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La septicemia es una de las causas mas importantes de muerte en pacientes hospitalizados. El hemocul-
tivo es el método de referencia para detectar el agente etiol6gico responsable, pero el resultado definitivo
depende de la velocidad de crecimiento del microorganismo. En los tltimos afios el empleo de diversas
tecnologias como la espectrometria de masas (matrix-assisted laser desoption ionization time-of-flight), 1a
hibridacién del ADN, los microarrays o las reacciones de PCR rapidas han disminuido de forma considera-
ble el tiempo necesario para laidentificacion de los microorganismosy la deteccién de genes de resistencia
a partir de hemocultivos positivos. El diagnéstico molecular de una septicemia directamente de la sangre
del paciente permite conocer el resultado en pocas horas, aunque todavia existen diversas limitacio-
nes que dificultan su empleo. En esta revision se exponen los diversos métodos moleculares disponibles
(LightCycler SeptiFast, Magicplex sepsis real time, Septitest, VYOO, PCR/ESI-MS anadlisis, T2Candida) y su
posible utilidad.
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Molecular methods for septicemia diagnosis

ABSTRACT

Keywords: Septicemia remains a major cause of hospital mortality. Blood culture remains the best approach to
Sepsis identify the etiological microorganisms when a bloodstream infection is suspected but it takes long time
Molecular diagnostics because it relies on bacterial or fungal growth. The introduction in clinical microbiology laboratories of the
Rapid diagnostics matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry technology, DNA hybridiza-
tion, microarrays or rapid PCR-based test significantly reduce the time to results. Tests for direct detection
in whole blood samples are highly desirable because of their potential to identify bloodstream pathogens
without waiting for blood cultures to become positive. Nonetheless, limitations of current molecular
diagnostic methods are substantial. This article reviews these new molecular approaches (LightCycler

SeptiFast, Magicplex sepsis real time, Septitest, VYOO, PCR/ESI-MS analysis, T2Candida).
© 2017 Elsevier Espafia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica. All rights reserved.

Introduccién shock, la adopcién de medidas terapéuticas adecuadas y la admi-

nistracién de un tratamiento antimicrobiano correcto lo mas precoz

El diagnéstico microbiolégico precoz de una infeccién del sis-
tema circulatorio producida por bacterias (bacteriemia), hongos
(fungemia) o virus (viremia) debe ser un objetivo prioritario de
cualquier laboratorio de microbiologia. En los cuadros clinicos seve-
ros que evolucionan hacia una situacién grave de septicemia con
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posible son imprescindibles para disminuir la elevada morbimor-
talidad que se observa en estos casos'. La septicemia es una de las
causas mas importantes de muerte en los pacientes hospitalizados.
De acuerdo con los datos recogidos en diversas publicaciones, en las
que se incluyen pacientes europeos y norteamericanos, el nimero
de enfermos fallecidos atribuibles a esta entidad clinica se estima
en 400.000 cada afio?*. Desde un punto de vista clinico, la forma
de presentacion de una septicemia es un sindrome impreciso cuyo
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diagnéstico se fundamenta en la sospecha clinica de infecciéon com-
binado con signos de disfuncién organica. La confirmacién de una
septicemia requiere la identificacién del agente etioldgico. Hasta
ahora, la metodologia estandar recomendada descansa en la reali-
zacién de hemocultivos que, en caso de ser positivos y empleando
métodos tradicionales, requieren un minimo de 48-72 h para tener
el resultado de la identificacién del microorganismo responsable y
su sensibilidad a los antibiéticos. El rendimiento de los hemoculti-
vos es variable. Si se obtienen de 2 a 4 hemocultivos (40-80 ml de
sangre) antes de iniciar el tratamiento antimicrobiano, se detecta el
agente etiol6gico entre el 80-96% de los casos”®. Sin embargo, los
hemocultivos son negativos en una proporcioén elevada de casos
(50%) cuando el paciente tiene una septicemia grave’. Ello puede
deberse a varios factores, como tratamiento antimicrobiano pre-
vio, escaso nimero de microorganismos circulantes en la sangre
0 microorganismos no cultivables o de crecimiento lento. Por otra
parte, en los pacientes con shock séptico se estima que por cada
hora que transcurre desde el inicio de la hipotensién hasta la admi-
nistracién de antibi6ticos activos se produce un descenso medio de
la supervivencia del 7,6%2. Como el tratamiento antimicrobiano es
un determinante critico en la supervivencia de los pacientes con
septicemia, se suelen emplear inicialmente antibiéticos de amplio
espectro para cubrir todos los agentes patégenos posibles y pos-
teriormente, en funcién de los resultados de los hemocultivos,
adaptar el tratamiento. Por ello es obvio que el objetivo que debe-
riamos conseguir seria acortar el tiempo necesario para llegar al
diagnéstico microbiolégico de una septicemia. Ante este reto se
plantean dos opciones. La primera de ellas —y que en teoria es la
mas deseable por la inmediatez del diagnéstico— implica identifi-
car el microorganismo responsable de la septicemia directamente
a partir de la sangre del paciente. La segunda opcién persigue
identificar el agente etiol6gico lo mas pronto posible una vez el
hemocultivo se ha hecho positivo. En ambos casos también deberia
ser posible la deteccién de los genes de resistencia a los antibiéticos
mas frecuentes y/o determinar la sensibilidad a los antibidticos.

