingico directamente
de sangre!%-13_El ensayo LightCycler® SeptiFast Test M8rade (LC-SF;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) es una prueba de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) miiltiple en tiempo real,
para la deteccién de ADN bacteriano y fangico (regién ITS [inter-
nal transcriptor spacer], situada entre las secuencias ADNr 16S-23S
y ADNr 18S-5,8S, respectivamente). Permite la identificaciéon de
25 microorganismos en sangre humana, representando aproxi-
madamente el 90% de los patégenos implicados en bacteriemia
en la poblacién adulta. El objetivo principal de este estudio es eva-
luar la utilidad de la técnica LC-SF en el diagndstico de la sepsis
neonatal, en comparacién con el hemocultivo tradicional.

Métodos

Se recogieron un total de 42 muestras de sangre de otros tantos
episodios febriles de 35 RN y lactantes ingresados en la UCIN del
Hospital Universitario Virgen de las Nieves entre abril de 2007 y
abril de 2009.

Se procesaron 2 muestras de sangre venosa periférica de cada
episodio, con un volumen recomendado de 1 ml para cada técnica,
y un volumen final que oscil6 entre 350 y 1.000 .l segiin las posi-
bilidades de extraccién dadas las caracteristicas de estos pacientes.
Una muestra se inocul6 en un tubo de hemograma con K-EDTA,
para realizacién del ensayo LC-SF, y la otra, en frasco pediatrico
para hemocultivo por el sistema automatico Bactec-9240® (Bec-
ton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.). LC-SF se llevé a cabo en

las 24 h siguientes a la recepcién de la muestra. La sangre se con-
servé a 4 °C hasta la realizacién del ensayo. La extraccion del ADN,
la realizaciéon del ensayo LC-SF y la interpretacién de los resulta-
dos de la PCR se llevaron a cabo siguiendo las recomendaciones del
fabricante.

El tiempo minimo necesario para la obtencién de resultados
tras el hemocultivo fue de 48 h. El método de extraccién de acido
nucleico en el ensayo LC-SF recomendado por el fabricante fue la
extraccién manual, llevandose a cabo en aproximadamente 4h.
Esto hace un tiempo total de procesamiento de muestras hasta la
obtencién de resultados con la técnica LC-SF de 7 h.

Elregistro de datos y andlisis de resultados se llevé a cabo usando
PASW Statistics version 18.0 (IBM SPSS Inc., Chicago, EE.UU).
Se realiz6 andlisis retrospectivo de los datos clinicos y de labo-
ratorio junto con los resultados obtenidos por ambas técnicas
microbiolégicas.

El diagnéstico clinico final fue de sepsis clinica, sepsis probada
o sepsis descartada. Se definié como sepsis clinica cuando se cum-
plian los criterios clinicos de mala perfusién, mala tolerancia oral,
distrés respiratorio e hipotensién y/o los criterios analiticos de leu-
copenia o leucocitosis con desviacién a la izquierda y proteina C
reactiva elevada (> 1 mg/dl). La sepsis probada se definié como la
presencia de sepsis clinica junto con el aislamiento del microorga-
nismo en el hemocultivo. Se definié como sepsis descartada cuando
solo se cumplia uno de los criterios clinicos y/o analiticos de sep-
sis clinica debido a otras causas, bien porque el hemocultivo se
habia realizado como control de tratamiento de un episodio pre-
vio o porque el paciente estaba afectado por otras patologias no
infecciosas.

Se realizé estadistica descriptiva de los datos clinicos y de
laboratorio. Asi mismo se determinaron los valores de sensibi-
lidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo de la técnica LC-SF tomando como referencia el diag-
néstico clinico final. Se determiné el indice kappa'* y el acuerdo
porcentual para calcular el grado de concordancia entre las téc-
nicas diagnosticas, asi como el grado de concordancia entre cada
técnica y el diagnéstico clinico final. Para cada pardmetro esta-
distico analizado se calcularon los intervalos de confianza al
95% (1C95%).

Resultados

La poblacién estaba constituida por pacientes con edades com-
prendidas entre 0y 151 dias, con una mediana de 8 dias (desviacién
cuartilica: 6 dias), de los cuales 13 eran mujeres (37,1%) y 22 varo-
nes (62,9%). La mediana del peso al nacer de los RN fue de 2.400g
(rango: 615-3.760g; desviacién cuartilica: 1.090g), siendo el
54,3% (19/35) RN pretérmino y el 31,4% (11/35) RN de muy bajo
peso (RNMBP) (<1.500 g).

