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1. INTRODUCCION

La bacteriemia y fungemia son importantes causas de morbi-mortalidad en las Unidades de
Cuidados Intensivos (UCI) (Crowe y cols, 1998). Los pacientes con sepsis severa o shock
séptico tienen una alta tasa de mortalidad, permanecen largos periodos de tiempo ingresados en
UCI y tienen un coste en cuanto a tratamiento significativamente mayor que los pacientes no
diagnosticados de sepsis en UCI (Edbrooke y cols, 1999). En estos pacientes, un tratamiento
antimicrobiano inadecuado se asocia a una mayor mortalidad respecto a los tratados
adecuadamente y representa el factor mas importante en cuanto a prondstico (Kollef y cols,
1999; Ibrahim y cols, 2000; Garnacho-Montero y cols, 2008). Distintas publicaciones sobre la
utilidad de los métodos moleculares, dan importancia a las potenciales ventajas en términos de
adecuar el tratamiento antimicrobiano, al contar con un sistema capaz de diagnosticar y
confirmar rdpidamente una infeccion asociada a SRIS (sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica) (Louie y cols, 2008; Lehmann y cols, 2009; Mancini y cols, 2010).

El método de referencia actual para la deteccion de bacterias y hongos patégenos en sangre, es
el hemocultivo (HC). Este método convencional presenta algunas limitaciones como: lento
crecimiento y baja sensibilidad (Rangel-Frausto y cols, 1995; Sands y cols, 1997),
especialmente con microorganismos fastidiosos y cuando se ha administrado tratamiento
antimicrobiano previamente (Peters y cols, 2004). Para disponer de los resultados utilizando los
hemocultivos (HC) convencionales, que dependen de la viabilidad de los microorganismos, el
clinico debe esperar mas de 24 horas en el caso de HC positivos (Kollef y cols, 2006); y hasta
un minimo de 5 dias si un HC finalmente es negativo. EIl diagnéstico molecular es un método
rapido en la obtencidn de resultados. En Enero de 2006, Roche Diagnostics introduce el primer
test basado en una técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real:

SeptiFast, para la deteccion de los 25 patdgenos mas comunes productores de sepsis, incluyendo



hongos causantes de sepsis (tabla 1); y en aproximadamente 6 horas este método es capaz de

ofrecer resultados microbiolégicos al clinico.

Tabla 1.- Lista maestra (SML) de los microorganismos detectados mediante LightCycler® SeptiFast

Gram Negativos Gram Positivos Hongos
Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans
Klebsiella (pneumoniae/oxytoca) SCN!? Candida tropicalis
Serratia marcescens Streptococcus pneumoniae Candida parapsilosis
Enterobacter (cloacae/aerogenes) Streptoccocus spp.? Candida glabrata
Proteus mirabilis Enterococcus faecium Candida krusei
Pseudomonas aeruginosa Enterococcus faecalis Aspergillus fumigatus

Acinetobacter baumanii
Stenotrophomonas maltophilia

IStaphylococcus haemolyticus, S. epidermidis 2Streptococcus agalactiae, S. pyogenes, S. viridans

La forma de trabajo, al igual que en la mayoria de técnicas moleculares, consta de tres fases:
extraccion de los &cidos nucleicos, amplificacion/deteccion de las dianas y analisis de los datos.
El aislamiento de &cidos nucleicos en el protocolo de SeptiFast, siguiendo las instrucciones del
fabricante, es un proceso mayoritariamente manual; que incluye pasos sucesivos de lisis
mecanica/enzimatica y filtracion mediante fibra de vidrio, para lo que se requieren
aproximadamente 4 horas sélo para esta fase de aislamiento de los acidos nucleicos. En los
ualtimos afios, estan disponibles métodos automaticos de extraccion de &cidos nucleicos para ser
utilizados conjuntamente con técnicas de PCR. Estas técnicas estan disefiadas para desarrollar
un trabajo mas répido y eficaz; reduciendo el error humano, mejorando la precision para obtener
resultados reproducibles y permitir el analisis de un gran nimero de muestras (Stérmer y cols,
2007).

Se han publicado diversos trabajos estudiando el potencial beneficio que SeptiFast aportaria
en el diagndstico de la sepsis en pacientes criticos (Lehmann y cols, 2010; Yanagihara y cols,

2010; Lodes y cols, 2012); pero todos ellos utilizan el método de extraccion manual



recomendado por el fabricante, siendo el tiempo de respuesta global al médico solicitante de
unas 6 horas.

Nosotros pretendemos evaluar este test utilizando una adaptacion especifica de la extraccion
automatica de los &cidos nucleicos, mediante MagNA Pure Compact ® (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany); que podria acortar el tiempo de respuesta al clinico y también
reducir los posibles errores derivados de la manipulacion de las muestras en la etapa de
extraccion; para contribuir a un diagndstico mas rapido y seguro de la sepsis en pacientes

criticos.

1.1. ANTECEDENTES

Existe una necesidad urgente de desarrollar técnicas que provean de informacién al
diagnostico de la sepsis, dentro del tiempo en que aparecen los signos clinicos, y que permita
unas decisiones mas informadas en el uso precoz de terapia antibiotica (Dellinger y cols, 2013).

El diagnostico molecular utiliza métodos rapidos en la obtencion de resultados; y se han
ensayado con éxito en la deteccidn de bacterias, virus, hongos y parasitos patdgenos en distintos
tipos de muestras (Nolte y Caliendo, 2007). Existe gran interés en la tecnologia de PCR, a la
hora de resolver esta necesidad de un diagnostico rapido de la sepsis, basado en su habilidad
para detectar pequefias cantidades de ADN microbiano en muestras sanguineas ofreciendo
resultados en un tiempo minimo de 4 a 6 horas (Peters y cols, 2004). Los ensayos han ido
dirigidos en dos direcciones utilizando la PCR para amplificacion genémica utilizando:

a) cebadores universales con amplio rango de deteccién de ADN bacteriano y fungico,
seguido de identificacion de las especies mediante una técnica post-PCR como secuenciacion o

espectrometria de masas



b) una hibridacién con sondas especificas por grupos de patégenos (como Cocos Gram
Positivos, Bacilos Gram Negativos y hongos), que ofrezcan confirmacién directa de las especies
presentes (Dark y cols, 2009).

La segunda opcion parece tener la mayor utilidad clinica, asumiendo que puede ser establecido
un panel apropiado de los patdgenos que mas frecuentemente estén implicados en la produccion
de sepsis en las UCls.

Se ha reconocido la sensibilidad y especificidad de estas técnicas para la deteccion de ADN de
patbgenos en sangre, pero se requerian ensayos clinicos que investigasen la seguridad
diagndstica de estos tests en pacientes que desarrollan un sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SRIS) debido a una sospecha de infeccion (Dark y cols, 2011). Esto ha sido debido en
parte, a la falta de utilizacion de una tecnologia estandarizada aceptada para diagndstico clinico.

LightCycler® SeptiFast Test MCRAPE (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
es el primer sistema basado en PCR a tiempo real con marca CE para deteccion e identificacion
de patdgenos ante una sospecha de sepsis (Dark y cols, 2009) y hasta ahora, el méas intensamente
investigado en estudios clinicos de cohortes y estudios multicéntricos (Dark y cols, 2011). Esta
tecnologia de PCR a tiempo real ha sido ampliamente ensayada en muestras clinicas y parece
tener una excelente sensibilidad analitica, confirmandose su utilidad clinica en el manejo de los
pacientes con SRIS (Yanagihara y cols, 2010 Lodes y cols, 2012). La sensibilidad minima
analitica descrita por la casa comercial se establece en 30 UFC/ml para todas las especies
incluidas en su lista maestra (SML), excepto para los grupos de los Estafilococos coagulasa
negativa (SCN), Streptococcus spp. Y S. pneumoniae que se establece en 100 UFC/ml.

Un pequefio nimero de nuevas técnicas de PCR con marca CE estan actualmente disponibles
y pueden detectar ADN de patdgenos rapidamente en muestras sanguineas sin la necesidad de
cultivo previo, utilizando una aproximacion a todos los patdgenos sin identificacion de especie

(ej. SepsiTest®, Molzym) o utilizando una aproximacion mdaltiple basada en un amplio panel
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de patégenos (ej. VYOO®, SIRS-Lab o IRIDICA®, Abbott). SepsiTest® (Molzym, Bremen,
Alemania) es un ensayo de PCR a tiempo real en el que se amplifican los genes ribosomales
16S de bacterias y 18S de hongos, seguido de la secuenciacion de los amplicones obtenidos
(Wellinghausen y cols, 2009). VYOO® (SIRS-Lab, Jena, Alemania) es un test de PCR multiple
que detecta 34 especies de bacterias y 6 especies de hongos, asi como 5 marcadores de
resistencia. Seguida a la amplificacion, los productos obtenidos se detectan mediante
electroforesis en gel (Fitting y cols, 2012). IRIDICA BAC BSI Assay® (Abbott Park, IL, EUA)
es una técnica que utiliza una PCR combinada con espectrometria de masas de ionizacion por
electrodispersion (PCR/ESI-MS) y puede identificar unos 750 microorganismos entre bacterias
y hongos (Stralin y cols, 2016). Comparado con SF, el nimero de estudios clinicos diagndsticos
actuales que utilizan estas tecnologias es muy limitado. Dark (Dark y cols, 2015) realiza una
revision sistematica de esos estudios clinicos, enfocada a la seguridad en el diagnéstico de SF
para la deteccion e identificacion de patdgenos en la sangre de pacientes con sospecha de sepsis;
concluyendo que se necesitan ensayos de calidad para realizar recomendaciones serias sobre su
utilidad clinica.

Asi pues, pretendemos realizar un estudio que solvente las deficiencias encontradas en otros
estudios similares, y evaluar este test utilizando una extraccion automatica (mediante MagNA
Pure Compact); que reduciria los posibles errores derivados de la manipulacion de las muestras
en la etapa de extraccion, ademas de acortar el tiempo de respuesta global de aproximadamente
6 horas a 4 horas; para contribuir a disponer de una herramienta ain mas rapida y segura en el

abordaje de la sepsis en pacientes criticos.
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2. OBJETIVOS
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2.1. HIPOTESIS

El sistema MagNA Pure Compact, utiliza un kit para la extraccion automatizada de acidos
nucleicos -desarrollado por Roche Diagnostics- que aplicado a las muestras con el protocolo de
extraccion para ADN bacteriano, nos ofrece el eluido en 30 minutos.

La extraccion automatica mediante MagNA Pure, seguida de la deteccion mediante
LightCycler® SeptiFast Test MCRAPE (SeptiFast) podria ser una herramienta rapida y segura
en el abordaje de la sepsis en pacientes criticos, acortando el tiempo de respuesta y evitando

contaminaciones.

2.2. OBJETIVOS

1.- Evaluar la eficacia de la extraccion automatizada de ADN bacteriano y fangico frente a la

extraccion manual.

2.- Aplicar esta extraccion automatizada en muestras de pacientes con alta sospecha de sepsis,

para la deteccion de infecciones por bacterias y/u hongos.

3.- Determinar las ventajas que el uso de esta extraccion, junto con la deteccion mediante

SeptiFast aportan al manejo del paciente critico con sepsis.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3. MATERIAL Y METODOS

Realizamos un estudio prospectivo observacional en muestras sanguineas de pacientes con
criterios de SRIS (sindrome de respuesta inflamatoria sistémica), ingresados en la unidad de

cuidados intensivos (UCI) del Hospital Universitario Virgen de Valme de Sevilla.

3.1. Pacientes. Criterios de inclusion y exclusion

Se incluyen en el estudio pacientes mayores de 18 afios ingresados en la UCI del Hospital
Universitario de Valme, tratados y no tratados previamente con antimicrobianos. Todos ellos
con sospecha de sepsis y presentando dos mas de los siguientes criterios de sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica (SRIS): temperatura >38,3° C 6 <36° C, taquicardia (>90
latidos/minuto), taquipnea (>30 respiraciones/minuto) o hiperventilacion (PaCO2 < 32 mmHg),
leucocitosis (12.000/mm?3), leucopenia (<4.000/ mm3) o >10% de células inmaduras. Se
consideraron episodios de SRIS distintos de un mismo paciente, cuando transcurrieron entre
ellos al menos 7 dias de diferencia; y se excluyeron los resultados de episodios que no reunian
este criterio. Se excluyen asi mismo del estudio, pacientes menores de 18 afios, y pacientes de
urgencias o ingresados en otros servicios hospitalarios distintos de UCI.

Se elabora un protocolo (anexo 1) para la recogida de datos de los pacientes, incluyendo entre
otros: datos demogréaficos (edad, sexo, fecha de ingreso en UCI, fecha de recogida de la
muestra), datos clinicos-analiticos (diagnostico de ingreso, temperatura corporal, tension
arterial, recuento de leucocitos, indices de gravedad APACHE 1I/SOFA), datos microbiologicos
(tratamiento antimicrobiano previo, resultado de SeptiFast y resultado del hemocultivo). Se
considerd que habian recibido tratamiento antimicrobiano previo, cuando éste se administrd
dentro de las 12 horas previas a la extraccion de las muestras sanguineas. Se obtiene también el

consentimiento informado de los pacientes que van a ser incluidos en el estudio (anexo Il).
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Excluyéndose del trabajo, aquellos pacientes de los que no obtenemos dicho consentimiento
informado.

El indice APACHE (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation), aunque no es
especifico para sepsis, es una de las escalas que predicen mortalidad mas conocidas y
ampliamente difundidas. Es relativamente sencillo de calcular a partir de datos disponibles en la
clinica y proporciona una evaluacion de la gravedad de la enfermedad en el momento en que se
atiende al paciente por primera vez. Estd compuesta de dos partes: a) una puntuacion fisioldgica
que representa el grado de la enfermedad aguda y b) una evaluacién de la salud previa del
paciente. Existen numerosas revisiones y validaciones del sittma APACHE en la practica
clinica, pero la clasificacion APACHE Il (modificada por Knaus y cols, 1985) es la més
utilizada. El indice SOFA (Sepsis-related Organ Failure Assessment), es una escala que valora
el grado de disfuncion organica; permite el calculo de una puntuacion conjunta para la presencia
y grado de disfuncion de los 6 Organos-sistemas (cardiovascular, respiratorio, higado,
hematopoyético, renal y SNC). Se realiza diariamente y puede ser usado como un indice

dindmico de la gravedad del paciente (anexo IlI).
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ANEXO 1.- Protocolo para la recogida de datos de los pacientes

Hoja de recogida de datos Caso n® ooo

Espacio reservado para la etiqueta identificativa del paciente

Resultado: HC Positivo oNegativo o

Procedencia:

Observacion o Planta o Quirof o Despertar o OC o Otros o
Fecha ingreso hospital (dia/mes/afio) o©o/oo/oo Hora oo/oo

Fecha ingreso Observ.Urg (dia/mes/afio) oo/oo/oo Hora oo/oo
Fecha ingreso UCI  (dia/mes/afio) oo/oo/oo Hora oo/oo

Fecha alta/exitus UCI (dia/mes/afio) oo/oo/oo Hora oo/oo

Fecha alta hospital/exitus (dia/mes/afio) oo/oo/oo Hora oo/oo
Outcome Superv  Exitus o UCI Hospital

Diagnostico de ingreso:

Foco de Infeccién en el momento en el momento en que se practica HC

Foco de Infeccién con comprobacién clinica o microbioldgica

Pulmonar o Abdominal o ORL/Otico o
Urinario o Piel/tej. blandos o S. Nervioso o
Endocardio o Desconocido o Catéter o

Otros [u]

Tipo de infeccion

Comunit. o Centro sociosanit. o Nosoc. planta o Nosocomial intra UCI o
Destino:
Planta o Despertar o Exitus o Domicilio o OCao

Hemocultivo. Extraccién

Extraccion ambos(dia, mes, afio, hora, min) Hora, minoo/oo
Motivo:

Fiebre o Hipotension o Leucocitosiso
Acidosis inexplicable o Deterioro clinico agudo inexplicablen

Tras manipulacion foco séptico u] “No me gusta”... o
Antibioterapia en el momento * Si o No o

(* trato. antimicrobiano en las 12 h. previas)

Cédigo 1° ooo
20 ooo
3° ooo
Situacion clinica en el momento de la extraccion SEPSIS=cualquier infeccion documentada o
sospechada con uno o mas de los siguientes criterios
Criterios SEPSIS: © enumerados
Sepsis Grave: o
Shock Séptico: o

Hipotension debida a sepsis que persiste a pesar de fluidos con alteracion de

Lactato oo .oo mmol/L la perfusién o disfuncion de 6rganos. O necesidad de farmacos vasoactivos

Scores de gravedad y disfuncién organica

APACHE I oo
SOFA oo

Datos evolutivos

17



Resultado HC (dia, mes, afio, hora, min)

Positivo o
Microorganismo (s) Codigo

Negativo

Observaciones

oo/oo/oo Hora oo/oo
Recepcion Oral o Recepciodn escriton

1° ooo
20 oo
3° ooo
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ANEXO I1.-

)

Consentimiento informado

Servicio Andaluz de Salud

Junn\mAnnnnm(m CONSEJERIA DE SALUD Secretaria: Tel. y Fax:

Servicio de Cuidados Criticos y Urgencias

PROYECTO SEPTIFAST
HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE/FAMILIAR Y CONSIMIENTO INFORMADO.

Este hospital en su Unidad de Cuidados Intensivos, esta participando en un estudio para
conocer la utilidad de una prueba de laboratorio que esta en fase de investigacion. Se
trata de intentar mejorar la utilidad de un procedimiento analitico habitual e importante,
como es el sacar sangre y cultivarla, ara identificar los gérmenes que pudieran estar
presentes en ella, y que se viene haciendo hace mas 20 afios, al incorporar una
tecnologia nueva y sin riesgo para el paciente.

Habitualmente, cuando un paciente presenta fiebre, se le hace de forma rutinaria lo que
Illamamos un cultivo de la sangre, con objeto de identificar esos gérmenes. Esto se viene
haciendo desde hace muchos afios, y forma parte de la practica habitual asistencial en
nuestro medio. Los resultados de esta técnica tarda varios dias (2-3), cuando da
positivo, por lo que se tarda algo de tiempo en conocerlos y se utilizan mientras
antibidticos de amplio espectro y seguros aunque no se tonga toda la informacién
disponible. Actualmente, en este estudio ademas de los cultivos de sangre rutinarios lo
que hacemos es cultivar la sangre, por un procedimiento nuevo que no tiene ningiin
riesgo para el paciente, y que si es positivo podemos tener la informacion en horas, lo
que tiene mucha importancia para administrar el tratamiento mas eficaz y adecuado.

El procedimiento es muy sencillo dado que cuando se saca sangre para el cultivo
rutinario, se extraen 3 cm mas que se utilizan para la practica de esta nueva técnica que
tanto bien puede producir a los pacientes, dado que es més sensible y mas rapida que la
técnica habitual.