Diagnostico directo a partir de sangre

La aplicacién de técnicas moleculares directamente en mues-
tras de sangre completa ofrece la posibilidad de identificar el
agente etiol6gico responsable de la septicemia en un corto periodo
de tiempo. Ademads, segin la metodologia empleada, es posible
detectar la presencia de determinados genes de resistencia a los
antibiéticos, facilitando la eleccién del tratamiento antimicrobiano
mas adecuado. Esta opcion diagnéstica se ha visto beneficiada en
los dltimos afios por las modificaciones aplicadas en las técnicas
que permiten extraer los acidos nucleicos, sus métodos de ampli-
ficacién y la posibilidad de utilizar reacciones en cadena de la
polimerasa (PCR) miltiples que aumentan las opciones diagnésti-
cas. Sin embargo, y a priori, el empleo de estas técnicas moleculares
debe hacer frente a diversos inconvenientes. En la sangre del
paciente hay gran cantidad de ADN humano, asi como ADN conta-
minante y la persistencia de ADN procedente de microorganismos
muertos. También hay que tener en cuenta la presencia de inhi-
bidores de la PCR, como el i6n hierro o las inmunoglobulinas®.
La cantidad de ADN presente se puede reducir mediante una
extraccién de leucocitos o bien empleando métodos que permitan
extraerlo o degradarlo de forma especifica. Asi mismo, se deben
evitar anticoagulantes como la heparina por el riesgo que inhiba
la PCR, y se empleara EDTA. El segundo inconveniente que debe
tenerse en cuenta es el bajo nimero de microorganismos circulan-
tes en la sangre en un episodio de bacteriemia y que se estima entre
1y 10UFC/ml'?, Estos valores se basan en estudios cuantitativos
realizados con métodos convencionales que quiza no representen
el nimero real de microorganismos circulantes y viables. Bacconi

et al.!! sugieren que para métodos como la PCR es mejor consi-
derar el nimero de copias genémicas (CG) de un microorganismo
presentes en una muestra. Este concepto también tendria en consi-
deracién el ADN de bacterias muertas o las capturadas por células
fagociticas circulantes. De acuerdo con esta opcion, se estima que en
un episodio de bacteriemia el nimero de CG circulantes seria entre
103 y 10*/ml. Este valor estaria por encima del limite de deteccién
de la mayoria de las PCR.

Se han comercializado diversos sistemas que pueden utili-
zarse en el diagnéstico directo a partir de sangre completa.
La técnica ideal deberia contemplar las siguientes caracteristi-
cas: rapidez, sensibilidad y especificidad elevada, capacidad para
detectar microorganismos no cultivables, deteccién de diversos
mecanismos de resistencia, la mayor automatizacién posible, facil
de implementar en la rutina diaria de un laboratorio de microbio-
logia y ser coste-efectiva. Cumplir todos estos requisitos es dificil,
y ademas debemos tener en cuenta que su empleo tiene ciertos
inconvenientes, como no disponer del microorganismo identifi-
cado o contaminacién del proceso con material genético externo,
lo que dificultaria su interpretacion. Todos los estudios realizados
hasta ahora con estos nuevos métodos moleculares plantean ciertas
dudas relacionadas con su sensibilidad real, ya que se comparan con
el hemocultivo estindar, que probablemente no es lo suficiente-
mente sensible como para ser considerado el método de referencia
en el diagndstico de una septicemia. Por lo que hemos comentado,
la opcién mas sensata seria emplear ambos métodos y valorar los
resultados en funcién de la situacién clinica del paciente.