Se consider6 sepsis descartada en 23 episodios (54,8%) y sep-
sis clinica en los otros 19 episodios (45,2%), de los cuales 10 se
confirmaron por el hemocultivo (sepsis probada).

Entre los 19 RN pretérmino, en 10 de ellos (52,6%) hubo sep-
sis clinica, de los cuales 5 (26,3%) fueron sepsis probada. De los
11 RNMBP, 6 (54,5%) fueron sepsis clinica, de los cuales 3 (27,3%)
fueron sepsis probada.
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Tabla 1

Resultados de las técnicas de hemocultivo y LightCycler® SeptiFast Test M&'d¢ en relacién con el diagnéstico clinico final

Diagnéstico clinico final n HC

LC-SF Concordancia

Escherichia coli
Enterobacter cloacae
Enterococcus faecalis
E. cloacae/E. faecalis
SCN

SCN

SCN

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

SCN

SCN

SCN

SGV

Negativo

Sepsis probada (n = 10)

Sepsis clinica (n =9)

Sepsis descartada (n = 23) 1

[SIN NG NI NC T NG TN NG NS N

—_

Total 42

Escherichia coli a
Enterobacter cloacae a
Enterococcus faecalis a
E. cloacae/E. faecalis a
SCN a
Pseudomonas aeruginosa b
Streptococcus pneumoniae b
Negativo e
SCN c
Pseudomonas aeruginosa c
Streptococcus pneumoniae c
Negativo e
Pseudomonas aeruginosa b
Candida parapsilosis b
Negativo d
Negativo d
SCN c

8(a), 4 (b),6(c),5(d), 19 (e)

Concordancia. a: positivos ambas técnicas con identificacién concordante; b: positivos ambas técnicas con identificacion discordante; c¢: HC negativo/LC-SF positivo;

d: HC positivo/LC-SF negativo; e: negativos ambas técnicas.

HC: hemocultivo; LC-SF: LightCycler® SeptiFast Test M#"2d¢; SCN: Staphylococcus coagulasa negativa; SGV: Streptococcus grupo viridans.

Tabla 2

Concordancia entre el diagnéstico clinico y los resultados del ensayo LightCycler® SeptiFast Test M#2d¢ y del hemocultivo

Sepsis descartada

Sepsis clinica/probada

Kappa (IC95%) Acuerdo porcentual, % (1C95%)

LC-SF
Negativo 20 4
Positivo 3 15
Hemocultivo
Negativo 16 9
Positivo 7 10

0,729 (0,511-0,947) 86,84 (72,67-94,25)

0,238 (-0,067-0,543) 63,16 (47,28-76,62)

1C95%: intervalo de confianza al 95%; LC-SF: LightCycler® SeptiFast Test Msrade,

El nimero de episodios positivos por el hemocultivo y el LC-
SF fue de 17 y 18, respectivamente. Se obtuvieron 25 episodios
negativos por hemocultivo y 24 por LC-SF.

En la tabla 1 se muestran los resultados del hemocultivo y el
LC-SF en relacién con el diagnéstico clinico final, asi como la con-
cordancia y discordancia entre ambas técnicas.

Entre los 10 casos de sepsis probada, 8 fueron resultados posi-
tivos con identificacién concordante entre ambas técnicas. En los
2 casos discordantes, se aislé Staphylococcus coagulasa negativa
(SCN) en el hemocultivo. En uno de estos casos, LC-SF detecto Pseu-
domonas aeruginosa (P. aeruginosa). Se trataba de un paciente que
tambien dio positivo a P. aeruginosa en otra muestra de sangre
mediante LC-SF, con resultado negativo de hemocultivo y diag-
néstico de sepsis clinica. A este paciente se le habian tomado
otras tantas muestras coincidiendo con las 2 muestras de san-
gre, 3 aspirados endotraqueales y un liquido peritoneal, aislandose
P. aeruginosa en un aspirado traqueal y en el liquido peritoneal. En
el otro caso discordante, LC-SF detect6 Streptococcus pneumoniae (S.
pneumoniae); en este caso, el pediatra consider6 sepsis tardia por
SCN, a consecuencia de un cuadro febril con elevacién de PCR.

LC-SF fue capaz de detectar un microorganismo en 5 de los
9 casos de sepsis clinica con hemocultivo negativo, 2 P. aeruginosa
(una corresponde al caso descrito anteriormente), un S. pneumoniae
y 2 SCN.