Los datos del paciente son tratados de forma an6nima, durante o después el estudio y
toda la informacién estd disponible para que pueda ser inspeccionada por los
organismos de la administracién. Se toman las medidas necesarias para respetar la
confidencialidad de estos documentos, y en los formularios estara identificado por fecha
de nacimiento y por un niimero. Si se publican los resultados de este estudio no se
identificara ni por el nombre ni por los apellidos.

Si en un determinado momento Vd., decide no seguir participando en el estudio solo
tiene que comunicarlo a su médico, contando siempre que su decision no influird en
absoluto en la relacién médico-paciente.

Si tiene alguna pregunta o duda respecto a este tipo o tratamiento pongase en contacto
con el médico de UCL

NOMBRE DEL PACIENTE (FAMILIAR)

PARENTESCO.........ccccoovueunnne FECHA

Ctra. de Cadiz, s/n
41014 SEVILLA

Hospital Universitario de Valme +34.955.01.55.03/ 94
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ANEXO I11.- Herramientas de calculo de los indices de gravedad APACHE-1l y SOFA

Escala APACHE-II
Variable [ 4 3 2 1 0 1 2 3 4 |
|
TC >41 39409 385.399] 36384 | 34359 | 32.339 | 30319 | <299
PAM >160 130-158 | 110-129 70-109 5059 <449
FC >150 130-175 | 110-139 70-109 | E5ES 4054 <36
R >50 3548 25.34 12-24 16-11 64 5
Pal; >0 61-70 55-60 <5§
GradAa. >0 | 350-498 | 200-349 200
PH >17 16-76% 75758 [733-7T49 72871715724 <7115
Na >180 | 160-179 | 155.159 | 150-153 | 130-149 120-129 | 114-119 | <111
K =7 569 55569 | 3554 334 2529 <25
Creat >35 2-34 1519 0614 <06
Hcto >60 50-599 | 46499 | 30459 20299 <20
Leu >40 20-399 | 15199 | 3149 1.29 <1
‘Gradiente alveolo artenal, solo ublizar como sustiuto de PaO; i F105>0 5.
* APS= Suma de puntos de la tabla
* Puntuacidn per enfs dad crd - Si hay enf dad crd previa se penakza con 2
Wmm&mommuwaym5wnmmmo
intervenciones agudas.,
o Puntuacidn por edad:
[ Edad <44 4554 5564 66-74 575
| Puntos 0 2 3 5 6
APACHE li= APS + (15.Glasgow) + Puntos Enfer. Crénica  Puntos odad= _
Escala SOFA
| 0 | 1 | 2 5 3 4 |
Respiratorio: > 400 <400 <300 | =200* <100 |
pO2Fi02 | :
|
Renal: ~ <12 1,2-1,9 2034 | 354906 >50
creatinina/diuresis | <500ml/ <200ml/d
4 : d —
Hepatico: R B 1,2-1,9 2059 | 60119 >12
bilirrubina ;
Cardiovascular No PAM < 70 DA<56 = DA>56 DA>156 !
hipotension DBT . N/A <01 N/A> 0,1 *
Hematolégico: > 150 <150 <100 | <50 <20
plaquetas ‘
Neurolégico: 15 13-14 10-12 | 6-9 <6 !
Glasgow i
pO2/Fi02 en mmHg; * las puntuaciones 3 y 4 se aplican solo si el enfermo recibe soporte ventilatorio;
creatinina en mg/dl; bilirrubina en mg/dl; PAM = presién arterial media; farmacos vasoactivos administrados
durante més de una hora, dosis en mcg/min; N/A = noradrenalina ¢ adrenalina; DBT = dobutamina (cualquier
dosis); Glasgow = puntuacion en la escala de Glasgow para el coma
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3.2. Conceptos

Se considera bacteriemia a la presencia de bacterias en el torrente sanguineo y fungemia a la
presencia de hongos en sangre. La bacteriemia puede ser: transitoria, mantenida o intermitente
en su duracion.

Consideramos que existe un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) cuando se
cumplen dos 0 mas de los siguientes criterios:

e temperatura corporal >38,3° C 6 <36° C

e leucocitosis (12.000/mm3) o leucopenia (<4.000/ mm®) o >10% de células
inmaduras

e taquicardia (>90 latidos/minuto)

e taquipnea (>30 respiraciones/minuto) o hiperventilacién (PaCO2 <32 mmHg)

Sepsis es cualquier infeccién documentada o sospechada que cumple ademas dos 0 mas de los
siguientes criterios:
e temperatura >38,3° C 6 <36°C

leucocitosis (12.000/mm?®) o leucopenia (<4.000/ mm®) o > 10% de células

inmaduras
e taquicardia (>90 latidos/minuto)
e taquipnea (>30 respiraciones/minuto) o hiperventilacion (PaCO2 <32 mmHg)
e alteracion aguda del estado mental (Glasgow <14)
e glucemia plasmatica > 110 mg/dl (en ausencia de diabetes)

¢ niveles plasmaticos altos de proteina C reactiva o procalcitonina

La sepsis siempre va a estar asociada a bacteriemia o fungemia, pero la bacteriemia o

fungemia no siempre se va a deber a la presencia de sepsis.
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Consideramos sepsis grave a un episodio de sepsis con hipoperfusién tisular y/o hipotension
y/o disfuncion orgénica aguda.

Consieramos shock séptico a un episodio de sepsis con hipotension refractaria a reposicion
de fluidos.

Los conceptos de sepsis, sepsis grave y shock séptico, para este trabajo, han sido tomados de
las Conferencias Internacionales de Definiciones de la Sepsis de 1991 y 2001 (ACCP/SCCM,
1992; Levy y cols, 2003).

Otros conceptos:

e Hipoperfusion tisular, hiperlactacidemia (>3 mmol/l o 24 mg/dl), oliguria (diuresis <0,5
ml/kg/h durante al menos 2 h)
e Hipotension, corresponde a una tension arterial sistélica <90 mmHg, tension arterial

media <65 mmHg o descenso sobre la tension arterial sistélica habitual >40 mmHg

Revisamos las historias clinicas de los episodios-pacientes y registramos el diagndstico final
emitido por el médico intensivista; estableciendo las siguientes categorias diagnosticas:
e Sepsis clinica, cuando se cumplieron los criterios de sepsis descritos anteriormente, pero
no se consiguio aislar el microorganismo en sangre.
e Sepsis probada, cuando se cumplieron dichos criterios de sepsis, y ademéas se confirmé
con el aislamiento de uno o varios microorganismos en la sangre del paciente.
Para la evaluacion de los resultados, en este trabajo, el término “diagnostico final de sepsis”
comprenderd los conceptos de sepsis clinica y sepsis probada.
e Se consider6 sepsis descartada cuando finalmente se determind clinica y/o
microbiologicamente, que los criterios de SRIS no fueron debidos a una infeccion.
En cuanto a los resultados microbiolédgicos, consideramos:
e Resultado concordante, cuando coincide el resultado de ambos test SeptiFast (SF) y

hemocultivo (HC). Puede ser concordante negativo (cuando los resultados de ambas
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técnicas son negativos) o concordante positivo (cuando resultan ambas técnicas positivas
e identifican el mismo microorganismo)
e Resultado discordante, cuando ambas técnicas SF y HC han sido positivas, pero

identifican distintos microorganismos.

3.3. Hemocultivo

Para cada paciente, se obtienen 2 sets (tomas) de hemocultivos. Se extraen de 10 a 20 ml de
sangre para cada set, inoculandolos en botes Plus Aerobio/F y Plus Anaerobio/F para su
procesamiento en Bactec-9240® (Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Sparks,
MD, EUA). Bactec-9240® es un sistema automatico (figura 1), de agitacion continua, que
detecta el CO producido por el metabolismo bacteriano al reaccionar con un material

fluorescente situado en el fondo del frasco del hemocultivo.

I'
2
-t

la )

!‘r"
Figura 1.- Sistema Bactec-9240® (Becton Dickinson)

Los fotosensores miden el nivel de fluorescencia, realizando una lectura cada 10 minutos.
Cuando el sistema automatico sefiala un bote como positivo, se aspira asépticamente caldo del
frasco y se deposita una gota en un portaobjetos para realizar una tincion de Gram. Por otro

lado, si el material aspirado corresponde al bote aerobio, se subcultiva en agar sangre
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(bioMérieux, Durham, NC, EUA) y agar chocolate (bioMérieux, Durham, NC, EUA) que se
incuban a 35-37° C en atmosfera con 5% de COg; si corresponde al bote anaerobio, se subcultiva
en agar sangre, agar chocolate y agar Schaedler (bioMérieux, Durham, NC, EUA) que se
incubaran a 35-37° C en atmosfera aerobia con 5% de CO: y atmoésfera anaerobia
respectivamente. Teniendo en cuenta la morfologia de los microorganismos observada en la
tincion de Gram, se realizan ademas subcultivos en medios especificos; por ejemplo, Mac
Conkey (bioMérieux, Durham, NC) si se observan Bacilos Gram Negativos o agar Sabouraud
con glucosa (Becton Dickinson, Heidelberg, Alemania) y/o CHROMagar Candida (Becton
Dickinson, Heidelberg, Alemania) si se observan levaduras.

La identificacion de los microorganismos y la determinacion de la sensibilidad a los distintos
antimicrobianos, se realiz6 mediante el sistema VITEK® 2 (bioMérieux, Durham, NC, EUA).
El hemocultivo se considero negativo, si a los 5 dias de incubacidn, el sistema Bactec-9240® no

detectd crecimiento en los botes de hemocultivo.

3.4. Muestra de sangre para LightCycler® SeptiFast

Para la técnica molecular LightCycler® SeptiFast Test MCRAPE (SeptiFast), se recogieron 3
ml de sangre adicionales inmediatamente después del primer set de hemocultivo (HC) de cada
paciente, se extrae la sangre por sistema de vacio en tubos que contenian Ko EDTA (BD
Vacutainer® Diagnostic Systems, Franklin Lakes, NJ, EUA); y se enviaron al laboratorio, junto
a los botes de HC correctamente identificados y rellena la hoja de peticion. Si se iba a aplazar su
procesamiento, los tubos de sangre con EDTA para SF se mantuvieron refrigerados entre 4-6° C
por un maximo de 3 dias. Si necesitdbamos conservar esta muestra para su reanalisis, la
congelamos a -40° C. Se rechazaron las muestras mal identificadas y/o que teniamos datos de no

haberse tomado simultaneamente al hemocultivo.
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3.5. Cultivos de otras muestras bioldgicas

Revisamos en las historias clinicas de los pacientes, y registramos en nuestra base de datos, la
existencia y los posibles resultados de cultivos microbiolégicos de otras muestras diferentes al
hemocultivo objeto de estudio, y/o pruebas microbioldgicas como antigeno de neumococo o
antigeno de galactomanano. Tenemos en cuenta aquellos cultivos y/o pruebas microbioldgicas
que se hubiesen realizado en los tres dias anteriores o posteriores a la fecha de extraccion de las
muestras sanguineas. Estas muestras, habrian sido extraidas segln la sospecha del posible foco
origen de la sepsis, pudiendo ser: orina, esputo, aspirado traqueo-bronquial, puntas de catéteres,
exudados de heridas, liquido peritoneal, liquido cefalorraquideo, etc; asi como recogida de orina
para deteccion de antigeno de neumococo (BinaxNOW® S. pneumoniae urinary antigen test;
Binax, Portland, ME, EUA), en el caso de sospechar neumonia o suero para deteccién del
antigeno de galactomanano (Platelia® Aspergillus EIA; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,

EUA), en el caso de sospechar una aspergilosis invasiva.

3.6. PCR multiple a tiempo real SeptiFast

El test SeptiFast, es una técnica molecular basada en una reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR); y consta de tres pasos:
3.6. 1.- Lisis mecénica, extraccion y purificacion del ADN.
3.6. 2.- Amplificacion del ADN y deteccion de los productos de PCR
3.6. 3.- Identificacion de los microorganismos y controles.

Todo el procesamiento de las muestras y preparacion de la reaccion en cadena de la
polimerasa, se realiz6 en campana de flujo laminar para minimizar el riesgo de contaminacion
en la manipulacion. Ademas, se utilizaron guantes estériles libres de talco. Todos los
instrumentos utilizados estaban conservados en condiciones de esterilidad o fueron

descontaminados previamente de ADN mediante radiacion ultravioleta.
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3.6.1. Lisis mecanica, extraccion y purificaciéon del ADN

En primer lugar se realiza una lisis mecanica para romper las membranas celulares, como paso
comun y previo a la extraccion de los acidos nucleicos. Para ello, se utilizaron 1,5 ml de sangre
total de los pacientes seleccionados, obtenida de sus correspondientes tubos con EDTA. Se
procesa mediante SeptiFast Lys Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) en el
sistema rotor MagNA Lyser (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).
Homogeneizamos 1,5 ml de sangre durante 30 minutos en un agitador; y posteriormente,
pasamos este volumen de sangre a un tubo de SeptiFast Lys Kit (que contiene particulas de
cristal/ceramica para provocar la ruptura de las membranas, para continuar con la lisis en el
rotor MagNA Lyser (70 segundos 7000 rpm).

Procesamos de la misma forma un volumen igual (1,5 ml) del control negativo que provee el
LightCycler® SeptiFast kit, para asegurar la ausencia de contaminacion en la manipulacion de

las muestras.

3.6.1.1. Extraccion del ADN

La extracciéon de acidos nucleicos recomendada por el fabricante es una extraccién manual
mediante SeptiFast Prep Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), que
describimos mas adelante; pero nosotros pretendemos evaluar este test SF utilizando una
extraccion automatizada mediante el sistema MagNA Pure Compact (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany).

Tanto en la extraccion manual como en la automatizada, se utilizaron un control negativo
(CN) por ensayo, para asegurar la ausencia de contaminacion, y un control interno (CI) por
cada muestra procesada, para eliminar los posibles falsos negativos. EI CN y CI utilizados,

fueron los que provee el LightCycler® SeptiFast Test MERAPE,
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3.6.1.1.1. Extracciéon manual del ADN

Después de la lisis, el ADN bacteriano estd preparado para su extraccion utilizando el
SeptiFast Prep Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Esta es la técnica
recomendada por el fabricante y se realiza con 1 ml de lisado obtenido en el paso anterior.

Las muestras lisadas se incubaron a 56° C durante 15 minutos en agitacion suave, con una
proteasa K y un tampén de lisis (que contiene tiocianato de guanidina, Triton X-100 y Tris-HCI)
para liberar los &cidos nucleicos y a su vez proteger el ADN liberado de las ADNasas de la
sangre completa. Se introdujo un control interno (CI), 10 ul en cada muestra junto con el
tampon de lisis. EI CI consiste en una mezcla de moléculas de ADN sintético de doble cadena;
con las secuencias complementarias donde se uniran los cebadores de la misma forma que en
las secuencias diana pero en distintos lugares de union, lo que permitira la diferenciacién del ClI
amplificado y el amplicon especifico de la diana. Pasado el tiempo de incubacion, se afiade el
tampon de union y transferimos la mezcla a una columna de centrifugacion que contenia una
fibra de vidrio a modo de filtro, para centrifugarla a 5000 rpm durante 2 minutos. EI ADN
genético humano y las sondas de ADN bacteriano y fangico de la muestra se adsorben a la
superficie de la fibra de vidrio (unién a la matriz) (figura 2). Se procede entonces a la retirada de
los posibles inhibidores (sales, proteinas, fragmentos celulares) mediante lavado (5000 rpm
durante 2 minutos) con 1800 pl de tampo6n de retirada de inhibidores (que contiene HCI de
guanidina, etanol y Tris-HCI) y otro lavado adicional a 5000 rpm durante 10 minutos con 1600
pl de tampdn de lavado (que contiene cloruro sédico, etanol y Tris-HCI). Una vez adsorbidos
los acidos nucleicos en la columna, incubamos la misma durante 5 minutos con 100 pl de
tampon de elucion precalentado a 70° C y centrifugamos a 5000 rpm durante 2 minutos, para
eluir los acidos nucleicos. Es un proceso con muchos pasos (figura 2), susceptible de sufrir

contaminacion en su manipulacion. Obtuvimos un volumen final de elucion de 300 pl.
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Figura 2.- Pasos de la extraccion manual, desde la lisis mecanica de la muestra hasta la purificacion del ADN
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3.6.1.1.2. Extraccion automatizada del ADN
Es la que realizamos en la segunda etapa de nuestro estudio, mediante MagNA Pure Compact
Nucleic Acid Isolation Kit I (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) en el sistema
MagNA Pure Compact (figura 3). Este procedimiento requiere sélo 400 ul de volumen inicial;
compuesto de 215 ul de lisado, 180 ul de MagNA Pure Bacteria Lysis Buffer y 5 ul de control
interno que se pipetean en sus cartuchos de reaccion correspondientes (figura 3.dcha), que

suministra el kit MagNA Pure.

Figura 3.- Aparato de extraccion automatica MagNA Pure Compact ® (izquierda) y cartucho de reactivos (derecha)

El sistema MagNA Pure Compact presenta 6 protocolos optimizados distintos de
purificacion-extraccion de acidos nucleicos, a seleccionar dependiendo del tipo de material

genético que deseamos obtener. Nosotros utilizamos para este experimento, el protocolo
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DNA_Bacteria_V3_1 y seguimos las instrucciones del fabricante. Obtuvimos un volumen final

de elucion de 200 pl.

3.6.2. Amplificacion del ADN y deteccion de los productos de PCR
3.6.2.1. Amplificacion del ADN

Se realiza una amplificacion por PCR a tiempo real de las dianas de ADN en tres reacciones
paralelas (Gram Positivos, Gram Negativos y hongos) y posterior deteccidn de los productos de
PCR por hibridacion con sondas especificas.

Previo a este paso de amplificacion del ADN, realizamos a partir de la segunda etapa de
nuestro estudio, una dilucién al 1:3 del extraido en tampon de elucion.

La amplificacion del ADN extraido tanto manualmente como de forma automatica, se realizo
mediante LightCycler® SeptiFast kit en el sistema LightCycler® 2.0 (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante.

El sistema LightCycler® 2.0 (figura 4) permite el procesamiento simultaneo de 10 muestras,
incluyendo un control positivo y un control negativo en cada ensayo; para deteccion de bacterias
Gram Positivas (GP), bacterias Gram Negativas (GN) y hongos (F). En resumen, se afiaden tres
alicuotas de 50 ul del eluido de ADN de nuestras muestras, a 50 ul de la mezcla maestra (MM)

y se procesan en los capilares del LightCycler® 2.0.