LightCycler SeptiFast

El sistema LightCycler SeptiFast (Roche Molecular System,
Suiza) fue el primero en comercializarse y ha sido evaluado en
diversos estudios clinicos'2"16, Permite detectar e identificar direc-
tamente a partir de la sangre 25 agentes patégenos que suponen un
90% de los agentes etioldgicos mas frecuentes en una septicemia.
En el panel de estudio se incluyen bacilos gramnegativos: Esche-
richia coli, Klebsiella (pneumoniae/oxytoca), Serratia marcescens,
Enterobacter (cloacae/aerogenes), Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii y Stenotrophomonas maltop-
hilia; cocos grampositivos: Staphylococcus aureus, estafilococos
coagulasa negativa, Streptococcus pneumoniae, otras especies de
Streptococcus, Enterococcus faecalis, E.faecium, asi como Candida
spp. (5 especies) y Aspergillus fumigatus. Ademas, tiene la posi-
bilidad de detectar la presencia del gen mecA, responsable de la
resistencia a la meticilina. Solo requiere 1,5 ml de sangre completa
y el proceso de deteccién tiene una duracién de 3,5 a 6h segiin
los resultados. El sistema utiliza como diana para identificar las
bacterias las secuencias localizadas entre el 16S y el 23S del ADN
ribosomal, y para los hongos las situadas entre el 18Sy el 5,8S. Una
vez se ha extraido el ADN, se purifica y se realizan 3 PCR multiples
(bacterias gramnegativas, grampositivas y hongos) que permiten
identificar los microorganismos incluidos en el panel a nivel de
género y especie seglin el andlisis de los puntos de fusién de los
amplicones obtenidos. El limite de deteccién del método es de 3-
30 UFC/ml para las bacterias y de 100 UFC/ml para las levaduras.

Se han comunicado los resultados de diversos estudios clini-
cos realizados en pacientes con septicemia grave!>'4, pacientes
neutropénicos con fiebre!1°, pacientes pediatricos!® o pacientes
ingresados en unidades de cuidados intensivos!>. Los datos de espe-
cificidad y sensibilidad observados son variables, probablemente
porque la poblacién estudiada es diferente. Chang et al.!” efectua-
ron unarevision sistematica de los datos publicados en la literatura
y realizaron un metaanalisis que evalué un total de 8.438 episodios
de sospechade septicemiaen 6.012 pacientes. La sensibilidad global
para detectar una septicemia fue del 75% y la especificidad, del 92%.
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Si se analizan solo las bacteriemias, la sensibilidad fue del 80% y la
especificidad, del 95%. Para las fungemias, los resultados fueron del
61y del 95%, respectivamente. En una revision sistematica reciente
efectuada por Dark et al.’® de 41 estudios en fase 111 que valoraron
la precisién diagnéstica comparando SeptiFast con el hemocultivo
estandar, la sensibilidad fue del 68% y la especificidad, del 86%.

Magicplex Sepsis Real-Time

El sistema Magicplex Sepsis Real-Time ha sido desarrollado por
Seegene (Corea del Sur) y permite identificar mas de 90 micro-
organismos. El panel de deteccién incluye 73 microorganismos
grampositivos, 12 gramnegativos, 6 hongos y 3 genes determinan-
tes deresistencia (vanA, vanBy mecA). Solo es necesario un volumen
de sangre de 1 mly el resultado final se puede obtener en 3-6 h. Tras
la extraccién del ADN la muestra es sometida a una PCR convencio-
nal y en una segunda fase a otra PCR en la que se emplea una sonda
de oligonucleétidos dual que, al estar marcados con una sustan-
cia fluorescente, permite la deteccién a tiempo real del amplicén
obtenido.

Carrara et al.'? valoraron la utilidad de esta metodologia en un
estudio en el que se incluyeron 267 pacientes procedentes de uni-
dades de cuidados intensivos (UCI) y de los servicios de urgencias
del hospital. Fueron positivas 98 muestras (37%); de ellas, 63 se
consideraron positivos verdaderos y el resto, contaminantes. De las
muestras positivas, 23 (36%) lo fueron tanto con el Magicplex como
con los hemocultivos, 22 (35%) solo mediante hemocultivos y 18
(25%) solo con Magicplex. La sensibilidad y la especificidad fueron
del 65 y del 92%, respectivamente, para Magicplex, y del 71 y del
88%, respectivamente, para los hemocultivos. En el estudio de Loo-
nen et al.2? los valores de sensibilidad y especificidad observados
aidn fueron inferiores: 33 y 77%, respectivamente.