Entre los 23 episodios en los que la sepsis se consideré descar-
tada, 16 dieron negativo el hemocultivo y 20 el ensayo LC-SF, lo
que supone el 69,5y el 87% de las sepsis descartadas, siendo con-
cordante el resultado negativo en 15 casos. Los 7 casos de sepsis
descartada con hemocultivo positivo correspondian a 6 SCN y un
Streptococcus grupo viridans, por lo que se consideraron contami-
naciones de la toma. SCN solo se detecté por LC-SF en uno de los
casos de sepsis descartada. Por tanto, la tasa de contaminacién por

SCN del hemocultivo y del LC-SF fue del 14,3 y del 2,4%, respecti-
vamente. Ademas, LC-SF detecté P. aeruginosa en un caso y Candida
parapsilosis (C. parapsilosis) en otro caso de sepsis descartada.

Los valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo nega-
tivo y valor predictivo positivo de la técnica LC-SF fueron de 79%
(IC95%: 57-91%), 87% (1C95%: 68-95%), 83% (1C95%: 64-93%) y 83%
(1C95%: 61-94%), respectivamente.

Al analizar la concordancia entre las 2 técnicas diagnésticas se
obtuvieron 5 grupos de resultados: 8 casos positivos por ambas téc-
nicas con identificacién concordante, 4 casos positivos por ambas
técnicas con identificacion diferente, 6 casos con hemocultivo nega-
tivo y LC-SF positivo, 5 casos con hemocultivo positivo y LC-SF
negativo y 19 casos negativos por ambas técnicas.

El estudio de concordancia entre las 2 técnicas diagnoésticas
demostré un indice kappa de 0,369 (IC95%: 0,062-0,675), equiva-
lente a una concordancia moderada, y un acuerdo porcentual del
71,1% (1C95%: 55,2-83%).

Asimismo, se determiné el grado de concordancia de cada téc-
nica con el diagnéstico realizado por el pediatra. Se demostré una
mayor concordancia del diagnéstico clinico con los resultados del
LC-SF que con los del hemocultivo (tabla 2).

Discusion

La sepsis neonatal es una causa importante de morbilidad y mor-
talidad, fundamentalmente en RN pretérmino!”. De todos los casos
de sepsis en el RN, mas del 25% afecta a RNMBP!6. En nuestro estu-
dio, teniendo en consideracién los 35 RN, de 14 casos de sepsis
clinica, 10 afectaron a RN pretérmino (71,4%)y 6 a RNMBP (42,8%).

La deteccién e identificacion de microorganismos en sangre
por técnicas moleculares se consiguié en un tiempo medio de
7h, tiempo muy inferior a los del hemocultivo, de 48-72h. No
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obstante, el tiempo requerido para el procesamiento y realizacién
de la técnica es superior para LC-SF. Recientemente se han publi-
cado trabajos!'’” que han optimizado esta técnica con extraccién
automatizada, que reducen el tiempo de manipulacién durante el
proceso de extraccién de acidos nucleicos, que era, por otra parte,
el mas laborioso de todo el procedimiento de LC-SF. Estos sistemas
automaticos de extracciéon reducen el tiempo total para obtener un
resultado en 4 h, y minimizan el riesgo de contaminacion.

En los episodios donde la sospecha clinica de sepsis fue confir-
mada con el aislamiento del microorganismo en el hemocultivo,
LC-SF detecté 8 de los 10 casos. Estos microorganismos fueron
E. coli, E. cloacae, E. faecalis y SCN. Esto muestra el valor de la técnica
LC-SFen la identificacién de enterobacterias y de E. faecalis, ademas
de confirmar el papel patégeno de SCN en ciertos casos, dado que
la interpretacién del aislamiento a partir del hemocultivo con una
sola toma (generalmente el tipo de muestra disponible en RN) suele
generar controversia.

De los 2 episodios restantes con sepsis clinica, en uno de ellos
LC-SF detecté P. aeruginosa, microorganismo que se aisl6 en otras
muestras del mismo paciente. Por el contrario, en el hemocultivo
se aisléo SCN. P. aeruginosa es uno de los principales probables
contaminantes generados en el flujo de trabajo en la realizacién
de PCR universal!®, y SCN forma parte de la microbiota epitelial
y por tanto puede contaminar la sangre extraida. El hecho de que
P. aeruginosa se detectara en otras muestras del paciente puede
hacer suponer que una posible contaminacién del hemocultivo
con SCN impidiera la deteccién del otro patégeno en la sangre.
Realmente es dificil determinar cual es el microorganismo cau-
sante de sepsis en estos casos, ya que se dispone solo de una toma.
Lo mismo pudo ocurrir en el caso discordante en que LC-SF detectd
S. pneumoniae y el hemocultivo detecté SCN.