Figura 4.- Aparato LightCycler® 2.0 para amplificacion molecular con carruseles para los capilares
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Todo este proceso se realiza en bloque refrigerado (figura 5). La distribucion de los reactivos y
muestras en el bloque refrigerado es la siguiente de izquierda a derecha:
e Vial 1b: solucion de dNTPs (desoxinucleétidos trifosfato) y tampon de reaccion
e Vial 1la: Taq polimerasa
e Mezcla de deteccion (DM): mezcla de cebadores y sondas de cada grupo de microorganismos

G+ (bacterias Gram Positivas), G- (bacterias Gram Negativas) y F (hongos)

Capillaries

A

-~
O0j0jO0|0|O
O

o|o|0o ©0|O0|0O

0100 0|0|0|0O

Left over QOOOOOOJ
Mastor ix () | Ne. Control 046 | Samples

O

Figura 5.- Distribucion de los reactivos (mezcla de deteccién, mezcla maestra, controles) y muestras en el bloque
refrigerado de SeptiFast

o Mezcla maestra (MM) para cada grupo de microorganismos G+, G- y hongos
e Control de reaccion (RC): control positivo
e Control negativo (NC)

e Capilares para mezcla de 50 pl de eluido de las muestra con 50 pl de reactivo

La diana de ADN se amplifica en tres reacciones paralelas (bacterias Gram Positivas,
bacterias Gram Negativas y hongos) en sus capilares correspondientes, utilizando una Tag-

Polimerasa Hot start. Esta polimerasa, es una ADN polimerasa modificada quimicamente
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inactiva a temperatura ambiente, y gque comienza a activarse a altas temperaturas (por ejemplo,
tras una etapa de pre-incubacion a 95° C durante 5-10 minutos).

Los 25 microorganismos capaces de ser detectados mediante LightCycler® SeptiFast en las
tres reacciones correspondientes, se detallan en la tabla 1. Este test, utiliza la region ITS
(espaciador del transcrito interno) como diana especifica para la deteccion y diferenciacion de
patdgenos bacterianos y fangicos. La informacién que ofrece la region ITS como diana, fue
descrita en las patentes WO 2004/052606, WO 2004/053156, WO 2005/075673 y WO
2006/035062. La region ITS es un fragmento de ARN no funcional, situado entre ARN
ribosébmico (rARN) estructural en un transcrito precursor comdn. Leido de 5 a 37, este
transcrito precursor de rARN en células eucariotas (hongos) contiene: la secuencia 5 transcrita
externa (5 ETS), también 18S rARN, 1TS1, 5.8S rARN, ITS2, 28S rARN y la 3 ETS. Durante la
maduracion del rARN, los fragmentos ITS y ETS se escinden y degradan rapidamente como
productos de maduracion no funcionales. Las secuencias diana estan localizadas entre las
regiones de ADN ribosémico 16S y 23S de bacterias Gram Positivas (GP) y bacterias Gram
Negativas (GN), y entre las regiones 18S y 5.8S del ADN ribosémico de los hongos (F).

La comparacion de secuencias de la region ITS, se utiliza en taxonomia y filogenia molecular
debido por un lado, al alto nimero de copias existentes de genes de rARN; y por otro, al alto
grado de variacién entre especies relacionadas cercanas. La figura 6 muestra las distintas partes

de los genes que codifican para el ARN ribosomico.
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Figura 6.- Regiones ITS. Genes que codifican para el ARN ribosémico

En células eucariotas, hay entre 50 y 500 copias idénticas de genes en los 10 millones de
ribosomas. Estos genes son tandem colocados pertinentemente en grandes bloques en los
cromosomas Yy estan separados unos de otros mediante el espaciador no transcrito (NTS). Estos
genes se transcriben en un precursor de ARN a partir del cual se obtienen las moléculas de
rARN maduro. En este proceso se elimina el espaciador del transcrito externo (ETS), el ITS1y
el ITS 2 del precursor de ARN, resultando 3 moléculas de rARN: 18S, 5.8S y 28S.

Las secuencias diana de las distintas especies cubiertas por este ensayo se amplificaron
mediante sus respectivos cebadores genéricos. El fundamento del test incluyendo los cebadores
y las sondas de hibridacidn especificas para las regiones ITS de cada especie, esta descrito en las
patentes referidas anteriormente: WO 2004/053148 y WO 2004/053156. Se detallan las
condiciones de temperatura, nimero de ciclos y tiempos de las distintas etapas de la

amplificacion de la PCR en la tabla 2.
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Tabla 2.- Condiciones de temperatura, nimero de ciclos y tiempos de las distintas etapas de la amplificacion
de la PCR mediante LightCycler® SeptiFast

Etapas Temperatura (°C) Tiempo Cambio de temperatura (°C/s)

Perfil de amplificacion:

Pre-Incubacion
Descontaminacion 40 5 min 20,0
Activacion enzimatica 95 10 min 20,0

Pre-amplificacion (15 ciclos)

Desnaturalizacion 95 10s 3,0
Anillamiento 58 50s 20,0
Elongacion 72 40 s 3,0
Amplificacion (30 ciclos)

Desnaturalizacion 95 10s 3,0
Anillamiento 50 50s 20,0
Elongacion 72 40 s 3,0
Perfil de la curva de fusion:

Desnaturalizacion 95 60 s 20,0
Anillamiento 40 60 s 20,0
Fusion 80 0s 0,1
Enfriamiento: 40 30s

3.6.2.2. Deteccidn de los productos de PCR
Durante la reaccion de la PCR, se detecta el aumento de productos especificos: utilizando
sondas de hibridacién marcadas con fluoresceina (HybProbe) y midiendo continuamente de
forma automatizada la fluorescencia emitida. Todas las sondas se han disefiado para distinguir
las especies de microorganismos detectadas en el mismo canal del instrumento, ayudandonos de
las temperaturas de fusion (TM) especificas de los correspondientes amplicones. Las
temperaturas de fusion dependen de la longitud del fragmento, de la composicién de su

secuencia y del grado de homologia entre la sonda de hibridacion y la diana de ADN. Las
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sondas marcadas mediante fluoresceina, forman hibridos con las secuencias internas de los
fragmentos amplificados durante la fase de anillamiento. La fluorescencia emitida, que tiene
como fundamento la transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET), se mide en uno
de los cuatro canales de deteccién del sistema LightCycler® 2.0. FRET, es un mecanismo de
transferencia de energia entre cromdforos. En el procesamiento de la PCR, se afiaden a la
mezcla de reaccion junto con los cebadores de la PCR, dos secuencias oligonucleotidicas
especificas de sondas marcadas con distintos cromoforos (donante y receptor) (figura 7.A).
Estas sondas HybProbe, se hibridan con las secuencias diana en el fragmento del ADN
amplificado, en un acoplamiento dipolo-dipolo, y asi conseguir la méxima proximidad de los
dos cromoforos. EI croméforo donante (fluoresceina) es excitado por una fuente LED de luz
azul, y la energia emitida por el donante, excita al cromdforo receptor ligado a la segunda sonda
HybProbe; que entonces emite luz fluorescente a una longitud de onda distinta (figura 7.B). La
cantidad de fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de ADN diana, generado

durante el proceso de la PCR.

Transfer
Excitation Emission
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Figura 7.- Transferencia de Energia de Resonancia de Forster (FRET). Figura 7.A.- Adicion de dos secuencias
oligonucleotidicas marcadas con croméforos. Figura 7.B.- Excitacion, transferencia y emisién de energia entre los
cromoforos
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Una vez completada la amplificacion, se analizan las curvas de temperaturas de fusion para

asegurar la especificidad de los productos obtenidos (figura 8).
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Figura 8.- Curvas de temperaturas de fusion en la amplificacion de la PCR de SeptiFast

3.6.3. Identificacion de los microorganismos y controles

Los amplicones resultantes de las reacciones de PCR en las muestras y controles, se analizaron
mediante el software de identificacion de patdgenos (SIS) SeptiFast Identification Software
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany); especificamente disefiado para la

interpretacion de las temperaturas de fusion de estos productos de PCR (figuras 9.A-F).
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Figuras 9.A-F.- Interfaz del software de identificacion de patégenos (SIS; SeptiFast Identification Software, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)

Completado cada ensayo en el equipo LightCycler® 2.0, todas las curvas de fusién se marcan
manualmente con lineas verticales deslizantes. Una vez que se fija una linea, el software calcula
automaticamente el valor de la temperatura de fusién y la correspondiente altura del pico. Este
proceso se repite para cada uno de los cuatro canales de deteccion (canal 610, canal 640, canal
670, canal 705) y para cada uno de los tres tipos de microorganismos: G (+) = Gram Positivos,
G (-) = Gram Negativos y Fungi = hongos (figura 10). El tiempo de respuesta en total al clinico,
mediante este método, es de aproximadamente 6 horas con extraccion manual y de 4 horas con

extraccion automatizada del ADN mediante MagNA Pure Compact.
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Figura 10.- Distribucion de las curvas de fusion y sus respectivos canales de deteccion (canal 610, canal 640, canal 670,
canal 705) para los distintos microorganismos G (+) = Gram Positivos, G (-) = Gram Negativos, Fungi = hongos y los
controles internos (I1C)
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3.7. Comprobacion de la sensibilidad minima analitica

Para realizar una comprobacion de la sensibilidad minima analitica del test, obtuvimos
muestras sanguineas procedentes de 2 voluntarios sanos (sin evidencias clinicas ni analiticas de
sepsis) en tubos con EDTA,; y se inocularon con cepas de S. aureus, E. coli y C. krusei, a
concentraciones finales de 100, 30 y 3 UFC/ml. Las cepas se obtuvieron de cultivos puros
microbiologicos convencionales previos, preparandose alicuotas para ser almacenadas
congeladas a -80° C hasta su uso. El dia de la comprobacion de la sensibilidad minima analitica
del test, se descongeld una alicuota de cada especie y se determind y ajusté la concentracion de
bacterias y hongos respectivamente, a partir de una dilucién en suero salino fisiolégico al 0,5 en
la escala de Mac Farland. Realizamos diluciones a partir de la inicial al 0,5 Mac Farland, esta
vez en sangre completa con EDTA de los voluntarios sanos, hasta obtener el contaje deseado de
100, 30 y 3 UFC por ml. Para obtener dichas concentraciones finales deseadas y asegurar asi
mismo que partimos de cultivos puros de las cepas congeladas, las sembramos previamente e
incubamos en agar sangre y Mac Conkey para el caso de S. aureus y E. coli, y en agar sangre
y agar Sabouraud para C. krusei.

Estas diluciones de 100, 30 y 3 UFC/mI fueron posteriormente procesadas de la misma manera
que las muestra sanguineas de los pacientes incluidos en el estudio; siguiendo las instrucciones
del fabricante del test, comenzando con una lisis y extraccion manual de los acidos nucleicos
hasta llegar a la identificacion automatizada de las especies microbianas que habiamos
inoculado. Afiadimos también en esta comprobacién de la sensibilidad minima analitica del test,

una muestra de sangre sin inéculo como control negativo del ensayo.
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3.8. Desarrollo del estudio

Comenzamos el estudio de evaluacion de nuestra técnica de PCR SeptiFast para la deteccion
de bacteriemia y fungemia en pacientes criticos: comprobando, como hemos descrito en su
apartado correspondiente, la sensibilidad minima analitica de la técnica.

Una vez comprobada la sensibilidad minima analitica, analizamos un total de 44 muestras
procedentes de 33 pacientes utilizando la extraccion manual propuesta por el fabricante,
mediante SeptiFast Prep Kit. Conservamos los extraidos a -40° C.

Posteriormente ensayamos para la amplificacion, una dilucion al 1:3 del extraido en tampon de
elucion; para evitar las posibles inhibiciones del control interno. Reanalizamos previamente 3 de
las muestras del primer periodo que obtuvieron como resultado: SF negativo y HC positivo, y
comparamos el resultado con el obtenido amplificando el extraido sin diluir. Analizamos
después, mediante esta variante del método recomendado por el fabricante: 62 muestras de 55
pacientes.

Comenzamos con la variante de extraccion automatizada mediante el sistema MagNA Pure
Compact. La evaluamos preliminarmente, analizando en primer lugar la sensibilidad minima
analitica de la misma manera en que lo hicimos al inicio de nuestro estudio para la extraccion
manual: realizamos diluciones de S. aureus, E. coli y C. krusei a concentraciones de 100
UFC/ml, 30 UFC/ml y 3 UFC/ml. Posteriormente, reanalizamos 15 muestras de pacientes que
habiamos ensayado mediante extraccion manual y diluyendo al 1:3; comparando los resultados
obtenidos mediante ambos tipos de extraccion de acidos nucleicos entre si y con los de sus
respectivos HC.

Por ultimo, evaluamos la técnica molecular SeptiFast con la variante de extraccion

automatizada; comparando los resultados de 264 muestras de 237 pacientes, con lo obtenido en
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los hemocultivos, utilizando tambien para su evaluacion el diagnéstico final de sepsis clinica o

probada/sepsis descartada como criterio de referencia.

3.9. Interpretacion de los resultados

Es relativamente frecuente, que la flora normal cutanea del enfermo y/o del personal que
realice la toma del hemocultivo (HC) pueda contaminar la sangre en el momento de la
extraccion; o que esta contaminacion suceda en el laboratorio, durante la manipulacién de los
hemocultivos. De igual forma podemos hallar resultados anémalos o dificiles de interpretar, por
la posibilidad de una contaminacion, durante la extraccion de la sangre para la PCR o en la fase
de extraccion-purificacion del ADN. Como decimos, a veces es dificil distinguir entre un
verdadero positivo con valor clinico y un microorganismo contaminante, y sobre todo, en
aquellos casos donde el foco de infeccion podria ser el catéter cardio-vascular o el paciente tiene
sospecha de endocarditis infecciosa. Esto ocurre con frecuencia cuando se detectan
Estafilococos coagulasa negativa (SCN), que suelen ser los mas frecuentemente contaminantes
en hemocultivos.

Se consideran microorganismos potencialmente contaminantes: Estafilococos coagulasa
negativa (SCN), Micrococcus spp., Estreptococos del grupo viridans, Corynebacterium spp.,
Bacillus spp. o Propionibacterium acnes. Otros microorganismos como Aspergillus spp.,
Pseudomonas spp. 0 Acinetobacter spp. pueden ser tambien contaminantes ambientales de las
técnicas moleculares. En algunas situaciones estos microorganismos pueden ser responsables de
auténticas bacteriemias y no ser meras contaminaciones; por tanto hay que tener en cuenta
varios parametros. Para diferenciar los verdaderos positivos de los contaminantes:

e evaluamos la existencia en el paciente de posibles factores predisponentes como

inmunodepresion o dispositivos protésicos, y caracteristicas clinicas del episodio como
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ausencia de otro foco que justifique la clinica, aspecto del punto de puncion de la via
central o presencia de flebitis

e investigamos el crecimiento del microorganismo en méas de un hemocultivo y/o muestras
procedentes del foco sospecha de causar la infeccién primaria (esputo, orina, exudados
y/o fluidos biologicos) tomados en el rango de dos dias anteriores o posteriores a la fecha
de extraccion de nuestra muestra sanguinea

e y tenemos en cuenta el tiempo de deteccion del microorganismo en el caso del HC, ya
que los falsos positivos suelen requerir periodos de incubacion més prolongados (Marco

y Sancho, 2007).

La distincion entre patdgeno y contaminante fue también determinada en SeptiFast,
analizando las curvas de amplificacion mediante los puntos de corte obtenidos utilizando el
software de identificacion de SeptiFast (SIS) del LightCycler®. El punto de corte representa el
punto en el ciclo de amplificacion, donde la curva de amplificacion intersecciona con la linea
base de deteccion (umbral de deteccion). Las lineas base de deteccion, estan definidas
previamente para cada modulo en la macro de SeptiFast; habiendo sido establecidas mediante el

desarrollo de la técnica por el fabricante.

3.10. Andlisis estadistico de los datos

Para el andlisis estadistico de los resultados, elaboramos una tabla usando el programa
Microsoft® Office Excel 2007 en la que incluimos datos relativos a: edad, sexo, dias de
permanencia en UCI, presencia o no de temperatura corporal >38,3 °C 0 <36° C, presencia 0 no
de leucocitosis/leucopenia, indices de gravedad APACHE II/SOFA, niveles sanguineos de
proteina C reactiva y procalcitonina, tratamiento antimicrobiano previo, resultado de SeptiFast,
resultado del hemocultivo y diagnostico final de sepsis clinica/probada o sepsis descartada.
Utilizamos el programa para Windows® IBM SPSS v.23.0 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL, EUA)

41



para los célculos de los distintos pardmetros estadisticos. Hallamos la concordancia-indice
kappa de Cohen de la técnica SF respecto al HC como criterio de referencia; considerando los
resultados contaminantes de ambos métodos como negativos. Calculamos tambien
concordancia-indice kappa entre ambas técnicas con respecto al diagnostico final (DF) como
criterio de referencia, de igual foma consideramos los resultados contaminantes de ambos
métodos como negativos. La escala de valoracién utilizada para el indice kappa, fue la propuesta
por Landis y Koch (Landis y Koch, 1977): <0,2 Muy baja; 0,21-0,4 Baja; 0,41-0,6 Moderada;
0,61-0,8 Buena; 0,81-1 Excelente.

Determinamos el grado de relacion entre todas las variables recogidas en la tabla respecto al
diagndstico final de sepsis clinica/probada o sepsis descartada (DF). Para ello, se realiz6 un
andlisis bivariante y se compararon las variables mediante la prueba exacta de Fisher o chi-
cuadraro (yx2). Para ser considerado estadisticamente significativo, utilizamos un valor de
p<0,05.

Hallamos tambien la exactitud diagnéstica de SF y HC respecto a DF: Sensibilidad,
Especificidad, Valor predictivo positivo (VPP), Valor predictivo negativo (VPN) e Intervalo de

confianza del 95% (ICgs) para cada uno de los indices.
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4. RESULTADOS
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4.1. Sensibilidad minima analitica de la técnica LightCycler® SeptiFast

Evaluamos en primer lugar la sensibilidad de nuestra técnica molecular SF, utilizando la
extraccion manual siguiendo las instrucciones del fabricante. Esta evaluacion arrojé resultados
positivos para todas las concentraciones de S. aureus y E. coli, habiéndose inoculado en sangre
de donantes sanos concentraciones de los respectivos microorganismos de 100, 30 y 3 UFC/ml.
Para C. krusei, inoculada igualmente en sangre de donantes sanos a concentraciones de 100,
30 y 3 UFC/ml, obtuvimos positivas las dos primeras concentraciones ensayadas y negativa la
concentracion de 3 UFC/ml. La muestra de sangre sin indculo, como control negativo, resultd
negativa.

Evaluamos tambien la sensibilidad de nuestra técnica SF, utilizando el método automatico
para la extraccién de los &acidos nucleicos: MagNA Pure Compact. Obtuvimos igualmente
resultados positivos para todas las diluciones de S. aureus, E. coli y C. krusei, excepto para la
concentracion de 3 UFC/ml de C. krusei, que resultd negativa. La muestra de sangre sin indculo,

como control negativo, resulté negativa.

4.2. Evaluacion de la técnica SeptiFast con Extraccion manual

Utilizando la extraccion manual recomendada por el fabricante, analizamos 44 muestras; de
las que 38 (86.36%) fueron negativas tanto por SF como en sus respectivos hemocultivos (HC).
Dos muestras resultaron positivas tanto en la técnica SF como en sus HC e identificaron los
mismos microorganismos (E. coli y Staphylococcus coagulasa-negativo). Una de las muestras
fue SF positiva y negativa mediante HC; detectandose S. pneumoniae que fue confirmado por

la deteccidon del antigeno frente a neumococo en una muestra de orina del paciente. Tres de las
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muestras ofrecieron resultados negativos para SF, siendo sus respectivos hemocultivos positivos

(2 E. coli, 1 S. agalactiae). Resumimos estos resultados en la tabla 3.