SepsiTest

SepsiTest, de la casa comercial Molzym (Alemania), es un sis-
tema semiautomatizado basado en el empleo de una PCR que utiliza
cebadores universales dirigidos a dianas del ARN ribosomal de
bacterias (16S) y hongos (18S). El resultado de la PCR indica la
posible presencia de bacteriemia o fungemia y, en el caso de ser
positiva, el producto obtenido (amplicén) se secuencia para obte-
ner la identificacion final. Permite la identificacién de 345 agentes
patégenos entre bacterias y hongos, y el limite de deteccién es
de 20-460 UFC/mI?!. El volumen de sangre necesario es de 1ml,
aunque pueden llegar a procesarse 10 ml, y ofrece una ventaja evi-
dente, como es el hecho de que puede utilizarse en otros liquidos
estériles. El proceso requiere 4h para saber si hay algin agente
etiolégico presente en la muestra y 4 h mas hasta conocer el resul-
tado de la secuenciacién. En un estudio multicéntrico?? se evalué
SepsiTest en 187 pacientes (382 muestras) con diversas patologias
(pacientes neutropénicos con fiebre, septicemia, SIRS). Si se compa-
ran los resultados con los hemocultivos positivos la sensibilidad fue
del 87% y la especificidad, del 86%. Merece la pena comentar que
SepsiTest detecté un 12,5% de pacientes con una infeccién poli-
microbiana, mientras que en los hemocultivos convencionales el
porcentaje fue del 7,4%. Ademas detect6 bacterias anaerobias que
no crecieron en los hemocultivos, asi como otros microorganismos
que fueron considerados contaminantes. De los 54 hemocultivos
positivos, SepsiTest no detecté ninglin microorganismo en 7 casos,
y en los 288 hemocultivos negativos la PCR fue positiva en 41 mues-
tras obtenidas en 31 pacientes. De estas muestras positivas por PCR
se consider6 que en 25 pacientes la bacteriemia era posible o pro-
bable, ya que la mayoria (17 de 25) habian recibido tratamiento
antimicrobiano antes de la obtencién de la muestra. Con estos datos,
la rentabilidad diagnéstica de SepsiTest fue del 25,7% y la de los

hemocultivos, del 15,8%. Los resultados de diversos trabajos publi-
cados indican que la sensibilidad y la especificidad es muy variable,
entre el 21 y el 85% y el 58 y el 95%, respectivamente?0-22-24, Hasta
ahora no se ha incluido en el sistema la deteccién de genes de
resistencia.

VYOO

El sistema VYOO (Analytik Jena, Alemania) emplea una PCR
miltiple que permite identificar los microorganismos mas fre-
cuentemente implicados en una septicemia: 34 bacterias y 7
hongos. Se incluye la deteccién de 5 marcadores de resistencia.
Son necesarios 5ml de sangre, y el resultado final se obtiene
en 7h. Una vez extraido el ADN, se somete a un proceso de
enriquecimiento y posterior amplificacién multiple con sondas
especificas e identificacion mediante tecnologia de microarrays
(en el disefio original se empleaban geles de electroforesis). De
acuerdo con los datos de la casa comercial el sistema tiene un
limite de deteccién de 3-10 UFC/ml?°. El panel de microorganismos
detectados es bastante completo e incluye, aparte de las bacterias
mas habituales, H.influenzae, N.meningitis, diversos anaerobios,
A. fumigatus y Candida spp. (las cinco especies mas frecuentes). Los
genes de resistencia determinados son: mecA, vanA, vanB, asi como
genes de betalactamasas de espectro extendido (BLEE): blaSHV y
blaCTX-M, incluyendo algunas variantes.

En un estudio observacional? se comparé el rendimiento del
sistema VYOO con la practica de hemocultivos convencionales en
311 muestras de 245 pacientes con sospecha de septicemia. Segtiin
los resultados obtenidos, el 30,1% (94/311) de las PCR fueron posi-
tivas, mientras que solo fueron positivos el 14,5% (45/311) de los
hemocultivos realizados. En 27 muestras (8,7%) fueron positivos los
dos métodos, y en 199 muestras (64%) ambos métodos fueron nega-
tivos. En 27 (21,5%) muestras solo fue positivo el sistema VYOO,
mientras que la situacion inversa (hemocultivos positivos, sistema
VYOO negativo) se observé en 18 muestras (5,8%). La sensibilidad
global del método VYOO para detectar cultivos positivos por bac-
terias fue del 60% y la especificidad, del 75%. Segtn los autores, el
tiempo requerido hasta la obtencién del resultado por el método
VYOO fue de 7,2 h, mientras que para los hemocultivos positivos
fue de 68,8 h, y de 191 h en los hemocultivos negativos. Schreiber
et al.23 compararon en un estudio observacional el rendimiento de
3 sistemas automatizados de PCR (VYOO, SepsiTest y SeptiFast) con
la practica de hemocultivos. Se incluyeron 50 pacientes con sospe-
cha de septicemia, sepsis grave o shock séptico. Trece hemocultivos
(26%) fueron positivos, pero solo 8 se consideraron valorables. Los 3
métodos moleculares no identificaron ningtin microorganismo en
5 de los 8 hemocultivos positivos. Hubo 32 casos negativos tanto
por hemocultivo como por los 3 métodos de PCR. El método Sepsi-
Test detect6 6 positivos (12%), cuyos microorganismos coincidieron
con los recuperados en 6 hemocultivos positivos. Cinco muestras
(10%) fueron positivas por el sistema VYOO, de las cuales 4 se con-
sideraron valorables pero ninguna coincidié con los hemocultivos
positivos. SeptiFast identificé 8 microorganismos en 7 muestras,
pero la concordancia con los hemocultivos positivos solo tuvo lugar
en 3 casos. En algunos estudios227 el sistema VYOO es mas sensible
que los hemocultivos como referencia para valorar los resultados
si se emplean la informacion clinica y marcadores como la procal-
citonina. Esta mayor sensibilidad podria deberse a su bajo limite de
deteccion (3-10 UFC/ml), asociado con un volumen de sangre mas
elevado (5 ml).