La determinacién de la sensibilidad y especificidad del hemo-
cultivo es dificil, ya que no existe una regla de oro independiente
para compararla!®. Por ello, aunque sigue considerandose la téc-
nica de referencia para el diagndstico de sepsis neonatal, tiene un
valor muy limitado, debido al elevado niimero de falsos negati-
vos y falsos positivos. En los RN es frecuente obtener hemocultivos
negativos en presencia de fuertes indicios de sepsis clinical®. El
factor mas importante causante de esto es el volumen de sangre20,
que en este grupo de pacientes suele ser inferior a 0,5ml?!. Otras
causas que pueden influir en estos falsos negativos son las bacte-
riemias de bajo nivel (aquellas con una concentracién de patégenos
<10UFC/ml en sangre), que se pueden presentar en el 68% de los
casos de sepsis?2, y el uso de antibiéticos intraparto, que pueden
estar presentes en la sangre del RN, lo que da lugar a falsos negativos
del hemocultivo pero que no impiden el desarrollo de sepsis23. En
nuestro estudio, 5 de los 9 casos de sepsis clinica con hemocultivo
negativo fueron positivos mediante LC-SF. Son varios los estudios
realizados donde queda patente la mayor sensibilidad del LC-SF
sobre el hemocultivo en distintos &mbitos clinicos, como son en las
unidades de cuidados intensivos'224-26 en urgencias?’, pacientes
con neutropenia febril?8, y especialmente pacientes en tratamiento
antimicrobiano213:26,

Por ello, la exactitud diagnéstica de la prueba LC-SF se determiné
basandose en el diagnéstico clinico final del pediatra teniendo en
cuenta datos clinicos, de laboratorio y microbiolégicos, debido a la
inferior sensibilidad del hemocultivo con respecto al LC-SF, tal y
como queda reflejado en varios estudios!1-13,

Se consideraron contaminaciones por SCN los episodios en los
que se aisl6 o detectd el microorganismo que fueron clasificados
finalmente como sepsis descartada. Seglin esto, se demostré una
tasa de contaminaciéon del hemocultivo con SCN del 14,3% frente al
2,4% con LC-SF. Teniendo en cuenta que habitualmente solo vamos
a disponer de una sola toma en RN, LC-SF probablemente es de
mayor utilidad que el hemocultivo para descartar sepsis por SCN.
Ademas, los patégenos importantes son detectados en las primeras

24 de incubacién del hemocultivo2939, Por tanto, se podria pen-
sar que un tiempo de deteccién corto en el hemocultivo, junto con
un LC-SF positivo a SCN u otro microorganismo potencial contami-
nante (como SGV), podria confirmar una sepsis por los mismos. La
deteccién de P. aeruginosa mediante LC-SF en un caso de sepsis des-
cartada con aislamiento de SCN en el hemocultivo podria deberse
a contaminacion asociada a la técnica molecular. Sin embargo, la
deteccion de C. parapsilosis por LC-SF en el otro caso es dificil de
interpretar. La revision de la historia del paciente en donde se dio
esta circunstancia no reflej6é ningiin dato adicional que permitiera
interpretar el resultado del estudio microbioldgico.

Un inconveniente de LC-SF para el manejo de la sepsis neonatal
es que esta disefiada para sepsis en adultos, y por tanto el espectro
de microorganismos detectados no es el 6ptimo para RN. LC-SF no
detecta de forma especifica microorganismos comtinmente impli-
cados en sepsis neonatal como Streptococcus agalactiae (aunque
esta incluido en Streptococcus spp. junto con Streptococcus pyoge-
nes) y Listeria monocytogenes.

Los actuales métodos automaticos de extraccién de acidos
nucleicos simplifican el método molecular, pero a pesar de esto,
el tiempo requerido de procesamiento de la muestra es muy supe-
rior al necesario para procesar un hemocultivo. Por otra parte, las
técnicas moleculares permiten obtener la identificaciéon del micro-
organismo causal en un tiempo menor. Las técnicas moleculares
tendrdn realmente mayor difusién como método diagnéstico de
sepsis cuando se consiga la automatizacion total del proceso.

Ademas, para el empleo de técnicas de PCR en el diagnéstico
de sepsis neonatal se deben incluir dianas para detectar especifica-
mente los patégenos mas frecuentemente implicados en este grupo
poblacional. No obstante, LC-SF podria confirmar o descartar sepsis
clinica en determinados casos que el hemocultivo no resuelve.
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