Tabla 3.- Resumen de resultados de las evaluaciones de las distintas variantes ensayadas preliminarmente,
de la técnica SeptiFast (SF) respecto al hemocultivo (HC)

RESULTADOS (n)

SF/HC
Variante SeptiFast Episodios (Pacientes) SF-/HC- SF+/HC+ SF+/HC- SF-/HC+ discordantes No en SML
Extraccion manual 44 (33) 38 2 1 3 0 0
Dilucién del extraido 66 (59) 43 10 8 1
Extraccion automatica 15 (15) 11 3 1 0 0 0

Resultados SF negativo y HC negativo (SF-/HC-), resultados SF positivo y HC positivo (SF+/HC+), resultados SF/HC discordantes
(positivos por ambas técnicas, con identificacion de distintos microorganismos), No en SML (no incluidos en la lista maestra de SF)

4.3. Evaluacion de la técnica SeptiFast con Extraccion manual y Dilucion del extraido

Ensayamos ahora la técnica SF, segin las instrucciones del fabricante utilizando una
extraccién manual, pero diluyendo esta vez el extraido (descrito en el apartado de material y
métodos de nuestra tesis) al objeto de reducir posibles inhibiciones en la técnica de PCR.
Reanalizamos en primer lugar 4 muestras que habiamos ensayado mediante la extraccion
manual sin diluir: una que fue negativa por SF y tambien negativa por el hemocultivo (SF-/HC-)
y 3 muestras que habian resultado negativas por SF y positivas en sus respectivos hemocultivos
(SF-/HC+). En este ensayo, la muestra SF-/HC- fue efectivamente concordante negativa de
nuevo, y de las muestras SF-/HC+ obtuvimos 2 resultados concordantes positivos mas, con la
deteccidn ahora también mediante SF de 2 E. coli, que habian sido detectados en sus respectivos
HC. Una de las muestras reanalizadas, ofrecio un resultado discordante SF+/HC+, en el que se
identificaron distintos microorganismos mediante SF frente a su respectivo HC: C. parapsilosis
mediante SF y S. agalactiae en el HC. Los términos ‘“concordante y discordante”, estan
definidos en el apartado de conceptos (material y métodos) de esta tesis. La C. parapsilosis

detectada mediante SeptiFast con extraccion manual y diluyendo el extraido, pertenecia a un
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varon de 40 afios que ingresa en parada cardio-respiratoria por shock hemorragico tras sangrado
de varices esofagicas. Como datos clinico-epidemioldgicos presentaba: criterios de SRIS,
SOFA/APACHE |1 de 7/9 respectivamente, antecedentes de hipertension arterial, consumo de
alcohol; y no se disponia de informacion como diabetes o algun tipo de inmunodepresion.
Presentd hepatopatia alcoholica y fue exitus tras 3 dias en UCI. Se le tomaron dos hemocultivos
el mismo dia; en los que se confirma S. agalactiae, y se detecta C. parapsilosis s6lo en uno de
ellos mediante SF. No se tomaron mas muestras para cultivo microbioldgico; asi pues no
podemos confirmar el significado clinico de la Candida parapsilosis detectada mediante
SeptiFast.

Continuamos analizando 62 muestras mas, mediante extraccion manual y dilucion del
extraido. Analizamos en total 66 muestras sanguineas (tabla 3); obteniendo 43 resultados
concordantes negativos y 10 concordantes positivos SF/HC; siendo el total de resultados SF
concordantes positivos y negativos con sus respectivos HC 53/66 (80,3%). En 8 de las muestras
analizadas, detectamos por SF patdgenos que no fueron detectados en los HC (2 A. baumanii, 2
S. pneumoniag, 1 E. coli, 1 A. fumigatus, 1 E. faecium, 1 E. cloacae), en 1 muestra se detecto E.
coli por HC que no fue detectado mediante SF, igualmente en un hemocultivo se detecto
Salmonella spp. que no esta incluido en la lista maestra (SML) de microorganismos que detecta
SF. Finalmente, 3 de las muestras ofrecieron resultados discordantes SF/ HC (tabla 3): S.
aureus/E. coli, S. aureus+SCNY/S. epidermidis, C. parapsilosis/S. agalactiae). En la primera de
ellas, habiamos encontrado una incidencia preanalitica: las muestras de HC llegaron al

laboratorio separadamente de la muestra sanguinea para SF.

4.5. Evaluacion preliminar de SeptiFast con Extraccion automatica frente a la Extraccion
manual y el hemocultivo
Queriamos probar ahora la variante objeto de nuestro estudio: la técnica SF con extraccion de

acidos nucleicos mediante el sistema automatico MagNA Pure Compact. Evaluamos
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preliminarmente este método de extraccion automatica en 15 muestras sanguineas que habian
sido analizadas diluyendo el extraido. Obtuvimos: 11 resultados concordantes negativos SF/HC
(tabla 3) y 3 concordantes positivos (1 E. coli, 1 S. pneumoniae, 1 P. aeruginosa). En una de las
muestras analizadas, se detectd A. fumigatus, no habiendo sido detectado previamente ni por el
método manual ni en su HC. El resultado se confirmo, al identificarse también A. fumigatus en
una muestra de aspirado traqueo/bronquial del paciente. En esta evaluacion preliminar de SF
con extraccion automatica, no obtuvimos resultados discordantes ni resultados SF negativos con

HC positivo (tabla 3).

4.6. Evaluacion de la técnica SeptiFast con Extraccion automatica frente al hemocultivo

4.6.1. Resultados clinico-epidemiolégicos

Incluimos en el estudio un total de 264 episodios procedentes de 237 pacientes adultos,
ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) del Hospital Virgen de Valme de Sevilla.
En 22 pacientes estudiamos varios episodios de SRIS distintos: en 17 estudiamos 2 episodios de
SRIS diferentes, en 4 pacientes estudiamos 3 y en uno de ellos estudiamos 4 episodios de SRIS
distintos. Rechazamos 2 muestras que no llegaron correctamente identificadas. Anulamos los
resultados de 3 episodios (de tres pacientes distintos) que no cumplian el criterio de haberse
extraido con una diferencia entre ellos de 7 dias. Sacamos también del estudio 1 muestra que
resultd invalida en la PCR por inhibicion del control interno, y los resultados de 2 muestras de
pacientes que procedian de urgencias. Detallamos en el anexo IV los datos recogidos en el
estudio por episodio-paciente, tanto clinico-epidemiolégicos como microbiolégicos y de
tratamiento antimicrobiano previo a la extraccién de las muestras sanguineas. Las patologias
causa de ingreso en UCI para los pacientes incluidos en nuestro estudio se expresan en la tabla

4, situandose en primer lugar los ingresos por patologias digestivas, seguido por patologias de
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origen respiratorio, cardiovascular, urinario, cerebral, piel-partes blandas, multiorganicas,

traumatoldgicas y otras. Desconocemos la causa de ingreso en 1 de los episodios.

Tabla 4.- Patologias causa de ingreso en UCI, de los pacientes y/o episodios estudiados

PATOLOGIAS n %
DIGESTIVAS 33,3
Peritonitis, pancreatitis e infecciones intra-abdominales 31
Colectomias 26
Otras cirugias digestivas 10
Otras patologias intra-abdominales 9
Otras intervenciones quirdrgicas 8
Complicaciones de Diabetes 4
RESPIRATORIAS 21,6
Neumonia y otras infecciones respiratorias 26
Insuficiencia respiratoria 24
Otras patologias respiratorias 7
CARDIO-VASCULARES 16,7
Shock cardiogénico 15
Shock hipovolémico 13
Hemorragia intracraneal 7
Otras patologias cardio-vasculares
URINARIAS 8,0
Sepsis origen urinario 14
Insuficiencia renal 7
CEREBRALES 7,2
Bajo nivel de conciencia 10
Meningitis-meningoencefalitis 9
PIEL-PARTES BLANDAS 57
Sepsis piel-partes blandas 9
Sepsis otros focos 6
FMO 4,2
Fallo multiorganico 11
TRAUMATOLOGICAS 1,9
Politraumatismos 5
OTRAS 14
Otros (1 desconocido) 4
TOTAL 264 100
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Expresamos en la tabla 5 los resultados clinico-epidemioldgicos obtenidos, diferenciandolos

para su analisis descriptivo, en variables cualitativas y cuantitativas.

Tabla 5.- Andlisis descriptivo de los datos clinico-epidemiologicos

Variables cualitativas! n %

Sexo (n=237)

Hombre 157 66,2
Mujer 80 33,8
Evolucion (n=239)
Exitus 111 46,4
Superviviente 128 53,6
Temperatura (>38,3°C, <36°C) 200 75,7
Leucocitosis/Leucopenia 163 61,7
Diagnéstico inicial
Sepsis 210 79,5
Sepsis grave 14 5,3
Shock séptico 40 15,2
Foco de infeccion?
Respiratorio 68 25,8
Digestivo 60 22,7
Cardiovascular 42 15,9
Herida 39 14,7
Urinario 21 8,0
Cerebral 19 7,2
Desconocido 15 57
Otros cultivos (n=259) 207 79,9
Tratamiento previo (n=252) 169 67,1
Diagnostico final
Sepsis clinica o probada 110 41,7
Sepsis descartada 154 58,3

1n=264 para las variables donde no se indica el dato? Foco sospecha de la infeccion

Percentiles
Variables cuantitativas n Rango Mediana 25 75 pt
Edad (afios) 237 18-91 65 52 74
Dias UCI 242 1-77 11 4 23
Proteina C reactiva 46 10,00-600,00 185,00 4250 306,25 0,177
Procalcitonina 46 0-120 10 3 40 0,096
SOFA 152 0-24 5 2 9 0,002
APACHE I 152 1-39 18 12 25 <0,005

valor de p respecto al diagnostico final de sepsis
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De los 22 pacientes en los cuales analizamos mas de un episodio de SRIS distinto: 5 de ellos
presentaron dias diferentes de permanencia en UCI y 2 de ellos tuvieron una evolucion distinta

en sus episodios de SRIS.

4.6.2. Resultados microbiol6gicos

Desde la recepcion de los botes de HC hasta la identificacion del microorganismo, cuando se
detectaron como positivos, transcurrieron entre 48 y 72 horas. Los resultados negativos
definitivos se informaron a los 5 dias. El tiempo utilizado mediante la técnica de SF con
extraccion automatizada por el sistema MagNA Pure Compact fue de 4 horas, tanto para los
resultados positivos como para los negativos.

Expresamos en la tabla 6, los resultados globales obtenidos. De los 264 episodios ensayados:
174 resultaron negativos tanto por el test de PCR SeptiFast como en sus respectivos

hemocultivos-concordantes negativos- y 90 (34,1%) resultaron positivos por alguna de las dos

técnicas.

Tabla 6.- Resultados globales obtenidos comparando la técnica de
SeptiFast (SF) con el resultado en sus respectivos Hemocultivos (HC)

Resultados globales n %
SF-/HC- 174 65,9
SF+/HC+ 28 10,6
SF +/HC- 38 14,4
SF-/HC+ 12 4,5
SF+/HC+ discordantes 8 3,0
No en SML! 4 15
TOTAL 264 100

Resultados SF negativo y HC negativo (SF-/HC-), resultados SF positivo y HC positivo
(SF+/HC+), resultados SF/HC discordantes (positivos por ambas técnicas, con
identificacion de distintos microorganismos), *:No en SML (no incluidos en la lista
maestra de SF)
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De los 90 resultados positivos, en 28 casos (tabla 6) se obtuvo el mismo microorganismo tanto
por SeptiFast (SF) como en su respectivo hemocultivo (HC)-concordantes positivos- y en 38
episodios (tabla 6) obtuvimos un resultado SF positivo con HC negativo (SF+/HC-). De los 38
episodios SF+/HC-, 24 estuvieron confirmados con otros cultivos (anexo IV) y en los 14
episodios restantes, se diagnostico una sepsis clinica aunque no se pudo confirmar con otros
cultivos.

En 12 episodios (tabla 6) obtuvimos un resultado de SF negativo siendo el HC positivo (SF-
/HC+). Expresamos en la tabla 7, el detalle de los resultados de estos 12 episodios SF-/HC+

obtenidos.

Tabla 7.- Resultados obtenidos: SeptiFast (SF) negativo con hemocultivo (HC) positivo (SF-/HC+)

Episodio SF HC HC Observaciones
(Set 1) (Set 2)
30 N P. aeruginosa P. aeruginosa Significado clinico
60 N P. aeruginosa P. aeruginosa Significado clinico
99 N P. aeruginosa P. aeruginosa Significado clinico
149 N E. faecalis N Significado clinico
4 N C. krusei N Significado clinico
107 N SCN (2cepas) SCN Contaminante
57-2 N SCN SCN Contaminante
179-1 N S. epidermidis No realizado Contaminante
138-1 N E. faecalis+S. aureus E. faecalis+S. aureus Incidencia PA
73 N S. pneumoniae N Incidencia PA
213 N P. mirabilis S. viridans Incidencia PA
234 N E. coli E. coli Incidencia PA

N= resultado negativo. SCN=Estafilococos coagulasa negativa. Incidencia PA=incidencia en la fase preanalitica

De estos 12 episodios (tabla 7): 5 tuvieron significacion clinica demostrada (aunque 1 de ellos

no esta confirmado con otros cultivos), en 3 de estos 12 resultados (tabla 7) determinamos que
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fueron contaminantes, y en 4 de los mismos (tabla 7) hubo incidencias en la fase preanalitica
(PA); estando confirmado con otros cultivos s6lo 1 de estos resultados. Las incidencias en la
fase preanalitica de esos cuatro episodios fueron:

e Episodio 138-1: recibimos por separado las muestras de HC y sangre en EDTA para SF.
Recibimos otro HC del mismo paciente al dia siguiente (sin muestra para SF), cuyo
resultado fue negativo.

e Episodio 73: de esta paciente, recibimos 8 botes de HC (4 sets) el mismo dia, y una sola
muestra de sangre en EDTA para SF. Se detecta S. pneumoniae en 4 botes (4/8), siendo
los otros cuatro botes restantes negativos.

e Episodio 213: el hemocultivo correspondiente llega al laboratorio un dia después de la
muestra de sangre para SF. Desconocemos si el HC sufrié una demora en su llegada al
laboratorio, 0 se tomé un dia después de la muestra de sangre para SF.

e Episodio 234: llega un tubo de sangre en EDTA para SF junto con su HC
correspondiente, que es el que se procesa; y en ese mismo dia nos llega otro tubo mas de
sangre en EDTA rotulado con los demograficos del mismo paciente. Suponemos que es

una muestra duplicada y la desechamos, no la analizamos.

Por otro lado, obtuvimos 8 episodios (tabla 8), inicialmente catalogados como discordantes
positivos entre SF y HC, encontrando confirmados mediante cultivos de muestras de otras
procedencias (anexo 1V) los aislamientos obtenidos en SF correspondientes a C. krusei, S.
aureus y E. coli de los episodios respectivos 230-2, 13 y 35. Los aislamientos de SCN obtenidos
por SF en los episodios 2-1 y 9-2, resultaron concordantes con lo obtenido en sus respectivos
HC; al detectarse dos curvas de fusion diferentes en la PCR de SF. Se determinaron como
contaminantes, segun los criterios establecidos en el capitulo de material y metodos, los

aislamientos de los episodios 230-2 y 13 obtenidos en los HC y el aislamiento de Streptococcus
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spp. hallado mediante SF en el episodio 9-2. Finalmente, obtuvimos 4 resultados SF
negativo/HC positivo (tabla 8) pero con microorganismos no incluidos en la SML de SeptiFast:

2 Clostridium spp., 1 Bacilo Gram Negativo anaerobio y 1 Eubacterium limosum.

Tabla 8.- Resultados obtenidos SF+/HC+ catalogados inicialmente como discordantes

Episodio SF HC HC Observaciones
(Set 1) (Set 2)

230-2 C. krusei Corynebacterium!+SCN! N Contaminante*
13 S. aureus S. epidermidis® N Contaminante!
35 E. coli C. perfringens C. perfringens No en SML2
31 P. aeruginosa C. sporogenes N No en SML2
59 P. aeruginosa BGN anaerobio N No en SML2
47 E. coli E. limosum E. limosum No en SML?
2-1 S. aureus +SCN S. epidermidis S. epidermidis Significado clinico
9-2 SCN+Streptococcus spp. S. hominis S. hominis Significado clinico

1 Se consideran contaminantes a los microorganismos detectados en los HC ?Resultados SF+/HC+ no incluidos en la lista maestra de SF.
N= resultado negativo. SCN=Estafilococos coagulasa negativa. BGN= Bacilo Gram Negativo

El ndmero y género-especie de los microorganismos considerados verdaderos patdgenos
obtenidos por cada una de las técnicas (SF y HC), quedan mostrados comparativamente en la
tabla 9. Entre estos resultados (tabla 9), podemos destacar que los microorganismos mas
frecuentemente aislados fueron S. aureus (23/92) y E. coli (19/92); encontrandose en ambos
casos una proporcion 10/1 de aislamientos detectados s6lo mediante la técnica SF respecto a los
detectados s6lo mediante el HC. Streptococcus pneumoniae fue detectado sélo por SeptiFast en
6 casos, frente a 1 del hemocultivo. Aspergillus fumigatus fue aislado en 4 episodios, y s6lo fue
detectado en nuestro estudio mediante la técnica de SF. Asi mismo detectamos 3 A. baumanii, 2
de ellos s6lo mediante SF. Ambos proceden de pacientes que presentaron una sepsis clinica,

aunque solo 1 esta confirmado con otros cultivos.
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Tabla 9.- Género-Especie y nimero de microorganismos incluidos y no incluidos en la lista maestra (SML)
de SF, detectados en nuestro estudio mediante: s6lo SeptiFast (SF), sélo Hemocultivo (HC) o por ambos
métodos (SF/HC)!

Microorganismos SF (n) HC (n) SF/HC (n) TOTAL (n)

Gram Positivos

S. aureus 10 1 12 23
S. pneumoniae 6 1 1 8
E. faecium 1 0 0 1
E. faecalis 0 2 0 2
Staphylococcus coagulasa-negativos (SCN) 2 1 0 6 7
Gram Negativos

E. coli 10 1 8 19
P. aeruginosa 5 4 2 11
A. baumanii 2 0 1 3
Enterobacter (cloacae/aerogenes) 2 0 0 2
Klebsiella (pneumoniae/oxytoca) 1 0 0 1
Proteus mirabilis 0 1 0 1
Hongos

Aspergillus fumigatus 4 0 0 4
Candida krusei 1 1 0 2
No en SML2

Clostridium spp. 0 3 0 3
Salmonella spp. 0 2 0 2
Eubacterium spp. 0 1 0 1
Neisseria meningitidis 0 1 0 1
BGN anaerobio 0 1 0 1
TOTAL 43 19 30 92

Mediante SeptiFast obtuvimos dos sepsis mixtas y mediante HC obtuvimos una sepsis mixta 2SCN con significacion clinica. *No en SML
(no incluidos en la lista maestra de SF)

Detectamos en total 11 P. aeruginosa (tabla 9), de las que no se observa preponderancia en
los aislamientos detectados mediante SF respecto de los detectados mediante el HC
convencional: en total, cada técnica detectd 7 y 6 P. aeruginosa respectivamente. Todas las P.
aeruginosa (5/5) detectadas s6lo mediante SF, procedian de pacientes con sepsis clinicas;
aunque sélo 2 de ellas estuvieron confirmadas con otros cultivos. En cuanto a los aislamientos
de Candida spp., en la evaluacion de la extraccion automatica, obtuvimos 2 C. krusei;
detectandose una s6lo mediante SF y otra solo mediante el HC convencional. En el paciente del

cual aislamos C. krusei mediante SF, se detectd tambien C. krusei en una muestra de
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broncoaspirado. Mediante SeptiFast detectamos dos sepsis mixtas (S. aureus+SCN y S.
aureus+A. fumigatus) y mediante HC obtuvimos una sepsis mixta (E. faecalis+S. aureus).