PCR/ESI-MS analisis

Esta metodologia combina el empleo de una PCR que detecta
el ADN del agente patégeno con el analisis posterior del amplicén
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obtenido mediante espectrometria de masas. Para ello, se utiliza
una técnica conocida como ionizacién por electroespray (ESI-MS)
que consiste en la aplicaciéon de una elevada carga eléctrica a un
liquido que permite la creacién de aerosoles que contendrian los
iones que se generan a partir de las moléculas existentes en el
liquido analizado y que serian detectados mediante el andlisis con
espectrometria de masas. En la actualidad el sistema mas desarro-
llado es la plataforma IRIDICA (Abbott)!!, pero ha tenido diversos
predecesores como TIGER?8, Ibis T50002° o Ibis-Abbott PLEX-ID3°,
En el proceso se emplean multiples pares de cebadores destinados a
amplificar regiones seleccionadas del genoma bacteriano o flingico
como el ADN que codifica el ARN ribosomal o el de diversos genes
constitutivos. Después de la amplificacién, el andlisis mediante
ESI-MS permitird conocer la composicién de bases (A,G,C,T) exis-
tente en cada amplicén que se comparara con una base de datos
para conocer el microorganismo detectado. El sistema permite
identificar cerca de 800 microorganismos, incluyendo 9 especies
de Candida spp., ademas de informar sobre la presencia de 4 genes
de resistencia (mecA, vanA, vanB y blagpc). El volumen de sangre
necesario es de 5 mly el tiempo requerido para obtener el resultado
final es de 6 h. Los estudios realizados para determinar el limite de
deteccidn del sistema indican que para bacterias es de 16 UFC/ml,
y de 4 UFC/ml para Candida. Esta metodologia tiene la capacidad de
detectar bacteriemias polimicrobianas, y también puede aplicarse
en otras muestras diferentes de la sangre, como liquidos estériles,
o en el diagnéstico de infecciones respiratorias, ampliando el
nimero de microorganismos identificados a casi 1.000 entre
bacterias, hongos y virus. En un reciente estudio multicéntrico
observacional realizado en pacientes ingresados en areas de cui-
dados intensivos se compard la utilidad de esta metodologia en el
diagnéstico de bacteriemia con los hemocultivos convencionales?!.
La sensibilidad de la técnica fue del 81% y la especificidad, del
69%, con un valor predictivo negativo del 97%. Estos valores de
sensibilidad y especificidad se pueden considerar bajos, pero hay
que comentar que del total de las muestras comparadas (625) solo
se detectaron 68 hemocultivos positivos, y mediante PCR-ESI/MS
el nimero de positivos fue de 228, es decir, 3 veces mas. Solo hubo
13 hemocultivos positivos que fueron negativos por PCR/ESI/MS.
En el trabajo previo de Bacconi et al.'! los valores de sensibilidad
son similares (83%), pero la especifidad fue superior (94%). Jordana
et al.32, después de aplicar criterios clinicos de infeccién a la hora
de evaluar los resultados obtenidos, obtuvieron una sensibilidad y
una especificidad del 90,5 y del 87,2%, respectivamente.

