
Rev Latinoam Patol Clin Med Lab 2018; 65 (3): 167-174 www.medigraphic.com/patologiaclinica

www.medigraphic.org.mx

Evaluación de una prueba de PCR múltiple para 
la identificación del ADN bacteriano y fúngico en 
el diagnóstico de sepsis neonatal
Sánchez Huerta José Luis,* Parra Ortega Israel,* 
Hernández Sánchez Consuelo,* Pichardo Villalón Lilia,* Cruz López Alicia,* 
Villanueva García Dina,‡ López Martínez Briceida,§ Villa Guillen Mónica¶

RESUMEN

Introducción: La sepsis es una de las causas de mortalidad en 
los niños en el mundo, reportándose 7.5 millones anualmente. 
Dentro del abordaje clínico y de laboratorio son necesarias 
pruebas rápidas y precisas. Las pruebas de biología molecular 
son una opción disponible, pero tienen que ser evaluadas. 
Los sistemas de gestión de calidad y los procesos de mejora 
continua nos llevan a generar evidencias objetivas en la toma 
de decisiones y por ello se recomienda la verifi cación analítica 
de un método cualitativo para demostrar las especifi caciones 
analíticas del fabricante. Objetivo: Evaluar el desempeño 
analítico de una prueba de reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) múltiple en tiempo real LightCycler® SeptiFast Test 
Mgrade. Material y métodos: Estudio prospectivo y descriptivo 
realizado en el Hospital Infantil de México Federico Gómez 
(HIMFG), de Junio 2015 a Junio del 2017. De la plataforma 
analítica LightCycler® SeptiFast Test Mgrade. Resultados: 
El proceso de estandarización de la prueba de LightCycler® 
SeptiFast Test Mgrade, se realizó con apego a las instrucciones 
del fabricante. La prueba cuenta con diversos niveles de con-
trol, que deben ser incluidos en cada experimento. El control 
interno (CI) son moléculas de ADN sintético que se agrega en 
volumen defi nido a las muestras, y debe ser positivo, mientras 
que el control negativo (CN) debe ser negativo. Los controles 
reactivos (CR), de bacterias Gram positivas (G+), Gram 
negativas (G-) y hongos deben ser positivos. En la fase de 
estandarización, se realizaron 13 experimentos y, a pesar de 
reconocer los microorganismos adicionados (cepas ATCC), 
nos invalida la prueba debido a que, en los controles reacti-
vos, no detecta amplifi cados de bacterias Gram positivas y/o 
Gram negativas, mientras que los hongos sí amplifi caron. Sin 
embargo, para que una prueba pueda ser válida analíticamente, 
todos los controles reactivos deben amplifi car. Conclusiones: 
A pesar de ser una prueba para diagnóstico in vitro (IVD), en 
las condiciones de infraestructura, equipamiento y trabajo, no 
fue posible la estandarización y verifi cación de la prueba de 
LightCycler® SeptiFast Test Mgrade en el HIMFG, incluso des-
pués de realizar 13 experimentos apegados a las instrucciones 
y en presencia de asesores del fabricante que constataron el 
estricto seguimiento de éstas. Por lo que concluimos que, aun 
siguiendo las recomendaciones del fabricante, no resultó una 
prueba confi able ni clínicamente útil.

ABSTRACT

Introduction: Sepsis is one of the causes of child mortality 
in the world, with 7.5 million reported annually. Within the 
clinical and laboratory approach, rapid and accurate tests 
are necessary. Molecular biology tests are an available 
option but have to be evaluated. Quality management 
systems and continuous improvement processes lead 
us to generate objective evidence in decision making 
and for this reason we recommend the analytical 
verifi cation of a qualitative method to demonstrate the 
manufacturer’s analytical specifi cations. Objective: To 
evaluate the analytical performance of a multiplex PCR 
real-time LightCycler® SeptiFast Test Mgrade. Material 
and methods: Prospective and descriptive study carried 
out at the Hospital Infantil de México Federico Gómez 
(HIMFG), from June 2015 to June 2017. From the 
analytical platform LightCycler® SeptiFast Test Mgrade. 
Results: The standardization process of the LightCycler® 

SeptiFast Test Mgrade was carried out in accordance with 
the manufacturer’s instructions. The test has several levels 
of control, which must be included in each experiment. 
The internal control (IC) are synthetic DNA molecules 
that are added in defi ned volume to the samples, and 
must be positive, while the negative control (NC) must be 
negative. The reactive controls (CR), G+, G- and fungi 
bacteria must be positive. In the standardization phase, 
13 experiments were performed and despite recognizing 
the microorganisms added (ATCC strains), it invalidate 
the test because in reactive controls, it does not detect 
amplifi ed G+ and/or G- bacteria, while the fungi did 
amplify. However for a test to be analytically valid all 
reactive controls must amplify. Conclusions: In spite of 
being an in vitro diagnostic (IVD) test, under the conditions 
of infrastructure, equipment and work, it was not possible 
to standardize and verify the LightCycler® SeptiFast 
Test Mgrade test in the HIMFG, even after 13 experiments 
according to the instructions and in the presence of the 
manufacturer’s advisors who verifi ed the strict follow-up 
of these. Therefore, we concluded that, even following the 
manufacturer’s recommendations, it did not turn out to be 
a reliable and clinically useful test.
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INTRODUCCIÓN 