Expresamos ahora los resultados comparativos globales de los contaminantes obtenidos por
cada uno de los métodos, en la tabla 10. La tasa de contaminacion de  nuestros
hemocultivos fue de un 12,5%, mientras que para la técnica de SeptiFast la tasa de
contaminacion fue del 3,4%. El 75% del total de contaminantes, correspondieron a

Estafilococos coagulasa negativos (SCN).

Tabla 10.- Resultados interpretados como contaminantes mediante: solo SeptiFast (SF), s6lo Hemocultivo
(HC) o por ambos métodos (SF/HC)

Microorganismos contaminantes SF (n) HC (n) SF/HC (n) TOTAL (n)

Gram Positivos

Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) 3 25 2 30
Streptococcus spp. 4 2 0 6
No en SML

Corynebacterium spp. 0 2 0 2
Bacillus spp. 0 1 0 1
Propionibacterium spp. 0 1 0 1
TOTAL 7 31 2 40

INo en SML (no incluidos en la lista maestra de SF)

Expresamos en la tabla 11 los resultados globales obtenidos, preparados para su analisis
estadisitico, una vez reinterpretados los resultados discordantes y los contaminantes de ambos
métodos; segun los criterios detallados en el capitulo de material y métodos.

En cuanto al tratamiento previo a la obtencidn del hemocultivo recibido, en nuestro estudio, un
68,6% de los casos (181/264) habian recibido tratamiento antibiotico y/o antifingico previo a la
obtencion de las muestras de sangre para hemocultivo y SeptiFast (tabla 11). Obtenemos un
total de 26 episodios con resultado microbioldgico negativo tanto mediante SF como por el HC,

que sin embargo se diagnosticaron finalmente como sepsis clinica. Suponen un 9,8% de todos
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los episodios, y un 23,4% de todas nuestras sepsis. En todos los casos (100%) existid

tratamiento previo.

Tabla 11.- Resultados globales obtenidos comparando la técnica de SeptiFast (SF) con el Hemocultivo (HC),
ndmero de episodios por grupo con diagnostico final (DF) de sepsis y nimero de episodios con diagnéstico
final de sepsis que recibieron tratamiento antimicrobiano previo

Resultados globales® Sepsis clinica o probada Tratamiento
n (%) n n (%)
SF-/HC- 179 (67,8) 26 26  (100)
SF+/HC+ 30 (11,4 30 18 (60,0)
SF+/HC- 38 (14,9 38 29 (76,3)
SF-/HC+ 9 (3,4) 9 7 (77,8)
SF+/HC+ discordantes 4 (1,5 4 1 (25,0
No en SML 4 (1,5 4 3 (75,0
TOTAL 264 (100) 111 181 (68,6)

1 Datos globales reinterpretados los resultados discordantes y contaminantes. Resultados SF negativo y HC negativo (SF-/HC-), resultados
SF positivo y HC positivo (SF+/HC+), resultados SF/HC discordantes (positivos por ambas técnicas, con identificacion de distintos
microorganismos), No en SML (no incluidos en la lista maestra de SF)

Todos los episodios SF+/HC- (38/38) tuvieron un diagndstico final de sepsis (tabla 11); de los
que un 76,3% (29/38) habian sido tratados con antibiético y/o antifingico previamente a la
obtencion del hemocultivo. Todos los episodios SF-/HC+ (9/9) tuvieron también un diagnostico
final de sepsis (tabla 11); de los que un 77,8% (7/9) habian recibido tratamiento antibidtico y/o
antifangico previo. Para los que tuvieron un resultado concordante positivo SF+/HC+,
encontramos una tasa de tratamiento previo de un 60% (18/30). El estudio estadistico no
encontré relacion significativa entre el tratamiento antimicrobiano previo y el resultado
microbioldgico positivo o negativo (tabla 12); tanto en la técnica de SF (p=0,764) como para el

HC (p=0,227).
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Tabla 12.- Analisis descriptivo de las variables temperatura (>38,3°C4 <36°C), presencia de
leucocitosis/leucopenia, existencia de tratamiento previo en muestras con resultado SF positivo y existencia
de tratamiento previo en muestras con resultado de HC positivo

Variables cualitativas Sepsis clinica o probada p
n n (%)

Temperatura (>38,3°C 6 <36°C)  si 200 93 (46,5) 0,0051
no 64 17 (26,6)

Leucocitosis/Leucopenia si 163 92 (56,4) <0,0051
no 101 18 (17,8)

SF+/Tratamiento previo Si 48 48 (100) 0,7642
no 24 24 (100)

HC+/Tratamiento previo Si 29 29 (100) 0,2272
no 18 18 (100)

*Relacion estadistica de las variables estudiadas con el diagnéstico final de sepsis 2Relacion estadistica de la influencia del tratamiento antimicrobiano previo
en el resultado positivo de las técnicas SF y HC

4.7. Analisis estadistico de los datos

El estudio estadistico de los parametros: temperatura >38,3°C o0 <36°C vy
leucocitosis/leucopenia (tabla 12), determind que en nuestro trabajo existio relacion significativa
(p<0,05) de ambos parametros con el diagnostico final de sepsis. La mediana de los valores de
Proteina C reactiva/Procalcitonina para los pacientes con diagnostico final de sepsis fue 258/19
respectivamente; mientras que obtuvimos valores de 101/4,6 para los pacientes cuyo diagnostico
final no fue sepsis. Para estos marcadores, no se encontré una relacion estadisticamente
signigicativa (tabla 5) con la presencia de sepsis (p=0,177 y p=0,096 respectivamente). Las
medianas de los valores SOFA/APACHE Il para los pacientes con diagnostico final de sepsis
fueron 7/21 respectivamente; mientras que obtuvimos valores de 4/15 para los pacientes cuyo
diagnostico final no fue sepsis. Encontramos relacién estadisticamente significativa (p<0,05)
para ambos indices de gravedad (tabla 5), con la presencia de sepsis clinica o probada.

En la tabla 13 expresamos los datos microbioldgicos globales cuantitativos de la técnica en

estudio SF y el método convencional del HC, para su analisis estadistico.
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Tabla 13.- Datos cuantitativos de las variables SeptiFasty hemocultivo para el analisis estadistico
respecto al diagnostico final (DF) de sepsis como criterio de referencia

Positivos Negativos Contaminantes TOTAL
n (%) n (%) n (%)
SeptiFast 72 (27,3) 183 (69,3) 9 (3,4) 264
Hemocultivo 47 (17,8) 184 (69,7) 33 (12,5) 264
DF Sepsis 85 26 111

El analisis de concordancia de la técnica SF respecto al HC como criterio de referencia,
ofrecio un coeficiente kappa de 0,460 que corresponde a una concordancia moderada entre SF y
HC, siendo el analisis estadisticamente significativo (p <0,05). El andlisis de concordancia de
las técnicas SF y HC respecto al diagnostico final de sepsis (DF) como criterio de referencia,
arrojo indices kappa de 0,682 y 0,460 respectivamente; que corresponden a buena concordancia
para SF y moderada para el HC, siendo p <0,05 para ambas técnicas. En cuanto a la exactitud
diagnostica de SF y HC respecto al DF como criterio de referencia, obtuvimos valores de
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)
para cada una de las técnicas; resultando para SF: 73,47%, 94,58%, 64,86% Yy 85,62%; y para el

HC: 47,96%, 80,12%, 42,34% y 53,59% respectivamente.
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ANEXO IV
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ANEXO IV.- Resultados globales incluyendo n° de episodio (N°), sexo del paciente (Sx), edad, dias de permanencia en
UCI (UCI), evolucién (Out), presencia de fiebre o hipotermia (T?), leucocitosis/leucopenia (Leu), diagndstico inicial (DI),
foco de sospecha (Foco), existencia de otros cultivos (O Cultivo), tratamiento previo antibiético y/o antifingico
(Tratamiento), resultado de SeptiFast, resultado del Hemocultivo y diagndstico final (DF)

Ne Sx Edad UCI Out T Leu DI Foco O Cultivo Tratamiento SeptiFast Hemocultivo DF
1 M 58 31 EX 1 0 S RESP BAScantro AF N N N
2-1 H 53 13 EX 1 1 SS FOD neg CTX+MTZ S. aureus +SCN S. epidermidis C
2-2 H 53 13 EX 1 1 SS FOD HCstacon CSF+IMI A. baumanii N C
3 H 86 1 EX 1 1 S RESP  BASesccol CEF N N N
4 M 76 13 EX 1 1 S OR ORpseaer AB+AF N C. krusei C
5 M 66 7 EX 1 1 S RESP AGstrpne N S. pneumonie N C
6 M 79 9 SP 1 1 SS OR OResccol N E. coli E. coli P
7 H 68 4 S0 1 S RESP  RESP A/C N N N
8 M 74 27 EX 0 1 S RESP BASsermar N N N N
9-1 M 45 19 SP 1 O S HDA HDA A/C N SCN N
9-2 M 45 19 SP 1 1 S HDA HCstacon A/C SCN+ Str. spp. S. hominis C
10 H 70 5 S0 1 S HDA N CTX+MTZ N N N
11 M 78 18 SP 0 1 S DIG N N N N N
12 H 61 72 SP 0 1 S DIG ABCmixto MRP N N N
13 H 65 19 SP 1 1 S HDA BASstaaur N S. aureus S. epidermidis C
14 H 69 2 EX 1 0 S cv N A/C N N N
15 M 67 1 EX 1 1 SS FOD N LZD+CTZ N N C
16 H 27 3 SP 1 0 S DIG N N N SCN N
17 H 65 30 EX 1 1 SS DIG LPEResccol VCN+TZP E. coli N C
18 H 71 10 SP 1 0 S cv HCstaaur CTX+MTZ S. aureus N C
19 M 67 1 SP 1 1 S OR OResccol CTX E. coli N C
20 H 46 41 EX 1 0 S DIG neg N N N N
21 M 59 21 SP 1 1 SS RESP neg N E.coli E. coli P
22 M 83 18 EX 1 1 S RESP BASaspfum  IMI+CTX+VZ A. fumigatus N C
24 H 73 7 EX 0 1 S cv HC N N N N
25 H 74 6 EX 0 1 S cv neg NC N N N
26 M 80 12 SP 0 1 S RESP RESP CFP+LVX N N N
27 M 85 1 EX 0 1 S cv N N N N N
28 M 74 52 EX 1 1 S FOD ESPhaeinf N E. coli E. coli P
29 H 72 8 EX 1 1 SS FOD neg N S. aureus S. aureus P
30 H 61 1 EX 1 1 SS HDA LPERpseaer  IMI N P. aeruginosa P
31 H 69 28 SP 0 1 S DIG neg N P. aeruginosa C. sporogenes C
32 H 68 10 EX 0 1 S DIG NC CTX+CC N N N
33 H 63 7 EX 1 1 SG  HDA HDAstaaur N S. aureus S. aureus P
34 H 37 12 s 1 1 S DIG neg TZP N N N

Interpretacion de abreviaturas de la tabla: H=Hombre, M=Mujer, EX=Exitus, SP=Superviviente, 1=presencia, 0=ausencia, S=Sepsis, SG=Sepsis
Grave, SS=Shock séptico, N=Negativo, C=Sepsis clinica, P=Sepsis probada. Foco (F): RESP=respiratorio, FOD=desconocido, OR=urinario, HDA=
herida, DIG=digestivo, CV=cardiovascular, CER=cerebral. Otros cultivos-pruebas y microorganismo aislado (CM): neg=negativos, N=no existieron.
CCmm=Tipo de muestra-prueba y microorganismo aislado: Tipo de muestra (BAS=broncoaspirado, ESP=esputo, RESP=muestra respiratoria, HC=
hemocultivo, OR=orina, HDA=herida, ABC=abceso, DRE=drenaje, LPER=liquido peritoneal, AG=antigeno, GM=galactomanano, BG=betaglucano,
BlL=liquido biliar, LCR=liquido cefalorraquideo). Microorganismo aislado: tres primeras letras de género y especie (gj. cantro=Candida tropicalis,
stacon=Staphylococcus coagulasa negativa, etc). Tratamiento previo: ver apartado de abreviaturas
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Continuacion del ANEXO IV.- Resultados globales incluyendo n° de episodio (N°), sexo del paciente (Sx), edad, dias

de permanencia en UCI (UCI), evolucion (Out), presencia de fiebre o hipotermia (T?), leucocitosis/leucopenia (Leu),
diagndstico inicial (DI), foco de sospecha (Foco), existencia de otros cultivos (O Cultivo), tratamiento previo antibi6tico
y/o antiflingico (Tratamiento), resultado de SeptiFast, resultado del Hemocultivo y diagnéstico final (DF)

N° Sx Edad UCI Out T® Leu DI Foco O Cultivo Tratamiento SeptiFast Hemocultivo DF
HCesccol,
35 H 62 4 SP 1 1 SS DIG BIL mixto LZD+LVX+MTZ E. coli C. perfringens P
36 H 76 21 SP 1 1 S DIG DREesccol NC E. coli N C
37 M 23 4 SP 1 0 S HDA N CTX+MTZ N Bacillus spp. N
38 H 19 2 SP 1 0 S CER LCR VCN+CTX+ACI N N N
39 H 43 24 SP 1 0 S DIG ABCmixto CTX+VCN+IMI N N N
40-1 H 56 17 SP 1 1 S Ccv AGstrpne CFP+VCN+CC S. pneumoniae N C
40-2 H 56 17 sp 1 1 S cv HC CTX+VCN N SCN N
40-3 H 56 17 SP 1 0 S cv neg N N SCN N
41 H 68 30 SP 0 1 S RESP  neg NC N N N
42 H 80 22 EX 1 1 S DIG HCacibau N A. baumanii N C
43 H 61 54  EX 1 0 S cv neg N N N N
44 H 46 10 SP 0 1 S RESP BASstaaur N N N N
45 H 77 2 SP 0 1 S DIG N CTX+MTZ SCN SCN N
46 H 79 12 EX 0 1 S HDA ABC N N N N
47 H 70 21 EX 0 1 S DIG neg N E. coli E. limosum C
48 H 80 2 EX 1 0 S DIG N NC N C. perfringens P
49 H 60 47 EX 0 1 S RESP  neg NC N N N
50 M 72 4 SP 0 1 S cv OResccol A/C N N N
51 M 75 4 SP 0 o S DIG N TZP+MTZ N N N
52 M 72 28 EX 1 0 S RESP HCstaaur CFP N N N
53 H 62 13 SP 0 1 S RESP neg N Str. spp. N N
54 H 65 10 EX 0 1 S FOD neg N N N N
55 M 78 5 EX 1 1 SS DIG HDApseaer  CTA+MTZ E. faecium N C
56 M 33 20 SP 1 0 S RESP AGstrpne CTX N N N
57-1 H 70 31  EX 1 1 S RESP BASacinbau  COL A. baumanii A. baumanii P
57-2 H 70 31 EX 1 0 S RESP HC IMI+COL N SCN N
58 H 57 4 SP 1 0 S DIG N CTX N N N
59 M 69 2 EX 1 0 S DIG N N P. aeruginosa bgn ANA P
60 H 67 17 EX 1 1 SS HDA HDApseaer  VCN+TZP N P. aeruginosa P
61 M 53 6 SP 0 1 S RESP HCstrpne CTX+CLA S. pneumoniae N C
62 M 61 15 SP 1 1 S RESP  neg N N N N
63 M 25 8 SP 0 1 S DIG ORcanalb N N N N
64 M 78 2 SP 0 1 S OR OR IMI+CTX N N N
65 M 64 27 SP 0 1 S cv HDA A/C N N N
66 H 73 8 SP 0 1 S HDA HDA TZP+LZD N N C

Interpretacion de abreviaturas de la tabla: H=Hombre, M=Mujer, EX=Exitus, SP=Superviviente, 1=presencia, 0=ausencia, S=Sepsis, SG=Sepsis
Grave, SS=Shock séptico, N=Negativo, C=Sepsis clinica, P=Sepsis probada. Foco (F): RESP=respiratorio, FOD=desconocido, OR=urinario, HDA=
herida, DIG=digestivo, CV=cardiovascular, CER=cerebral. Otros cultivos-pruebas y microorganismo aislado (CM): neg=negativos, N=no existieron.
CCmm=Tipo de muestra-prueba y microorganismo aislado: Tipo de muestra (BAS=broncoaspirado, ESP=esputo, RESP=muestra respiratoria, HC=

hemocultivo, OR=orina, HDA=herida, ABC=abceso, DRE=drenaje, LPER=liquido peritoneal, AG=antigeno, GM=galactomanano, BG=betaglucano,

BlL=liquido biliar, LCR=liquido cefalorraquideo). Microorganismo aislado: tres primeras letras de género y especie (ej. cantro=Candida tropicalis,

stacon=Staphylococcus coagulasa negativa, etc). Tratamiento previo: ver apartado de abreviaturas
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Continuacion del ANEXO V.- Resultados globales incluyendo n° de episodio (N°), sexo del paciente (Sx), edad, dias

de permanencia en UCI (UCI), evolucion (Out), presencia de fiebre o hipotermia (T?), leucocitosis/leucopenia (Leu),
diagndstico inicial (DI), foco de sospecha (Foco), existencia de otros cultivos (O Cultivo), tratamiento previo antibi6tico
y/o antiflngico (Tratamiento), resultado de SeptiFast, resultado del Hemocultivo y diagnéstico final (DF)