T2Candida

La metodologia que emplea el sistema T2Candida test se conoce
como resonancia magnética T2 (T2RM) y ha sido desarrollada
por T2Biosystems (EE.UU.). Este sistema tiene una aproximacién
novedosa para detectar la presencia de especies de Candida direc-
tamente en una muestra de sangre del paciente. El método se
fundamenta en una metodologia convenientemente miniaturizada
que por resonancia magnética es capaz de analizar como las molé-
culas de agua reaccionan en presencia de campos magnéticos.
Tiene la capacidad de detectar una amplia variedad de dianas,
como ADN (dianas moleculares) y proteinas que tienen utilidad
en inmunodiagnéstico®3. El ensayo T2Candida permite identificar
las 5 especies de Candida mas frecuentes: C. albicans, C. tropicalis,
C.glabrata, C.parapsilosis y C. krusei. Para ello emplea cebadores
especificos complementarios de las secuencias del ARN ribosomal
5,8S y 28S que amplifican la regién ITS2 del genoma de Candida
que posteriormente se unen a nanoparticulas paramagnéticas recu-
biertas con una sonda complementaria. Una vez se produce la
hibridacién las nanoparticulas se agrupan alrededor de la diana
detectada y se modifica la sefial magnética en la muestra con

cambios microscépicos en el agua de la muestra, lo que indica la
presencia de la diana buscada®3. La variacién en la sefial, cono-
cida como relajacién T2, se mide con el instrumento T2Dx. Se trata
de un instrumento completamente automatizado, capaz de rea-
lizar varios test a la vez y en un tiempo de 3 a 5h. El limite de
deteccion del método T2Candida, segin la casa comercial, es de tan
solo 1 UFC/ml. Neely et al.3* evaluaron el rendimiento del método
T2Candida en un estudio ciego en el que se incluyeron 24 muestras
de sangre de varios pacientes que presentaban sintomas atribui-
bles a una septicemia. Ocho muestras procedian de 3 pacientes
con candidemia, 8 de pacientes con bacteriemia (n=8) y otras 8
de pacientes con hemocultivos negativos (n=8). En todas las mues-
tras procedentes de pacientes con candidemia el método T2Candida
detect6 las especies responsables. De forma adicional se analizaron
21 muestras de sangre de 3 pacientes con C.albicans que fueron
recogidas de forma seriada. Tanto los hemocultivos como el método
T2Candida detectaron la presencia de C. albicans en la sangre del
paciente. A las 24 h de iniciar el tratamiento antiftingico los hemo-
cultivos fueron negativos pero el método T2Candida seguia siendo
positivo, indicando la posible deteccién de ADN procedente de célu-
las muertas. En el mismo trabajo los autores estudiaron diferentes
concentraciones de las especies de Candida que puede detectar el
sistema y observaron que el limite de deteccién era de 3 UFC/ml
para C. albicans y C. tropicalis, de 2 UFC/ml para C. glabrata y C. krusei
y de 1UFC/ml para C.parapsilosis. Beyda et al.>®> compararon el
método T2Candida con la practica de hemocultivos. Afiadieron dife-
rentes concentraciones (entre 3y 11 UFC/ml) de las 5 especies que
detecta el método T2Candida a muestras de sangre y analizaron
un total de 90 muestras. La sensibilidad del método fue del 100%
y la especificidad, del 98%, ya que hubo 4 falsos positivos que los
autores atribuyeron a una posible contaminacién al preparar las
muestras. El tiempo requerido para obtener los resultados fue de 3
a 5h para el método T2Candida, mientras que la media del resul-
tado del hemocultivo fue de 63 h. En el estudio multicéntrico de
Mylonakis et al.>® la sensibilidad y la especificidad global fueron
del 99,4y del 91,1%, respectivamente. Ademas, los autores estiman
un valor predictivo negativo entre el 99,5 y el 99% para una pobla-
cién de estudio con una prevalencia de candidemia entre un 5 y
un 10%, respectivamente. T2Biosystems esta actualmente desarro-
llando un método para la detecciéon de bacterias (T2Bacteria) que
incluiria la mayoria de los agentes patégenos asociados a un cuadro
séptico y con un rendimiento similar al observado con el método
T2Candida.

Nuevas tecnologias

La compaiiia DNA Electronics Ltd (www.dnae.com) ha disefiado
un instrumento (Genalysis) enfocado al diagnéstico rapido de la
septicemia que permite identificar el agente etiol6gico y los genes
de resistencia a los antibidticos en un tiempo de 2-3 h.

Esta tecnologia combina la secuenciacién del ADN en una pla-
taforma electrénica (semiconductores) junto con un sistema de
captura inmunomagnético del agente patégeno que lo detecta en
menos de 30 min. Se utiliza un volumen de 10 ml de sangre y tiene
una sensibilidad de 1 UFC/ml.