Entre 1990 y 2015, la tasa de mortalidad neonatal 
del mundo disminuyó de 33 a 19 muertes por cada 

1,000 niños nacidos vivos. Como la caída de la morta-
lidad neonatal ha sido más lenta que la mortalidad de 
niños entre 1 y 59 meses, las muertes neonatales ahora 
representan una parte mayor del total de las muertes de 
niños menores de cinco años. La mayoría de las muertes 
neonatales son causadas por complicaciones de partos 
prematuros (35%), complicaciones durante el trabajo 
de parto y el parto propiamente dicho (24%), y sepsis 
(15%). (Objetivos de Desarrollo del Milenio Informe 
de 2015). 1-8

Para el diagnóstico de la sepsis, que es una importante 
causa de morbimortalidad, se requiere de pruebas rápidas 
y precisas.7-10 Las pruebas de biología molecular son una 
opción disponible, pero tienen que ser evaluadas. El uso 
de pruebas basadas en la detección y amplificación de 
ácido desoxirribonucleico (ADN) y ácido ribonucleico 
(ARN) para el diagnóstico de enfermedades infecciosas 
tienen sus bases en el conocimiento molecular de la en-
fermedad y en las capacidades tecnológicas, considerando 
también las limitaciones antes de la implementación 
clínica.11-14

En los últimos años las actividades relacionadas con 
la verificación y validación de métodos analíticos han 
tomado gran importancia, debido al continuo desarrollo 
y actualización de técnicas y equipos analíticos cada 
vez más sofisticados y, por otro lado, al interés de los 
profesionales en garantizar la calidad de sus procesos y 
resultados.15-17 Una prueba IVD (diagnóstico in vitro) debe 
ser validada por el fabricante, y estar sujeta a revisión y 
verificación exhaustiva con muestras clínicas, consideran-
do la incorporación de estudios de correlación analítica, 
se deben realizar estudios apropiados para verificar que 
las características de rendimiento establecidas por el 
fabricante se obtengan en el laboratorio, además de de-
mostrar que el laboratorio está capacitado para cumplir 
las especificaciones establecidas en la validación.15-19

Los laboratorios clínicos deben generar estrategias 
para tener un óptimo funcionamiento de sus platafor-
mas, considerando las características de infraestructura, 
así como flexibilidad y adaptabilidad de los procesos 
analíticos. 16-21

Los instrumentos seleccionados para el laboratorio 
clínico del Hospital Infantil de México Federico Gómez 
(HIMFG) requieren una evaluación previa antes de ser 
utilizados para el apoyo diagnóstico, con el objetivo de 
sumar un valor agregado a las diferentes determinaciones 
y brindar certeza y confianza en los resultados. Por lo que 

es indispensable poner en evidencia las características 
analíticas declaradas por el fabricante. 22,23 

Los sistemas de gestión de calidad y los procesos de 
mejora continua nos llevan a generar evidencias objetivas 
en la toma de decisiones y, por ello, se planteó la nece-
sidad de realizar la evaluación analítica de un método 
cualitativo para la detección de patógenos, utilizando 
técnicas de biología molecular dentro de nuestro labo-
ratorio, con el objetivo de demostrar el cumplimiento 
de las características analíticas que se requieren para el 
trabajo diario del Laboratorio de Biología Molecular del 
HIMFG.22,23

Objetivo. Evaluar el desempeño analítico de la reac-
ción en cadena de la polimerasa (PCR) múltiple en tiempo 
real LightCycler® SeptiFast Test Mgrade (Roche Diagnostics), 
para la detección de ADN bacteriano y fúngico.

METODOLOGÍA

Estudio prospectivo y descriptivo de la prueba de Light-
Cycler® SeptiFast Test Mgrade, realizado en el HIMFG, 
durante el periodo de Junio 2015 a Junio del 2017.

Se evaluó la sensibilidad y especificidad de la prueba 
considerando la capacidad del método para detectar 
muestras verdaderas positivas (sensibilidad diagnóstica) 
y muestras verdaderas negativas (especificidad diagnós-
tica), usando como base la guía EP12-A2 de CLSI. Para 
evaluar la veracidad de la prueba LightCycler® SeptiFast 
Test Mgrade, se realizó la comparación de los resultados 
obtenidos versus el método tradicional de identificación, 
tomando como método de referencia pruebas para he-
mocultivos.  Utilizando una muestra de sangre periférica 
recolectada de manera simultánea a la toma de muestra 
de un hemocultivo, con previa autorización de los padres 
mediante la recepción y autorización de un consenti-
miento informado.