Ne Sx Edad UCI Out T Leu DI Foco O Cultivo Tratamiento SeptiFast Hemocultivo DF
67 H 55 2 SP 1 0 S cv N N N N N
68 M 55 9 SP 1 0 S RESP N CTX N N N
69 M 54 3 SP 1 0 S cv N N N N N
70 H 74 3 SP 0 1 S RESP  neg A/C N N N
71 H 79 3 SP 0 1 S RESP N LVX N SCN N
72-1 M 54 50 SP 1 0 S DIG N A/C N SCN N
72-2 M 54 50 SP 1 0 S DIG neg CTA+CIP N N N
73 M 24 9 SP 1 1 S RESP neg N N S. pneumoniae P
74 H 62 22 EX 1 1 S CER LCRneimen  CTX+VCN N N N
75 M 86 6 SP 0 1 SS OR N TzZP E. coli E. coli P
76 H 53 15 EX 1 1 SS HDA neg CTX+ MTZ+FZ+LVX N SCN+S. viridans C
77 H 63 4 SP 1 0 S HDA N CTX+MTZ N N N
78 H 52 6 SP 0 1 S RESP RESP LVX+CTX N N N
79 H 43 13 EX 1 1 S RESP GMaspfum  VCN A. fumigatus N C
80 H 67 27 SP 1 1 S HDA HCesccol N E. coli N C
81 H 23 2 SP 1 0 S RESP N N N N N
82 M 76 23 SP 1 1 S DIG neg N P. aeruginosa N C
83 H 84 23 SP 1 0 S RESP  HDAesccol  CFP+LVX+FZ N N N
84 H 38 20 EX 1 0 S cv neg N N N N
85 H 54 13 SP 1 0 S RESP  neg CFP+LZD N N N
86 H 76 15 EX 1 1 SG FOD neg VCN N N C
87 H 62 17 SpP 1 0 S CER neg N N N N
88 M 61 12 EX 0 0 S CER neg N N N N
89 H 82 2 SP 0 1 S HDA HDA NC N N N
90 H 52 25 EX 0 1 S RESP BAScanspp  A/C N N N
91-1 M 48 17 SP 1 0 S DIG COPaerspp  CIP S. aureus S. aureus P
91-2 M 48 31 SP 1 0 S cv HCstaaur LZD N N N
91-3 M 48 13 SP 0 o S DIG N NC N N N
92 M 78 15 SP 1 0 S cv neg N N SCN N
93 H 68 12 EX 1 1 SS HDA HDApseaer MTZ P. aeruginosa P. aeruginosa P
94 M 78 7 EX 1 1 SS DIG LPERmixto MTZ N SCN C
95 H 79 37 SP 0 1 S DIG LPER AB+AF E. coli N C
96 H 73 28 EX 1 0 S cv neg IMI+LZD N N N
97-1 H 51 43 SP 1 0 S DIG N TZP N SCN N
97-2 H 51 43 SP 0 S DIG HC TZP+LZD+MUP N N N
97-3 H 51 43 SP 1 0 S DIG HC IMI N N N

Interpretacion de abreviaturas de la tabla: H=Hombre, M=Mujer, EX=Exitus, SP=Superviviente, 1=presencia, 0=ausencia, S=Sepsis, SG=Sepsis
Grave, SS=Shock séptico, N=Negativo, C=Sepsis clinica, P=Sepsis probada. Foco (F): RESP=respiratorio, FOD=desconocido, OR=urinario, HDA=
herida, DIG=digestivo, CV=cardiovascular, CER=cerebral. Otros cultivos-pruebas y microorganismo aislado (CM): neg=negativos, N=no existieron.
CCmm=Tipo de muestra-prueba y microorganismo aislado: Tipo de muestra (BAS=broncoaspirado, ESP=esputo, RESP=muestra respiratoria, HC=

hemocultivo, OR=orina, HDA=herida, ABC=abceso, DRE=drenaje, LPER=liquido peritoneal, AG=antigeno, GM=galactomanano, BG=betaglucano,

BlL=liquido biliar, LCR=liquido cefalorraquideo). Microorganismo aislado: tres primeras letras de género y especie (ej. cantro=Candida tropicalis,
stacon=Staphylococcus coagulasa negativa, etc). Tratamiento previo: ver apartado de abreviaturas
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Continuacion del ANEXO V.- Resultados globales incluyendo n° de episodio (N°), sexo del paciente (Sx), edad, dias

de permanencia en UCI (UCI), evolucion (Out), presencia de fiebre o hipotermia (T?), leucocitosis/leucopenia (Leu),
diagndstico inicial (DI), foco de sospecha (Foco), existencia de otros cultivos (O Cultivo), tratamiento previo antibi6tico
y/o antiflngico (Tratamiento), resultado de SeptiFast, resultado del Hemocultivo y diagnéstico final (DF)

N° Sx Edad UCI Out T* Leu DI Foco O Cultivo Tratamiento SeptiFast Hemocultivo DF
98 H 47 8 SP 1 1 S cv HC A/C SCN SCN C
99 H 55 12 EX 1 1 SG HDA HDApseaer  VCN+IMI+CC N P. aeruginosa P
100 H 72 7 SP 1 0 SS cv NC IMI+LZD N N C
101 H 60 26 EX 0 1 S RESP RESPpnejir CTX+LVX N N N
102-1 M 67 47 EX 1 1 SG DIG COPsalent CTX+LVX N S. enteritidis P
102-2 M 67 47 EX 1 0 S DIG HC NC N N N
103 H 85 5 SP 1 0 S cv N N N N N
104 H 75 1 EX 1 1 S OR N TOB N N N
105 H 27 2 SP 0 1 S OR OResccol TOB+CTX E. coli N C
106 M 67 11 SP 0 1 S HDA N NC E. coli N C
107 H 74 8 EX 0 0 S cv neg N N SCN N
108 M 43 16 SP 1 1 S RESP RESPstrpne  CTX N N N
109 M 45 56 SP 1 0 S CER BGcanspp N N N N
110 M 53 34 EX 1 1 S RESP neg CTX+LVX+AV N N N
111 M 69 3 EX 1 1 S FOD HCpseaer TZP+AK P. aeruginosa SCN C
112-1 H 56 35 SP 1 1 S DIG BASstaaur CTX+TZP+CSF S. aureus N C
112-2 H 56 35 SP 1 0 S DIG HC IMI+LVX N N N
113 H 73 5 EX 1 0 SS HDA N IMI N N C
114 H 42 10 SP 0 1 S RESP RESP LVX+RIF+CLA N N N
115 M 75 26 EX 1 0 S cv HC N N N N
116 H 68 2 SP 0 1 S RESP RESP LVX N N N
117 M 91 3 SP 0 1 S DIG N TZP E.coli E. coli P
118 M 18 17 EX 1 1 S RESP BASaspfum  AB A. fumigatus N C
119 M 83 22 SP 1 1 S DIG neg A/C N N N
120 H 72 7 EX 1 0 S OR neg N N N N
121 H 41 4 SP 1 1 S CER LCRstrpne CTX+VCN S. pneumoniae N C
122 H 75 4 EX 1 1 SG cv neg CTX+MTZ S. aureus N C
124 H 74 1 EX 1 1 S Ccv BASstrpne CTX+CC S. pneumoniae Corynebacterium spp. C
125 H 38 2 SP 1 0 S RESP N N N N N
126-1 H 74 37 EX 1 0 S RESP RESPcanspp N Str. spp. N N
126-2 H 74 37 EX 1 0 S RESP RESPstrpne  IMI+LZD N SCN C
127 H 76 21 EX 0 1 S DIG OR IMI+VZ+ANF N N N
128 H 29 4 EX 1 0 SS CER LCRneimen  CTX+VCN N N. meningitidis P
129 H 74 1 EX 0 1 S FOD OResccol N N SCN N
130 H 69 5 SP 1 0 S DIG neg CTX+MTZ N N C
131-1 H 51 3 SP 1 0 S DIG HC IMI N N N

Interpretacion de abreviaturas de la tabla: H=Hombre, M=Mujer, EX=Exitus, SP=Superviviente, 1=presencia, O=ausencia, S=Sepsis, SG=Sepsis
Grave, SS=Shock séptico, N=Negativo, C=Sepsis clinica, P=Sepsis probada. Foco (F): RESP=respiratorio, FOD=desconocido, OR=urinario, HDA=
herida, DI1G=digestivo, CV=cardiovascular, CER=cerebral. Otros cultivos-pruebas y microorganismo aislado (CM): neg=negativos, N=no existieron.
CCmm=Tipo de muestra-prueba y microorganismo aislado: Tipo de muestra (BAS=broncoaspirado, ESP=esputo, RESP=muestra respiratoria, HC=
hemocultivo, OR=orina, HDA=herida, ABC=abceso, DRE=drenaje, LPER=liquido peritoneal, AG=antigeno, GM=galactomanano, BG=betaglucano,
BlL=liquido biliar, LCR=liquido cefalorraquideo). Microorganismo aislado: tres primeras letras de género y especie (gj. cantro=Candida tropicalis,
stacon=Staphylococcus coagulasa negativa, etc). Tratamiento previo: ver apartado de abreviaturas
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Continuacion del ANEXO V.- Resultados globales incluyendo n° de episodio (N°), sexo del paciente (Sx), edad, dias

de permanencia en UCI (UCI), evolucion (Out), presencia de fiebre o hipotermia (T?), leucocitosis/leucopenia (Leu),
diagndstico inicial (DI), foco de sospecha (Foco), existencia de otros cultivos (O Cultivo), tratamiento previo antibi6tico
y/o antiflngico (Tratamiento), resultado de SeptiFast, resultado del Hemocultivo y diagnéstico final (DF)

Ne Sx Edad UCI Out T® Leu DI Foco O Cultivo Tratamiento SeptiFast Hemocultivo

131-2 H 51 8 SP 0 1 SS  DIG HCpromir CTX+MTZ+VCN N N C
132 M 78 4 SP 1 1 S OR OResccol CTX S. aureus N C
133 H 28 3 SP 1 0 S DIG LPERstalug NC N N N
134 M 82 7 EX 1 0 S RESP  neg CTX N N N
135 M 86 7 SP 1 1 S RESP neg CTX+CC N N N
136 H 65 9 SP 1 0 S CER neg N N N N
137 H 48 9 SP 1 1 SG RESP LPLEstrpne IMI S. pneumoniae S. pneumoniae P
138-1 H 75 7 SP 1 1 S DIG N N N E. faecalis+S. aureus P
138-2 H 75 49 EX 1 1 S HDA ABCesccol IMI N N N
139 M 68 7 EX 1 0 S cv N N N N N
140 H 75 9 EX 1 1 SS OR OR CTX N N C
141 H 69 8 EX 1 0 S cv neg N SCN N N
142 M 29 16 SP 1 1 S RESP AGstrpne A/C S. pneumoniae N C
143 H 75 5 SP 0 1 S RESP RESPstrpne  CTX N SCN N
144-1 M 67 14  sSp 1 0 SS  HDA HDAentfae  TzZP N N C
144-2 M 67 14 SP 1 0 S HDA HCeublim TZP+MTZ N N N
144-3 M 67 6 EX 1 0 SS  HDA neg A/C SCN S. sanguinis P
144-4 M 67 6 EX 1 1 SS  HDA HCstacon LZD+IMI SCN N C
145 M 74 5 EX 1 1 S CER neg N N N N
146 H 79 11 EX 1 0 S RESP  neg A/C N N N
147 H 69 1 SP 1 0 S RESP RESPstrpne  CTX+MTZ N N N
148 H 29 4 SP 1 0 S HDA ORmixta CTA N N N

HDAentfae,

149 H 73 48 EX 1 1 S HDA HCeublim TMP N E. faecalis P
150 H 20 3 SP 1 1 S CER neg CTX+VCN N S. hominis N
151 M 27 1 SP 1 0 S CER neg ACl N N N
152 H 49 8 SP 1 1 S DIG COPsalspp N N Salmonella spp. P
153 M 73 6 SP 1 1 SS cv N A/C SCN S. haemolyticus P
155 M 56 37 EX 1 1 SG  RESP BASstaaur N S. aureus S. aureus P
156 H 70 11 EX 1 0 S RESP LPLE IMI N N N
157 H 55 13 EX 1 0 S FOD neg N SCN N N
158 M 78 31 EX 1 0 SS FOD RESPcanalb  AF N N C
159 H 64 1 EX 1 1 SS  DIG N IMI S. aureus N C
160 H 64 3 EX 1 0 SG CER N CTX+AMP N N C

Interpretacion de abreviaturas de la tabla: H=Hombre, M=Mujer, EX=Exitus, SP=Superviviente, 1=presencia, O=ausencia, S=Sepsis, SG=Sepsis
Grave, SS=Shock séptico, N=Negativo, C=Sepsis clinica, P=Sepsis probada. Foco (F): RESP=respiratorio, FOD=desconocido, OR=urinario, HDA=
herida, DI1G=digestivo, CV=cardiovascular, CER=cerebral. Otros cultivos-pruebas y microorganismo aislado (CM): neg=negativos, N=no existieron.

CCmm=Tipo de muestra-prueba y microorganismo aislado: Tipo de muestra (BAS=broncoaspirado, ESP=esputo, RESP=muestra respiratoria, HC=
hemocultivo, OR=orina, HDA=herida, ABC=abceso, DRE=drenaje, LPER=liquido peritoneal, AG=antigeno, GM=galactomanano, BG=betaglucano,
BlL=liquido biliar, LCR=liquido cefalorraquideo). Microorganismo aislado: tres primeras letras de género y especie (gj. cantro=Candida tropicalis,
stacon=Staphylococcus coagulasa negativa, etc). Tratamiento previo: ver apartado de abreviaturas
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Continuacion del ANEXO 1V.- Resultados globales incluyendo n° de episodio (N°), sexo del paciente (Sx), edad, dias

de permanencia en UCI (UCI), evolucion (Out), presencia de fiebre o hipotermia (T%), leucocitosis/leucopenia (Leu),
diagndstico inicial (DI), foco de sospecha (Foco), existencia de otros cultivos (O Cultivo), tratamiento previo antibi6tico
y/o antiflngico (Tratamiento), resultado de SeptiFast, resultado del Hemocultivo y diagnéstico final (DF)

Ne Sx Edad UCI Out T Leu DI Foco O Cultivo Tratamiento SeptiFast Hemocultivo DF
161 M 71 8 SP 1 0 S CER neg N N N N
162 H 52 5 SP 1 1 S cv N VCN N N N
163 H 63 11 EX 1 1 S cv neg CTX N N N
164 H 75 46  SP 1 0 S HDA HCpseaer CFP N N N
165 M 77 26 EX 1 1 S cv neg IMI+VCN N N N
166 H 44 16 EX 1 0 S cv HC CTX N N N
167 M 40 1 SP 1 1 S CER LCRstrpyo NEO N N N
168 M 58 10 SP 1 0 S RESP  neg N N N N
169 H 41 54 EX 1 0 S RESP GMaspfum N N N N
170 H 52 3 SP 1 0 S cv N A/C N N N
171 M 64 2 EX 1 1 S HDA N VCN+TZP N N N
172 H 69 2 EX 0 1 SG CER neg N S. aureus S. aureus P
173 M 80 28 EX 0 1 S OR OResccol IMI N N C
174 H 47 11 SP 1 1 S RESP neg N E. cloacae N C
175 M 69 2 EX 1 1 S DIG LPER N N N N
176-1 M 77 5 EX 0 1 S OR DREprospp  CIP+MTZ N N N
176-2 M 77 5 EX 0 1 S OR HC MTZ S. aureus S. aureus P
177 M 59 23 SP 1 0 S CER LCR VCN+IMI N SCN N
178 H 76 2 EX 1 1 S DIG N CTX+MTZ+CC N N N
179-1 H 65 47  SP 1 1 SS DIG HDAmixto IMI N S. epidermidis P
179-2 H 65 47 SP 0 1 S DIG CAT N N N N
180 M 50 9 SP 1 1 S OR OR CTX N N N
181 M 23 6 SP 1 1 S DIG HC IMI N N N
182 H 43 2 SP 1 0 S cv HCstacon CTX+VCN+LVX SCN N C
183-1 H 28 55 SP 0 1 S HDA LPER N N N N
183-2 H 28 55 SP 0 1 S HDA HCpseaer IMI N N N
184 M 57 16 SP 0 1 S FOD HCstaaur N S. aureus S. aureus P
185 H 44 3 SP 1 0 S DIG N CTX+MTZ N N N
186 M 87 4 SP 0 1 S OR N TZP N N N
187 H 52 68  SP 1 1 S HDA HDAentcloa N E. cloacae N C
188 M 35 13 EX 1 1 S RESP neg CEF+CC N N N
189 H 71 26 EX 1 1 S DIG Hcesccol IMI+LZD E.coli N C
190 H 68 3 SP 1 1 S RESP  LPER N N N N
191 H 81 6 SP 1 1 SS OR OResccol TZP E.coli E. coli P
192 H 42 43 SP 1 0 S cv HC, OR CTX+MTZ N N N

Interpretacion de abreviaturas de la tabla: H=Hombre, M=Mujer, EX=Exitus, SP=Superviviente, 1=presencia, 0=ausencia, S=Sepsis, SG=Sepsis
Grave, SS=Shock séptico, N=Negativo, C=Sepsis clinica, P=Sepsis probada. Foco (F): RESP=respiratorio, FOD=desconocido, OR=urinario, HDA=
herida, DI1G=digestivo, CV=cardiovascular, CER=cerebral. Otros cultivos-pruebas y microorganismo aislado (CM): neg=negativos, N=no existieron.
CCmm=Tipo de muestra-prueba y microorganismo aislado: Tipo de muestra (BAS=broncoaspirado, ESP=esputo, RESP=muestra respiratoria, HC=
hemocultivo, OR=orina, HDA=herida, ABC=abceso, DRE=drenaje, LPER=liquido peritoneal, AG=antigeno, GM=galactomanano, BG=betaglucano,
BlL=liquido biliar, LCR=liquido cefalorraquideo). Microorganismo aislado: tres primeras letras de género y especie (gj. cantro=Candida tropicalis,
stacon=Staphylococcus coagulasa negativa, etc). Tratamiento previo: ver apartado de abreviaturas
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Continuacion del ANEXO V.- Resultados globales incluyendo n° de episodio (N°), sexo del paciente (Sx), edad, dias

de permanencia en UCI (UCI), evolucion (Out), presencia de fiebre o hipotermia (T?), leucocitosis/leucopenia (Leu),
diagndstico inicial (DI), foco de sospecha (Foco), existencia de otros cultivos (O Cultivo), tratamiento previo antibi6tico
y/o antiflngico (Tratamiento), resultado de SeptiFast, resultado del Hemocultivo y diagnéstico final (DF)

