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Identification of occult bacteriemia in
infants using SeptiFast: Case Report

Un lactante de dos afos de edad con fiebre de 10 dias de evolucion, sin foco infeccioso evidente y cultivos negati-
vos, recibié diferentes esquemas antimicrobianos sin mostrar mejoria. Debido a lo anterior, utilizamos una prueba
de biologia molecular, la cual reporté Streptococcus pneumoniae, con respuesta al manejo con ceftriaxona.
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Abstract

A molecular biology technique was used in one infant with fever without infection site evidence and negative
cultures, in which broad -spectrum antibiotics were administered without a visible improvement. The test showed
Streptococcus pneumoniae and the patient reacted well to the treatment with ceftriaxone.

Keywords: fever, infant, Septifast, diagnosis, molecular biology.

Introduccion

La fiebre es considerada uno de los motivos de consulta
més frecuentes en la edad pediatrica.” Establecer el diag-
néstico y la etiologia se dificulta en los menores de tres
afnos por las condiciones propias de la edad. Cuando el
foco infeccioso no es evidente, un porcentaje entre el 2
-29% de los nifios con fiebre desarrollan infecciones graves
entre las que se incluye: sepsis, meningitis neumonias,
infecciones urinarias, etcétera.?

El término de bacteriemia oculta del lactante (BOL)
se refiere a la presencia de bacterias en el hemocultivo de
ninos con fiebre sin foco evidente y sin aspecto téxico.® Las
ocurrencia corresponde al 1.5-2.3% de los niflos de entre
3-36 meses con fiebre prolongada, siendo el neumococo
el microorganismo mas comunmente aislado en la etapa
post-vacunal en el 82-90% de los casos.® En general la
bacteriemia oculta no presenta complicaciones graves, su
evolucién es transitoria y la resolucién, en la mayoria de los
casos, es espontanea sin usar antibiédticos, pero el 11.7%
puede dar lugar a infecciones graves.*

Algunos biomarcadores alternativos para la identifi-
cacion del nifio con BOL es la elevacion significativa de la

proteina C reactiva (440 mg/dl), la procalcitonina (PCT), la
IL-6 vy la IL-8 se han utilizado pero existe poca experiencia
en la edad pediatrica, y con la desventaja del desconoci-
miento del agente causal.® Hoy en dia, la introduccién de
nuevas técnicas de biologia molecular para la identifica-
cion del material genético de microorganismos, permite la
obtencién de resultados en unas cuantas horas, es decir
que ha aumentado de manera notable la velocidad de iden-
tificacién de los microorganismos aislados.® La identifica-
cion de secuencias conservadas de los genes bacterianos
del acido ribonucleico ribosomal (rRNA) 16S, 23S, vy las
regiones intermedias entre ambos, se han empleado para
el diagndstico de bacterias especificas de cada especie.’

La prueba de SeptiFast® permite identificar 25
microorganismos, (Cuadro 1) que representan 90% de las
especies aisladas en pacientes sépticos.® Se la ha utilizado
para mejorar, con resultados muy alentadores, los por-
centajes de aislamiento de bacterias causantes de enfer-
medades tales como endocarditis infecciosa, sepsis en
pacientes neutropénicos con neoplasias hematolégicas,
bacteriemias o fungemias.®'?
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Cuadro 1
Especies microbianas que detecta la prueba molecular SeptiFast

Gram (-)

Gram (+)

Hongos

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Candida albicans

Klebsiella (pneumoniae/oxytoca)

Staphylococcus coagulasa negativo

Candida tropicalis

Serratia marcencens

Streptococcus pneumoniae

Candida parapsilosis

Enterobacter (cloacae/aerogenes)