El sistema vivoDx, desarrollado por la compafiia GeneWEAVE,
que ha sido adquirida por el grupo Roche, esta enfocado a la detec-
cién directa de microorganismos en diversas muestras patolégicas
y al mismo tiempo determinar su sensibilidad a los antibidticos en
menos de 4 h, aunque no hay datos sobre su posible aplicacién en
sangre completa (www.rochemicrobiolytests.com). Emplea la tec-
nologia Smarticles™, una herramienta innovadora de diagnéstico
molecular que combina bioparticulas que contienen ADN especifico
diseflado para detectar el microorganismo mediante la expresién
de luciferasa.


http://www.dnae.com/
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Diagnostico directo a partir de hemocultivos positivos

Después de conocer el resultado de la tincién de Gram de un
hemocultivo positivo, el laboratorio de microbiologia debe plan-
tearse qué opciones diagnosticas puede emplear para identificar el
microorganismo visualizado lo mas pronto posible sin esperar el
resultado de los cultivos convencionales. También debe considerar
la posibilidad de emplear técnicas que, al mismo tiempo que iden-
tifican el microorganismo, detecten la presencia de determinados
genes de resistencia a los antibiéticos. En la actualidad se dispone
de diversos sistemas para identificar de forma rapida los micro-
organismos detectados en los hemocultivos positivos. Sin duda,
el empleo de la espectrometria de masas (matrix-assisted laser
desorption-ionization time of flight [MALDI-ToF]) es la opcién por la
que optan la mayoria de laboratorios, ya que en menos de una hora
se puede identificar el agente etiolégico. El funcionamiento y la
utilidad del MALDI-ToF se comentan ampliamente en un articulo
especifico de esta revista®”.

Kaleta et al.3® utilizaron la metodologia PCR/ESI-MS para iden-
tificar los microorganismos aislados en un hemocultivo positivo,
obteniendo una elevada concordancia con los métodos fenotipicos
de identificacién. Sin embargo, la complejidad de este sistema no
justifica suempleo en este campo si lo comparamos con la sencillez
del MALDI-ToF.

La hibridacién in situ fluorescente (FISH) permite la identifica-
cién de un determinado nimero de agentes patégenos. Este sistema
se fundamenta en la unién especifica de sondas de acidos nucleicos
fluorescentes con secuencias complementarias de ADN del micro-
organismo (16S ARNr para bacterias y 18S ARNr para hongos).
La elecciéon de una sonda concreta depende del resultado de la
tincion de Gram: estafilococos (S.aureus/estafilococos coagulasa
negativa), enterococos (E. faecalis, E. faecium), bacilos gramnegati-
vos (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa) o Candida spp. El resultado
se obtiene en menos de 3 h3°. Desde el afio 2013 esta disponible
una version mas rapida de esta metodologia denominada Quick-
FISH que reduce el tiempo a unos 30min*’. La sensibilidad y
la especificidad de ambas técnicas oscilan entre el 97-100% y el
90-100%, respectivamente3°40, La compafiia AccelerateDiagnostics
INC (EE. UU.) ha desarrollado un sistema automatizado (Accelerate
ID/AST) que emplea la tecnologia FISH paraidentificar el microorga-
nismo aislado en el hemocultivo positivo en 1 h aproximadamente
y puede determinar la sensibilidad a los antibiéticos en 6 h*!. Per-
mite identificar les especies y géneros de bacterias grampositivas
y gramnegativas mas frecuentes, aunque hacen falta mas estudios
para validar su utilidad.

La bacteriemia por S.aureus es una entidad grave con una
importante mortalidad y un elevado riesgo de complicaciones*?.
La deteccién precoz de estos microorganismos y al mismo tiempo
su sensibilidad o resistencia a la oxacilina se pueden llevar a cabo
en aproximadamente 1h mediante diversas técnicas de PCR rapi-
das como GeneXpert MRSA/SA BC (Cepheid) o GenomERA MRSA/SA
(Abacus). Los valores de sensibilidad y especificidad de ambas
metodologias son elevados (>95%) y su automatizacién facilita su
empleo en la rutina diaria de un laboratorio de microbiologia®>#4,
Otros sistemas, como BD GeneOhm MRSA o BD Max MRSA*>46,
también han demostrado ser Gtiles pero requieren mas tiempo para
su realizacién: 120-140 min. Tanto S. aureus como los estafilococos
coagulasa negativa (ECN) son agentes etiolégicos frecuentes de la
bacteriemia asociada a catéteres intravenosos. Zboromyrska et al.*’
han demostrado la utilidad del sistema GeneXpert MRSA/SA BC en
la deteccion de S. aureus (sensible y resistente a la oxacilina) y ECN
resistentes a oxacilina directamente en la sangre obtenida a tra-
vés de un catéter infectado sin tener que esperar al resultado del
hemocultivo.