N° Sx Edad UCI Out T* Leu DI Foco O Cultivo Tratamiento SeptiFast Hemocultivo DF
193 H 49 9 SP 0 0 S RESP BAScanalb N N N N
194 H 40 35 SP 1 0 S cv HC CTX N N N
195 M 74 22 EX 1 0 S DIG LPERcanalb N N N N
196 H 50 6 SP 1 0 S RESP RESP CLA+A/C N N N
197 M 71 3 EX 1 1 SG DIG N MTZ+GEN N N C
198-1 H 47 36 SP 1 1 SS FOD N VCN+IMI S. aureus S. aureus P
198-2 H 47 36 SP 1 1 SS FOD HCstaaur LZD+FZ N N P
199 M 76 19 EX 0 1 SG HDA HDAacibau IMI N N C
200 H 66 6 EX 1 0 S cv neg N N N N
201 H 65 4 EX 1 1 SG CER neg NC N N C
202 H 69 13 SP 1 1 SS DIG HC CTX+MTZ N N C
203 H 73 10 EX 0 1 S HDA HC, ABC N N N N
204 H 70 4 SP 0 0 S cv N N N N N
205 M 70 4 EX 1 1 S cv N N K. pneumoniae/oxy N C
206 H 62 15 EX 0 1 S RESP RESPstrpne  AF N N N
207-1 H 49 28 EX 1 1 SS HDA HDA VCN+IMI N SCN C
207-2 H 49 31 EX 1 1 SG HDA HDAstaaur  A/C N N C
208 H 63 1 EX 1 1 S OR ORcantro N N N N
209 H 75 3 SP 1 0 S cv CATstacon N SCN S. hominis P
210 M 68 1 EX 1 1 SS RESP BASaspfum  CFP+VCN+VZ N N C
211 H 53 9 EX 0 1 S RESP BASstrpne N S. aureus N C
212-1 H 64 12 SP 1 0 S OR N A/C E. coli E.coli P
212-2 H 64 12 SP 1 0 S OR HC TZP N N N
212-3 H 64 2 SP 1 0 S OR N A/C N N N
213 M 79 2 EX 1 1 SS FOD neg CTX N P. mirabilis+Str.viridans P
214 M 61 45 EX 1 1 SS HDA neg N S. aureus S. aureus P
215 M 65 2 EX 1 1 SS HDA N TZP E.coli E. coli P
216 M 62 24 EX 1 0 S CER HC CTX N N N
217-1 H 75 60 SP 1 0 S cv NC N N SCN N
217-2 H 75 60 SP 1 0 S cv NC N N SCN N
218 H 50 4 EX 1 1 S RESP LPLEmycspp N N N N
219 H 79 16 SP 1 1 S Ccv CATpseaer N P. aeruginosa P. aeruginosa P
220 H 58 3 SP 1 0 S DIG N A/C N N N
221 M 76 2 SP 1 0 S RESP N N N N N
222 M 85 11 EX 1 1 HDA N N N N N
223 H 53 37 EX 1 1 S RESP BASstaaur N N N N

Interpretacion de abreviaturas de la tabla: H=Hombre, M=Mujer, EX=Exitus, SP=Superviviente, 1=presencia, 0=ausencia, S=Sepsis, SG=Sepsis
Grave, SS=Shock séptico, N=Negativo, C=Sepsis clinica, P=Sepsis probada. Foco (F): RESP=respiratorio, FOD=desconocido, OR=urinario, HDA=
herida, DI1G=digestivo, CV=cardiovascular, CER=cerebral. Otros cultivos-pruebas y microorganismo aislado (CM): neg=negativos, N=no existieron.
CCmm=Tipo de muestra-prueba y microorganismo aislado: Tipo de muestra (BAS=broncoaspirado, ESP=esputo, RESP=muestra respiratoria, HC=
hemocultivo, OR=orina, HDA=herida, ABC=abceso, DRE=drenaje, LPER=liquido peritoneal, AG=antigeno, GM=galactomanano, BG=betaglucano,
BlL=liquido biliar, LCR=liquido cefalorraquideo). Microorganismo aislado: tres primeras letras de género y especie (gj. cantro=Candida tropicalis,

stacon=Staphylococcus coagulasa negativa, etc). Tratamiento previo: ver apartado de abreviaturas
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Continuacion del ANEXO V.- Resultados globales incluyendo n° de episodio (N°), sexo del paciente (Sx), edad, dias

de permanencia en UCI (UCI), evolucion (Out), presencia de fiebre o hipotermia (T?), leucocitosis/leucopenia (Leu),
diagndstico inicial (DI), foco de sospecha (Foco), existencia de otros cultivos (O Cultivo), tratamiento previo antibi6tico
y/o antiflngico (Tratamiento), resultado de SeptiFast, resultado del Hemocultivo y diagnéstico final (DF)

N° Sx Edad UCI Out T* Leu DI Foco O Cultivo Tratamiento SeptiFast Hemocultivo DF
224 H 70 44 EX 1 0 S RESP RESPcanspp  VCN+AF S. aureus N C
225 H 83 12 SP 1 0 S DIG NC CTX+MTZ N SCN N
226 M 71 12 sp 1 0 S RESP  RESPvirinf N Str. spp. N N
227 M 84 4 EX 1 1 S DIG N IMI+VCN S. aureus S. aureus P
228 M 71 6 SP 0 1 S RESP  neg N N N N
229 H 70 22 SP 1 0 S DIG HC,HDA NC N SCN C
230-1 H 64 77 EX 1 1 S RESP BASpseaer CTX+AV P. aeruginosa N C
230-2 H 64 77 EX 1 1 S RESP BAScankru CFP+COL C. krusei Corynebacterium+SCN  C
231 H 74 19 Sp 1 1 S CER HC IMI N N N
232-1 H 45 13 EX 1 1 SS RESP BASstaaur N S. aureus S. aureus P
232-2 H 45 13 EX 1 1 SS RESP BASmixto CTX+LVX+LZD S.aureus+ A. fumig N C
233 H 45 1 EX 1 1 S OR N IMI N N N
234 H 64 29 SP 0 1 SS  DIG HDAesccol ~ VCN N E. coli P
235 H 52 13 SP 1 0 S RESP RESP IMI SCN SCN N
236 H 51 8 EX 1 1 SS HDA HDAstaaur ~ TZP+VCN+RIF+ANF S. aureus S. aureus P
237 H 53 3 SP 1 0 S DIG N N N N N
238 H 63 49  SP 1 0 SG  HDA ABCklespp ~ CTX+MTZ N N C
Propionibacterium
239 H 69 8 EX 0 1 S RESP RESP LVX N spp. N

Interpretacion de abreviaturas de la tabla: H=Hombre, M=Mujer, EX=Exitus, SP=Superviviente, 1=presencia, 0=ausencia, S=Sepsis, SG=Sepsis
Grave, SS=Shock séptico, N=Negativo, C=Sepsis clinica, P=Sepsis probada. Foco (F): RESP=respiratorio, FOD=desconocido, OR=urinario, HDA=
herida, DIG=digestivo, CV=cardiovascular, CER=cerebral. Otros cultivos-pruebas y microorganismo aislado (CM): neg=negativos, N=no existieron.
CCmm=Tipo de muestra-prueba y microorganismo aislado: Tipo de muestra (BAS=broncoaspirado, ESP=esputo, RESP=muestra respiratoria, HC=
hemocultivo, OR=orina, HDA=herida, ABC=abceso, DRE=drenaje, LPER=liquido peritoneal, AG=antigeno, GM=galactomanano, BG=Dbetaglucano,
BlL=liquido biliar, LCR=liquido cefalorraquideo). Microorganismo aislado: tres primeras letras de género y especie (ej. cantro=Candida tropicalis,
stacon=Staphylococcus coagulasa negativa, etc). Tratamiento previo: ver apartado de abreviaturas
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5. DISCUSION



5. DISCUSION

5.1. Incidencia y mortalidad

La sepsis en Espafia, segun la Sociedad Espafiola de Medicina Intensiva, Critica y
Unidades Coronarias (SEMICYUC) supone en la actualidad alrededor de unos 175.000
casos al afio (360 casos por cada 100.000 habitantes), de los que un 29% (50.000
casos/afo) son sepsis graves y un 8% (15.000 casos/afio) presentan un shock séptico. Su
incidencia estd aumentando alrededor de un 8% cada afio por factores como mayor
prevalencia de procesos cronicos en la poblacion por un incremento en la esperanza de
vida, mayor nimero de aplicacion de cirugias invasivas o mayor prevalencia de estados de
inmunodepresion inducidos por farmacos o por otras causas. La tasa de mortalidad varia
segun los estudios, pero puede considerarse del 20-50% para la sepsis, aumentando para
sepsis grave Yy shock séptico hasta un 47% y 84% respectivamente (Leon y cols, 2007). En
nuestro estudio, obtuvimos una mortalidad del 37,7% (58/154) para los casos en que el
sindrome de respuesta inflamatorio sistémico (SRIS) no fue debido a una sepsis y de un
56,4% (62/110) en aquellos en que se confirmo el diagndstico de sepsis. La mortalidad de
nuestro estudio para los casos de sepsis grave junto con los de shock séptico fue del 70,4%
(38/54); encontrando nuestros datos dentro de los rangos descritos para este tipo de

pacientes criticos.

5.2. Etiologia de la sepsis

Nuestra tasa global de bacteriemia-fungemia se situ6 en el 32,2 %, algo mas alta que lo
hallado en otros estudios de pacientes criticos: 23% para Dierkes y cols, 2009 o0 20% para

Lodes y cols, 2012; pero similar a algunos otros autores como Klemm vy cols, 2007 (37%)
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o Rath y cols, 2012 (36%). Aunando las etiologias de bacteriemias de origen nosocomial,
comunitario y asociadas a cuidados sanitarios que se pueden dar en la Unidades de
Cuidados Intensivos (UCIs), encontramos en la bibliografia (Sabatier y cols, 2009;
Cisneros y cols, 2007) una incidencia similar, aunque con ligero predominio, de las
bacteriemias producidas por Gram Positivos frente a las bacteriemias producidas por
Gram Negativos. Los porcentajes exactos varian segin los autores-tipo de pacientes
asistidos en las UCIs de cada hospital; pero los microorganismos principalmente aislados
por este orden son S. aureus, S. pneumoniae y Estafilococos coagulasa negativos, entre las
bacterias Gram Positivas, y E. coli y P. aeruginosa entre las bacterias Gram Negativas.
Estos datos son totalmente coherentes con los obtenidos por nosotros: 47,8% de bacterias
Gram Positivas, 45,6% de bacterias Gram Negativas y el 6,6% restante correspondio a
aislamientos fungicos. Entre los Gram Positivos, S. aureus (25%) fue el predominante,
seguido de S. pneumoniae (8,7%) y Estafilococos coagulasa negativa (SCN). Y entre los
Gram Negativos, el microorganismo mas frecuentemente aislado fue E. coli (20,6%)

seguido de P. aeruginosa (11,9%).

5.3. Contribucion de los marcadores biologicos al diagnostico de sepsis

Estd reconocido por las sociedades cientificas, que el sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica debido a una sepsis es dificil de distinguir de otras condiciones que
producen un SRIS no infeccioso (Fernandez y cols, 2010). Para nuestra serie, esta
dificultad queda patente, pues tuvimos un 58,3% de casos en los que el SRIS
diagnosticado no fue debido finalmente a una sepsis. En el afio 2001 la Conferencia para
la definicion de la sepsis (Levy y cols, 2003) establecié una lista de los signos a reconocer,
como guia para el diagnostico de la sepsis, entre los que se encuentra la fiebre (que en los

pacientes de UCI puede tener una causa infecciosa 0 no) o un recuento elevado de
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leucocitos (que también podemos encontrar en muchos procesos no infecciosos). Ninguno
de ellos es especifico de la sepsis. En nuestro estudio un 75,7% de los pacientes
presentaron fiebre o hipotermia, y un 61,7% presentaron leucocitosis o leucopenia, que se
correlacion6 (p<0,05) con el diagndstico final de sepsis. Sin embargo sélo un 41,7% de los
episodios que cumplieron los criterios de sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
(SRIS), se confirmaron como sepsis clinica o probada.

También se ha estudiado la utilidad de los marcadores bioldgicos disponibles para
ayudar al diagndstico de sepsis como: citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-8, IL-
10), proteina C reactiva, procalcitonina, endotoxina, adrenomedulina, péptidos
natriuréticos, proteina ligadora de lipopolisacaridos, etc. Determinandose que algunos de
ellos como proteina C reactiva y procalcitonina pueden aportar una mayor aproximacion al
diagndstico de sepsis, cuando encontramos niveles de estos pardmetros aumentados en
suero. Pero aun no existe un marcador “gold standard” para distinguir fielmente un SRIS
infeccioso de uno que no lo es (Fernandez y cols, 2010). Nuestros pacientes presentaron
medianas elevadas tanto de proteina C reactiva como de procalcitonina (185/10
respectivamente), pero no encontramos relacion significativa con un diagnostico certero
de sepsis. Disponemos de los valores de proteina C reactiva / procalcitonina sélo de 46
pacientes, lo que quizé haya influido a la hora de no poder obtener conclusiones validas.

Entre las bases para la toma de decisiones diagndstico-terapéuticas de los pacientes
sépticos, estd la categorizacion de la gravedad mediante determinados indices como
pueden ser SOFA y APACHE 1l (Ledn y cols, 2007). Disponemos de los datos de estos
indices para 152 pacientes incluidos en nuestro estudio, encontrando valores medios de 5/
18 para SOFA/APACHE II; lo que puede justificar nuestra alta tasa de tratamiento
antibidtico/antifangico previo del 67,1% y la mortalidad global obtenida del 46,4%. El

estudio estadistico de estos parametros, encontré diferencias significativas entre los
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valores de SOFA/APACHE Il para los pacientes en los que se confirmd una sepsis,
respecto de aquellos en los que no se confirmd (p<0,05). A pesar de nuestros buenos
resultados de p entre los indices de gravedad y la presencia de sepsis, en una de las
ultimas revisiones para las definiciones de sepsis y shock séptico (Singer y cols, 2016;
Seymour y cols, 2016), se considerd que SOFA no define sepsis; pero si, que la presencia
de al menos dos criterios de gSOFA (quick SOFA) como estado mental alterado,
frecuencia respiratoria >22 respiraciones/minuto y presion arterial sistolica <100 mmHg,
predicen una més alta mortalidad y una méas prolongada estancia hospitalaria en los
pacientes con sospecha de sepsis. Segun las recomendaciones de la SCCM (Society of
Critical Care Medicine), las escalas de puntuacién de gravedad pueden desempefiar un
papel importante en la toma de decisiones diagnostico-terapéuticas, pero tampoco
deberian usarse en decisiones como por ejemplo, priorizar a los pacientes para recibir o no

un tratamiento (SCCM, 1994, Arias y Balibrea, 2001).

5.4. Calidad de nuestro estudio

Dark y cols en 2015, realizan una revision sistematica de todos los estudios publicados
hasta el momento sobre SeptiFast, para determinar la seguridad de este test a la hora de
hacer recomendaciones sobre su utilidad clinica, ante la sospecha de una sepsis.
Concluyendo, gue no existia ningun estudio hasta ese momento que cumpliese todos los
criterios STARD (Standards for Reporting Diagnostic Accuracy) de calidad. Entre estos
criterios STARD (Bossuyt y cols, 2003) para determinar la seguridad de los estudios en
el diagnostico, se incluyen: una muestra de pacientes representativa, descripcion de los
criterios de inclusién y exclusion de pacientes, descripcion suficiente del test y del método
de referencia empleado, inclusion de test ciegos, asi como explicaciéon de los resultados

ininterpretables.
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Nuestro estudio recoge 264 episodios analizados, de un total de 237 pacientes; muestra
poblacional que consideramos suficientemente representativa, ademéas de significativa y
homogénea a la hora de comparar y analizar los resultados; ya que todos nuestros
pacientes procedian de la UCI de adultos y de un Unico hospital, dato importante a la hora
de valorar el tratamiento antibidtico/antifungico aplicado, por la posible variabilidad
interhospitalaria en los protocolos de tratamiento antimicrobiano empirico de los procesos
infecciosos. Sélo algunos autores que publicaron trabajos de UCI como Lehmann y cols,
2010 o Lodes y cols, 2012, se acercan en numero de muestras a las procesadas por
nosotros (453 y 258 muestras respectivamente), pero estas procedian de un notable menor
namero de pacientes que nosotros (52 y 108 pacientes respectivamente).

Los criterios de inclusion de los pacientes, casos-episodios excluidos del estudio, asi
como el fundamento y procedimientos tanto del test SeptiFast como del hemocultivo,
estan explicitamente detallados en la seccion de material y métodos. Nuestros ensayos
podrian considerarse ciegos, pues las muestras sanguineas para SeptiFast se fueron
analizando seguidamente a su recepcidon en el laboratorio de Microbiologia, ofreciendo el
resultado -en todos los casos- con anterioridad al resultado del Hemocultivo (6-24 horas
frente a 48-72 horas). Igualmente, hallamos algunos resultados dificiles de interpretar, que
describimos en la seccion de resultados. Otro criterio de calidad que cumple nuestro
estudio, y que raramente esta detallado en los trabajos publicados hasta el momento (Dark
y cols, 2015), es la descripcion de la existencia 0 no de tratamiento antibidtico y/o

antifangico previo a la toma de las muestras; y en caso afirmativo, cual o cuales fueron.

5.5. Sensibilidad minima analitica de la técnica molecular SeptiFast

En cuanto a la sensibilidad minima analitica de la técnica de SF, obtenemos una mayor

sensibilidad que otros autores como Lehmann y cols, 2008; aunque igual para la
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extraccion manual y la extraccion automatica ensayada. Nuestra evaluacioén detecto
microorganismos en sangre, mediante ambas variantes de extraccion, a concentraciones de
3 UFC/ml para E. coli y S. aureus y de 30 UFC/ml para C. krusei; mientras que Lehmann
y cols, 2008 calcul6 la sensibilidad minima analitica del test en 30 UFC/mlI para todos los
patdégenos incluidos en la lista maestra (SML), excepto para C. glabrata, SCN y
Streptococcus spp. que quedd establecida en 100 UFC/ml. Estos resultados sélo fueron
comprobados una vez por cada variante de extraccion, quiza esta sea la razén de la
diferencia respecto a nuestros datos. Sin embargo, nuestra sensibilidad es mas coincidente
con la aportada por la casa comercial para esta técnica de PCR; que obtuvo resultados de
30 UFC/mlI para el 100% (n=20) de las cepas ensayadas de C. krusei y 3 UFC/ml para E.

coli (20/20) y S. aureus (8/20) de las cepas ensayadas.

5.6. Extraccion automatizada

Se han publicado numerosos trabajos estudiando el potencial beneficio que SeptiFast
aportaria en el diagndstico de la sepsis en pacientes criticos (Lehmann y cols, 2010;
Yanagihara y cols, 2010; Lodes y cols, 2012); pero en practicamente todos se utiliza el
método de extraccion manual recomendado por el fabricante, siendo el tiempo de
respuesta global al médico solicitante de unas 6 horas. Nosotros pretendemos evaluar este
test utilizando una adaptacion especifica de la extraccion automatica de los acidos
nucleicos, mediante MagNA Pure Compact (Roche Diagnostics); que podria acortar el
tiempo de respuesta al clinico y también reduciria los posibles errores derivados de la
manipulacion de las muestras en la etapa de extraccion. S6lo hemos encontrado dos
estudios muy recientes que utilizan la extraccion automatica mediante MagNA Pure
Compact: Tafelsky y cols, 2015 y Suberviola y cols, 2016. El segundo trabajo difiere del

nuestro en que utiliza la técnica de SeptiFast (SF) como criterio comparativo de referencia
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para el hemocultivo (HC). Burdino y cols 2013 observa cdmo SF obtiene una menor tasa
de contaminacion, distinguiendo mejor los Estafilococos coagulasa negativa (SCN) sin
valor clinico que el HC. El software de identificacion de SeptiFast (SIS) facilita la
interpretacion de los posibles contaminantes, en base al cut-off establecido para cada
grupo de los microorganismos. Nuestra tasa de contaminacion global para los HC fue
superior a la que obtuvimos para SF utilizando la adaptacion de extraccion automaética
(12,5% frente a 3,4%). Otros autores (Dierkes y cols, 2009; Lodes y cols, 2012) obtienen
también menor ndmero de aislamientos sin valor clinico, como pueden ser los SCN,

mediante SF respecto al HC.