Streptococcus sp

Candida krusei

Proteus mirabilis

Enterococcus faecium

Candida glabrata

Pseudomonas aeruginosa

Acinetobacter baumanii

Sternotrophomonas maltophilia

Enterococcus fecalis

Aspergillus fumigatus

Presentacion del caso

Masculino de 2 afios 8/12, originario y residente de México,
Distrito Federal, producto de la gesta dos de un embarazo
normo evolutivo, peso de 2800 g. Con diagndéstico de
enfermedad por reflujo gastroesofagico, manejado con
cisaprida y ranitidina. Inicié padecimiento un mes previo
a su hospitalizacion con presencia de cuadros infecciosos
recurrentes de las vias aéreas superiores, siendo tratado
por facultativo con multiples esquemas antimicrobianos
a base de cefalosporinas y penicilina, con mejoria parcial.
Quince dias previos al ingreso hospitalario, inicié con rinor-
rea hialina, tos productiva e irritabilidad, motivo por el cual
acude a urgencias, donde fue valorado encontrandolo febril
y sin otro dato clinico evidente, la biometria hematica con
18, 880, neutrofilos del 67%, linfocitos del 21%, monocitos
del 10.8%, eosinodfilos del 0.05%, hemoglobina de 12.93,
hematocrito 36.31%, plaquetas de 438 000, velocidad de
sedimentacién globular 45 y proteina C reactiva 45.8. Se
decidié su ingreso a hospitalizaciéon para su estudio. Se
solicitaron cultivos de sangre, exudado faringeo y urocul-
tivo, los cuales se reportaron sin desarrollo de microorgan-
ismos y se inicié cefuroxima. Persistid febril y al tercer dia
de estancia se solicitd la prueba de Septifast con reporte al
dia siguiente de Streptococcus pneumoniae; se cambio el
manejo a ceftriaxona mejorando clinicamente con egreso
hospitalario al quinto dia de tratamiento antimicrobiano,
para después continuar con tratamiento ambulatorio.

Para la prueba de Septifast, '*'* el ADN se extrajo
de una muestra de 1 mL de sangre total en un tubo con
anticoagulante EDTA tomada del paciente con técnica
estéril. La muestra fue lisada de forma mecénica con el
equipo MagNA Lyser (Roche). Se utilizé el Kit SeptiFast
Prep® MGRADE vy se incubaron las muestras a 56 °C con
proteasa y un tampén de lisis caotrépico para liberar vy
proteger al ADN de las enzimas contra ADN. Después se
adicion6 a las muestras un tampdén de unién y se transfirié

la solucién a una columna de fibra de vidrio donde ADN
gendmico humano, bacteriano y fungico fueron retenidos,
el resto del material se elimind mediante un par de lava-
dos. Al final se eluyeron los 4acidos nucleicos en 300 ulL de
solucion y el material obtenido se utilizé para la reaccién
de amplificacion.

Reaccién de amplificacion. Se utilizd el kit LightCy-
cler® SeptiFast Test MGRADE, para lo que se prepararon
las mezclas de reaccién que contenian la enzima Taqg poli-
merasa y primers/sondas especificas para la deteccion de
microorganismos Gram positivos, Gram negativos y hongos.

Se agregaron las muestras procesadas con las
mezclas de reaccion en los capilares de LightCycler® (100
uL) MGRADE, donde la reaccién de amplificacién (PCR) se
realizé con el equipo LightCycler® 2.0 (Roche).

Después de finalizar la PCR se generaron los anali-
sis de la curva de fusién de los controles y las muestras
amplificadas. Este analisis fue de forma automatica con el
software de identificacién especial (SeptiFast Identification
Software).

Discusion

La bacteriemia oculta (BO) es la presencia de bacterias en
el hemocultivo de niflos con fiebre sin foco y sin aspecto
toxico.® Se presenta en un 1.5-2.3% (1.9 IC 95%) de los
ninos entre 3-36 meses con fiebre sin foco aparente.*

El neumococo es el microrganismo més comun-
mente aislado en la etapa posvacunal con el 82-90% de los
casos; los otros gérmenes implicados varian en frecuencia
segun las diferentes series: Neisseria meningitidis, Salmo-
nella, Moraxella catarrhalis, Escherichia coli, Staphylococcus
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aureus y el Haemophilus influenzae, el cual es cada vez
menos frecuente. El 1.8% de los nifios con bacteriemia
oculta por S. pneumoniae desarrolla meningitis; el riesgo es
15 veces mayor para ninos con bacteriemia por H. influen-
zae y 81 veces mayor por N meningitidis."

La deteccién temprana de los microorganismos con
una técnica basada en la identificacion de acidos nucleicos
asegura el uso rapido y apropiado de antimicrobianos. Las
ventajas de la prueba de Septifast se han evaluado en diver-
sos estudios, estableciendo entre las mas importantes:

1. La deteccién répida del agente causal, que favorece
el tratamiento correcto de los pacientes™

2. Los niveles de concordancia con los hemocultivos
es de hasta 89%"

3. En pacientes con bacteremia, el volumen de san-
gre a obtenerse se ha estandarizado hasta en 6 ml
(dependiendo del equipo utilizado y del nimero de
muestras tomadas) lo cual representa arriba del
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