Eazyplex MRSA (Amplex ByoSistems GmbH) es un ensayo
comercializado recientemente que emplea la metodologia

loop-mediated isothermal amplification (LAMP) para detectar
S.aureus y ECN, asi como el gen mecA y el mecC*® en menos
de 30min. En el trabajo de Rédel et al.*® la sensibilidad y la
especificidad para detectar S.aureus fue del 100 y del 98,2%,
respectivamente, y del 100% en ambos parametros en las cepas
resistentes a oxacilina. El empleo de la metodologia LAMP también
ha demostrado su utilidad en la deteccién de genes de resistencia
de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y carbapenema-
sas (KPC, VIM, NDM, IMP) directamente a partir de hemocultivos
positivos*® con una sensibilidad y especificidad del 100%. Ademas,
ofrece la posibilidad de que cada laboratorio pueda disefiar sondas
especificas para detectar aquellos microorganismos que considere
de interés.

El sistema AccuProbe (Gen-Probe, EE.UU.) identifica directa-
mente a partir de hemocultivos positivos mediante el empleo de
una sonda de ADN especifica diversos microorganismos gram-
positivos: S. pneumoniae, S. aureus, Enterococcus spp., S. pyogenes y
S.agalactiae. La sensibilidad y la especificidad son superiores al 97%
excepto para S. aureus, cuya especificidad es del 80,8% y la sensibi-
lidad, del 99,8%°°.

En los dltimos afios se han desarrollado métodos moleculares
basados en el empleo de PCR miiltiples y posterior hibridacién en
paneles de microarrays que permiten la identificacién de gran parte
de los microorganismos responsables de una septicemia a partir de
hemocultivos positivos. El sistema Verigene (Nanosphere, EE. UU.)
ha creado un panel para microorganismos grampositivos (n=13:
9 especies y 4 géneros) y otro para bacilos gramnegativos (n=9:
5 especies y 4 géneros) con una sensibilidad del 81-100% y una
especificidad superior al 98%°'. El sistema también permite detec-
tar diversos genes de resistencia: mecA, vanA, vanB, blanpw, blayiv,
blagpc, blagpc, blagxa y blacrx-m, y el tiempo necesario es de 2,5 h.

La plataforma disefiada por Biofire Diagnostics (bioMérieux,
Francia) efectiia de forma totalmente automatizada la extraccién
y la purificacién de los acidos nucleicos y utiliza diversas PCR
multiples anidadas para identificar el agente etioldgico en 1 h. El
panel FilmArray Blood Culture Identification para hemocultivos
abarca 26 microorganismos (11 especies y 15 géneros de bacte-
rias grampositivas y gramnegativas) ademas de las 5 especies de
Candida mas frecuentes y 4 genes de resistencia (mecA, vanA, vanB,
blagpc). La sensibilidad para identificar estos microorganismos es
>90%°2°3 y del 100% para detectar los genes de resistencia®>. El
sistema Prove-it Sepsis (Mobidiag, Finlandia) también combina el
empleo de una PCR con microarrays con una sensibilidad y una
especificidad del 95 y del 99%, respectivamente, pero el tiempo
empleado es de 3,5h°*. El ensayo Sepsis Flow Chip (SFC, Master
Diagnostica, Espaiia) se basa en una metodologia que consiste en la
deteccion simultanea de al menos 36 especies bacterianas y varias
fangicas mediante PCR mdltiple seguida de hibridacién automatica
en membrana con sondas de ADN especificas mediante la tecno-
logia DNA-Flow (hybriSpot HS24). Ademas permite detectar 20
marcadores de resistencia (mecA, vanA, vanB y diversos genes de
betalactamasas de espectro extendido y carbapenemasas de clase
A, By D) en un tiempo que se aproxima a las 4 h>>5,

Conclusiones

Las diferentes tecnologias desarrolladas para identificar de
forma directa en la sangre del paciente el agente etiol6gico de una
septicemia tienen el potencial de reducir el tiempo necesario para
llegar al diagndstico microbiolégico definitivo. La informacién
que proporcionan tiene relevancia clinica pero no sustituye la
conseguida con la practica de los hemocultivos habituales. En la
actualidad son métodos complementarios y hacen falta estudios
que valoren el posible impacto que pueden tener en el manejo
de los pacientes con septicemia. Ademas, deben valorarse otros
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aspectos, como el nimero de muestras a analizar, su frecuencia
o la interpretaciéon de los resultados desde un punto de vista
clinico y microbiolégico. Tampoco debe olvidarse que el empleo
de estas tecnologias supone un coste econdmico afiadido que debe
justificarse con un beneficio clinico claro.
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