5.7. Superioridad en la deteccion de microorganismos mediante SeptiFast respecto al
hemocultivo

Paralelamente al resto de trabajos (Dierkes y cols, 2009; Lehmann y cols, 2009; Wallet y
cols, 2010; Lodes y cols, 2012; Rath y cols, 2012), nosotros detectamos mediante SF
mayor nimero de microorganismos patégenos que mediante el HC (73 frente a 49); a
pesar de que SF tiene un panel de deteccion limitado s6lo a 25 patégenos. En nuestro
estudio, encontramos 8 aislamientos a partir del HC que no cubria el espectro de SF y 6 de
estos 8 pertenecieron a episodios donde el foco de origen era digestivo; lo que podria
orientar a tener precaucion al interpretar clinicamente resultados SF falsos negativos, en
pacientes que tengan criterios similares de posible sepsis asociada a patologias digestivas.
Encontramos superioridad numérica en la técnica de SF para todos microorganismos
detectados incluidos en la lista maestra (SML), excepto para E. faecalis (0/2), P. mirabilis
(0/1) y Candida spp. (1/1). De los casos en que se aisl6 E. faecalis, uno de ellos so6lo se
habia detectado en un set de dos, con lo que podria estar en baja concentracion sanguinea,

siendo esta una posible razon de la no deteccion mediante SF. El otro E. faecalis,
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corresponde a una sepsis polimicrobiana cuya muestra sufrié una incidencia preanalitica,
Ilegdndonos los botes de HC por separado de la muestra para SF. Desconocemos si las
muestras se tomaron en momentos diferentes. El aislamiento de P. mirabilis coincidié con
el anterior resultado discordante al obtenerse sélo en un set de dos, ademés de haber tenido
una incidencia preanalitica del mismo tipo. S. pneumoniae se detect6 en nuestro estudio
en 6 ocasiones mediante SF, frente a 1 del HC; estando en todas las ocasiones confirmado
con otros cultivos y/o pruebas. Cuatro de estos seis resultados falsos negativos mediante
hemocultivo, estaban tratados previamente a la toma de muestras con una cefalosporina, lo
que podria justificar su no deteccion mediante el sistema tradicional de hemocultivo.
Aspergillus fumigatus sélo fue detectado mediante SF. Los cuatro aislamientos detectados
de Aspergillus fumigatus, estuvieron confirmados con otros cultivos y/o pruebas,
eliminandose asi la posibilidad de que su hallazgo sea debido a una contaminacion
producida en el procesamiento de las muestras. Este microorganismo esta asociado a mal
pronostico en pacientes criticos y normalmente no crece en los hemocultivos, por lo que
consideramos estos resultados de gran interés, ain estando en bajo nimero en nuestro

estudio.

5.8. Exactitud diagnostica

Obtenemos para nuestra técnica de PCR a tiempo real SeptiFast, una sensibilidad del
73,47% y una especificidad del 94,58%; mientras que para el HC obtenemos valores del
47,96% y 80,12% de sensibilidad y especificidad respectivamente. Los valores de
sensibilidad y especificidad son mas altos para SF que para el HC; pudiendo estar la
explicacion al mejor valor de especificidad para SF, en la alta tasa de contaminacion por
SCN obtenida en nuestra serie, en su mayoria clasificados como contaminantes por el

software de identificacion de SeptiFast (SIS). Nuestros datos de sensibilidad y
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especificidad para SF, son similares a los obtenidos por otros autores como Sitnik y cols,
2011 (sensibilidad 75%, especificidad 90%) o Chang y cols, 2013 (sensibilidad 75%,
especificidad 92%); aunque estos datos pueden variar entre los distintos trabajos
dependiendo de factores metodolégicos como tipo de pacientes incluidos en el estudio,
espectro de microorganismos encontrados, tasa de tratamiento antimicrobiano previo o
diferencias en el criterio de referencia utilizado. EIl uso de los datos clinicos y de
laboratorio (diagnostico final) como criterio de referencia para el calculo de la sensibilidad
y especificidad, habia sido ya utilizado por otros autores previamente como Wallet y cols,
2010; Pasqualini y cols, 2012 o Herne y cols, 2013; encontrando cada uno de ellos valores
de sensibilidad y especificidad para SF de: 78% y 99%, 71% y 100%, 88,3% y 99%
respectivamente. Nuestros datos de sensibilidad y especificidad, son similares a los dos
primeros autores (Wallet y cols, 2010; Pasqualini y cols, 2012) y nuestro dato de
sensibilidad, algo menor que lo hallado por Herne y cols, 2013.

Obtenemos para SeptiFast, una concordancia moderada frente al HC convencional
(x=0,460); dato similar a lo encontrado en otros trabajos de UCI como Bravo y cols, 2011
o Pasqualini y cols, 2012, que obtuvieron un indice kappa de 0,5. Sin embargo la
concordancia es buena para SF (k=0,682) si consideramos el diagndstico final de sepsis
como criterio de referencia.

Los valores predictivos tanto positivo (VPP) como negativo (VPN) para la técnica
molecular SeptiFast fueron muy superiores a los obtenidos para el HC convencional: VPP
64,86% frente a un 42,34% y VPN 85,62% frente a un 53,59%, respectivamente. EI mejor
VPN de SF en nuestra serie, ha sido debido a una menor tasa de contaminacion en la
técnica de PCR y mejor discriminacion a través del software de identificacion de
SeptiFast de los microorganismos patdgenos respecto de aquellos que no dieron una sefial

adecuada para considerarse como tales. Esto podria suponer una gran aportaciéon en la
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toma de decisiones del manejo del paciente con sospecha de sepsis en cuanto al
desescalado antibi6tico, al igual que habia sido ya reportado por Wallet y cols, 2010 y
Lodes y cols, 2012; e importante para prevenir posibles toxicidades, resistencias
antimicrobianas y reducir de los costes derivados de un tratamiento inapropiado,

coincidiendo con lo reportado por Dellinger y cols, 2012.

5.9. Influencia del tratamiento antimicrobiano previo en los resultados

En nuestro trabajo no encontramos diferencias significativas, en cuanto a la influencia
del tratamiento antimicrobiano recibido previamente a la toma de las muestras, en la
positividad de las técnicas comparadas: 76,3% (29/38) de los casos SeptiFast
positivo/hemocultivo negativo (SF+/HC-) habian sido tratados previamente, frente al
77,8% (7/9) de los casos SeptiFast negativo/hemocultivo positivo (SF-/HC+). Ademas, un
23,4% de todas nuestras sepsis no pudieron filiarse al obtener resultado negativo tanto
para SF como para el HC. EIl 100% de estos casos (26/26) habian recibido tratamiento
antimicrobiano previo a la extraccion de las muestras. Esto difiere de las conclusiones
obtenidas en otros trabajos como Vince 2008 o Mongelli 2015; pero la razén para ello
podria estar en el bajo numero de resultados SF-/HC+ que obtuvimos: 9 casos. No
podemos tener certeza, s6lo mediante nuestro trabajo, de si los resultados SF-/HC+ o el
resultado negativo de esas 26 sepsis no filiadas, se debieron a la influencia del tratamiento
antimicrobiano o a otros factores descritos en la bibliografia; que pueden inhibir la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) como: presencia en la muestra de leucocitosis,
colageno, 1gG, mioglobina, heparina o antivirales (Schrader y cols, 2012). Serian
necesarios mas estudios enfocados a la investigacion de estos factores, para dilucidar la

afectacion del tratamiento antimicrobiano previo en los resultados microbiologicos.
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5.10. Tiempo de respuesta en total (TAT)

El factor primordial que afecta a la evolucion del paciente y a los costes globales de un
episodio, es la aplicacion de un rapido y adecuado tratamiento antibiotico (Vallés y cols,
2003; Kumar y cols, 2009; Westh y cols, 2009; Lodes y cols, 2012; Lyle y Boyd, 2013).
Se calcula que el riesgo de muerte aumenta al doble a las 24 horas de retraso en la
administracion de un antibidtico adecuado, en caso de bacteriemia (Fraser y cols, 2006) y
a las 12 horas de retraso en la administracion de antifingicos en caso de candidemia
(Morrell y cols, 2005). El tiempo medio de identificacion del microorganismo a partir del
hemocultivo tradicional se sitla entre 48 y 72 horas. Es cierto que se puede ofrecer una
informacidén preliminar, mas rapida, a través de la tincion de Gram de los hemocultivos
positivos (en ocasiones de gran ayuda para los clinicos); pero también es cierto que en
algunos casos, esta informacion es limitada a la hora de plantear cambios en las pautas de
tratamiento, sobretodo en posibles sepsis por Bacilos Gram Negativos, donde se deben
tener en cuenta la existencia de multirresistencias en algunos grupos de estas bacterias. En
cuanto a fungemias y microorganismos potencialmente multirresistentes, en nuestro
estudio detectamos s6lo mediante SF: 4 A. fumigatus, 2 A. baumanii, 5 P. aeruginosa y 1
C. krusei. Todos ellos, se consideraron verdaderos patdgenos al presentarse en pacientes
que fueron diagnosticados clinicamente de sepsis.

El tiempo de respuesta al clinico de la técnica molecular SeptiFast, mediante la
extraccion manual-que propone el fabricante- es de 6 horas; pero nosotros hemos
conseguido reducirlo a 4 horas utilizando la extraccion automatizada, que ademas
disminuye las posibles contaminaciones derivadas de una excesiva manipulacion en su
procesamiento. En el caso en que SF se hubiese instaurado dentro de los protocolos
diagnosticos de rutina de la UCI, habria supuesto un ahorro en tiempo de respuesta

minimo de 44 horas (1,8 dias) para 30 casos de sepsis (numero de episodios donde
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obtuvimos un resultado concordante positivo SF/HC) ademas de un posible desescalado
antibiotico en nuestros 153 casos descartados de sepsis (con resultado concordante
negativo SF/HC), sin tener en cuenta los 38 episodios mas de sepsis con resultado
SF+/HC- que gracias a la aportacion de esta técnica molecular, habrian podido filiarse

correctamente.

5.11. Comparacion con otras técnicas moleculares con marcado CE

Del resto de técnicas de PCR con marca CE que estan actualmente disponibles en el
mercado para detectar ADN de patdgenos a partir de una muestra sanguinea: SepsiTest®
(Molzym, Bremen, Alemania) permite la identificacion de unos 300 patégenos diferentes,
pero sin identificacion de especie y con el inconveniente del alto riesgo de
contaminaciones de ADN debido a los procesos de postamplificacion de los amplicones.
Su tiempo de realizacion para todo el proceso esta entre 8 y 12 horas, por lo que se
cuestiona su utilidad como test de diagnostico rapido (Mihl y cols, 2010). VYOO®
(SIRS-Lab, Jena, Alemania) puede detectar 34 especies de bacterias y 6 especies de
hongos, asi como 5 marcadores de resistencia; pero el tiempo de respuesta al clinico
mediante este método es también de unas 8 horas. En un estudio realizado por Fitting
2012, se obtiene una concordancia con el hemocultivo del 46,2%, concluyendo los autores
en una necesidad de mejorar el procedimiento. IRIDICA BAC BSI Assay® (Abbott
Molecular, IL, EUA) puede identificar unos 750 microorganismos entre bacterias y
hongos, pero también necesita de 8 horas para tipificar la posible sepsis. En la practica
rutinaria de un laboratorio de Microbiologia, disponemos de unas 7-8 horas diarias de
jornada laboral. Para que las técnicas moleculares pudiesen rendir el servicio pretendido a
pacientes criticos objeto de nuestro estudio, en cuanto a la aplicacion de un adecuado

tratamiento antibidtico lo mas rapido posible (Lodes y cols, 2012; Kurmar y cols, 2009;
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Lyle y Boyd, 2013; Westh y cols, 2009); lo ideal seria poder disponer de una técnica con
buena exactitud diagnostica, y completar el procedimiento de la técnica- desde la
recepcion y registro de la muestra, pasando por la extraccion de ADN, amplificacion y
deteccion de los productos amplificados, hasta la informacion del resultado- en no mas de
esa jornada laboral. Las técnicas que necesitan 8 horas en su procesamiento, en la realidad
diaria, no pueden dar el resultado en una jornada laboral; pues hay que tener en cuenta la
demora en el circuito de las muestras desde su extraccion al paciente en la planta de UCI
hasta su llegada al laboratorio de Microbiologia. Asi pues hasta el momento, de entre las
técnicas moleculares disponibles, solo SeptiFast mediante la extraccion automatica
ensayada por nosotros, reune estos criterios de buena exactitud diagnoéstica y TAT,
pudiendo ofrecer los resultados en solo 4 horas de trabajo, o lo que es lo mismo, en la

misma jornada laboral en la que se ha tomado la muestra.
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6. CONCLUSIONES

6.1. Eficacia de la extraccion automatizada frente a la extraccién manual

La técnica molecular SeptiFast (SF), detectdé microorganismos en sangre a
concentraciones de 3 UFC/ml, tanto mediante extraccion manual como con
extraccion automatizada mediante MagNA Pure Compact. La sensibilidad minima
analitica de SF para Candida krusei se situ6 en 30 UFC/m.

La sensibilidad de la técnica SF aumento al diluir el extraido; al evitar de esta
forma, posibles inhibiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa.

La extraccion manual de ADN en SF, requiere una alta manipulacién de la muestra;
que lo hace laborioso y proclive a la contaminacion.

El volumen de lisado necesario para la extraccion manual es notablemente mayor
(1 ml), que el necesario para la extraccion automatizada (215 pl); aportando ambas
extracciones un volumen final de elucion similar.

Aplicando la extraccion automatizada de SF, aumento la sensibilidad, simplicidad
y rapidez respecto a la extracciobn manual; siendo posible una deteccion e
identificacion de el/los microorganismo/s responsables de la sepsis en 4 horas,

frente a 6 horas necesarias mediante extracciéon manual.

6.2. SeptiFast con extraccion automatizada frente a hemocultivo

Mediante SF se detectaron microorganismos no hallados por hemocultivo, aunque
también el hemocultivo (HC) detecté patdgenos no encontrados mediante SF;
siendo una de las razones, la limitada lista de microorganismos capaces de ser

detectados mediante esta técnica.
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e La técnica molecular SF discriminé mejor los microorganismos contaminantes que
la técnica tradicional del HC; haciéndose especialmente dtil, en el apoyo clinico a la
interpretacion del hallazgo de Estafilococos coagulasa negativa en la sangre de los
pacientes.

e La exactitud diagnostica de SF fue superior a la del HC convencional, utilizando el
diagndstico final de sepsis como criterio de referencia.

e La influencia del tratamiento antimicrobiano previo en los resultados de ambas
técnicas diagndsticas (SF y HC), no fue significativa en nuestra serie. Seria
necesario ampliar el estudio con un mayor numero de resultados hemocultivo

positivo con SF negativo, para obtener conclusiones validas a este respecto.

6.3. Ventajas de SeptiFast con extraccion automatizada en el manejo del paciente
critico
e SeptiFast, representa una ventaja que puede ser crucial en el tiempo de adecuacion
del tratamiento en pacientes criticos; tanto en el caso de resultados negativos como
positivos:

e podria contribuir a disminuir la mortalidad intra-UCI por un ajuste
mas rapido del tratamiento antimicrobiano y mas orientado a la
etiologia de las sepsis (por una mayor filiacién de estas)

 reduciria posibles toxicidades farmacolégicas

« contribuiria al control del desarrollo de resistencias

« evitaria costes innecesarios en cuanto a tratamiento; participando en
la toma de decisiones para un mas rapido desescalado antibidtico

e Sigue siendo necesaria la realizacion de hemocultivos, en los pacientes criticos con

sospecha de sepsis; debido mayormente a que hasta el momento, este test molecular
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SF sélo identifica 25 de los microorganismos mas frecuentemente productores de
sepsis.

La técnica molecular LightCycler® SeptiFast utilizando una extraccion
automatizada mediante MagNA Pure Compact, puede contribuir junto con los
métodos habituales de cultivo, a un diagnostico mas rapido de bacteriemia y

fungemia en pacientes criticos.
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7. ABREVIATURAS

7.1. ABREVIATURAS GENERALES

ADN
ANA
APACHE
ARN
BGN

Cl

CN

DF
EDTA
ETS

FRET
GN
GP
HC/s
HC+
HC-
HCI
1Cos
109G
IL
ITS

K

ml
MM
N
NTS

p
PaCO:2
PCR
PCT
rARN
rpm

S
SCN, CoNS
SF
SF-
SF+

Acido desoxirribonucleico
anaerobio

Acute Physiology and Chronic Health Evaluation
Acido ribonucleico

Bacilo Gram Negativo

control interno

control negativo

diagndstico final

Acido etilendiaminotetraacético
Secuencia Transcrita Externa
Hongos

Energia de Resonancia de Forster
bacterias Gram Negativas
bacterias Gram Positivas
Hemocultivo/s

Resultado positivo en hemocultivo
Resultado negativo en hemocultivo
Acido clorhidrico

Intervalo de confianza del 95%

Inmunoglobulina G

interleuquina

Interespaciador de Trénscrito Interno
indice kappa

mililitros

Mezcla Maestra

Resultado negativo

Espaciador No Transcrito

valor p o significacion estadistica
Presion arterial de CO>

Reaccion en cadena de la polimerasa
Procalcitonina

Acido ribonucleico ribosémico
revoluciones por minuto

segundos

Estafilococos coagulasa negativos
SeptiFast

Resultado negativo en SeptiFast
Resultado positivo en SeptiFast
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SIS
SML
SNC
SOFA
SRIS
TAT
™
UClI/s
UFC
VPN
VPP

SeptiFast Identification Software

Lista maestra de SeptiFast

Sistema Nervioso Central

Sepsis-related Organ Failure Assessment

Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica

tiempo de respuesta en total
temperaturas de fusion

Unidad/es de Cuidados Intensivos
Unidades formadoras de colonias
valor predictivo negativo

valor predictivo positivo

7.2. ABREVIATURAS DE ANTIMICROBIANOS

AlC
AB
ACI
AF
AK
AMP
ANF
AV
CcC
CEF
CFP
CIP
COL
CSF
CTA
CTX
CTZ
FZ
GEN
IMI
LVvX
LZD
MRP
MTZ
MUP

NC
NEO

amoxicilina/clavulanico
antibidtico no especificado
aciclovir

antifangico no especificado
amikacina

ampicilina

anfotericina

oseltamivir
clindamicina

cefazolina

cefepime
ciprofloxacina

colistina

caspofungina
ceftriaxona

cefotaxima

ceftazidima

fluconazol

gentamicina

imipenem
levofloxacina

linezolid

meropenem
metronidazol
mupirocina

sin tratamiento

no conocemos dato
neomicina
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RIF
TMP
TOB
TZP
VCN
A\

rifampicina
trimetoprim/sulfametoxazol
tobramicina
piperacilina/tazobactam
vancomicina

voriconazol
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