Proceso analítico: Los procesos de extracción de 
ácidos nucleicos, amplificación y lectura de resultados 
fueron realizados de acuerdo a las recomendaciones 
del fabricante, se utilizaron los reactivos: LightCycler® 
SeptiFast Kit Mgrade, SeptiFastLys Kit Mgrade, SeptiFastPrep 
Kit Mgrade, para la amplificación y el análisis el equipo 
LightCycler® 2.0 el programa SeptiFast Identification 
Software (SIS).

La prueba LightCycler® SeptiFast Test Mgrade es una 
prueba IVD de amplificación de ácidos nucleicos para la 
detección e identificación de ADN bacteriano y fúngico, 
de los microorganismos especificados en la lista maestra 
(cuadro I) de la prueba SeptiFast (SML) en sangre humana 
colectada con anticoagulante K3-EDTA y en el equipo 
LightCycler® 2.0 Instrument.
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Preparación del material biológico usado como 
referencia. Se prepararon cepas ATCC de Gram nega-
tivos Escherichia coli (25922), Pseudomonas aeruginosa 
(27853), Klebsiella pneumoniae (18883) y Gram positi-
vos Staphylococcus aureus (43300) y Candida albicans 
(10231) realizando una suspensión en 2 mL de solución 
salina fisiológica estéril, para cada cepa microbiana de 
desarrollo reciente, ajustando a una turbidez de 0.5 de la 
escala de MacFarland  con el densitómetro DensiCHECK™ 
PlusBioMérieux, para lograr una concentración de 1 x 108 
UFC/mL, a partir de ella se realizaron diluciones seriadas 
hasta obtener una concentración de 1 x 103 UFC/mL. Se 
tomaron 100 μL de ésta, con una cuenta viable de apro-
ximadamente 100 UFC/mL los cuales fueron integrados 
en 900 μL de sangre total de individuos sanos.

Proceso analítico. A partir de las inoculaciones del 
material de referencia en muestras de sangre periférica se 
realizó la extracción de ADN (mezcla de 900 μL de sangre 
total y 100 uL de la dilución de las bacterias y hongos). La 
lisis de la muestra se realizó con SeptiFastLys Kit Mgrade en 
el equipo MagNaL y serInstrument. Para la liberación y 
purificación del ADN se utilizó el SeptiFastPrep Kit Mgrade 
con el que se incubó la muestra a 56 oC en presencia de 
proteasa, amortiguador de lisis y 10 μL de control interno 
(CI) para liberar y proteger el ADN de la acción de las 
ADNasas. Posteriormente, la solución fue transferida a la 
columna con fibras de sílice en la que se retiene el ADN 
genómico de humano, bacterias y hongos, las cuales fue-
ron purificadas con dos lavados. Finalmente, se realizó la 
elución en 300 μL utilizada para la amplificación, para lo 
que se utilizaron los reactivos LightCycler® SeptiFast Kit 
Mgrade que contienen la Taqpolimerasa y los juegos de son-
das e iniciadores específicos para detectar bacterias Gram 
positivas, Gram negativas, hongos y el control interno (CI).

Se prepararon las mezclas de reacción con el ADN 
de las muestras, las cuales fueron transferidas a capilares 
de 100 μL del LightCycler 2.0 Instrument con el pro-
grama correspondiente para la amplificación, curvas de 
melting y posteriormente el análisis con el programa SIS. 
Para finalmente realizar la lectura de la amplificación del 
material de referencia (bacterias Gram positivos, Gram 
negativos y hongos). 

Con el objetivo de monitorear la sensibilidad y es-
pecificidad, en el laboratorio se realizó un ensayo en el 
que incluimos muestras inoculadas con 100 UFC/mL de 
las cepas mencionadas.

Adicionalmente, se realizaron ensayos con las reco-
mendaciones emitidas por los expertos del fabricante 
del kit. Dentro de esas recomendaciones se encontraba 
lo siguiente: aumentar el volumen de CI de 10 a 30 y 50 
μL y otro experimento con extracción automatizada con 
el equipo MagNaPure Compact Instrument y el reactivo 
MagNaPureNucleicAcid Kit de volumen grande, posterior 
a la lisis descrita anteriormente. 

El proceso de estandarización de la prueba de Light-
Cycler® SeptiFast Test Mgrade, se realizó con apego a los 
lineamientos establecidos en la ficha técnica del fabri-
cante, utilizando cepas ATCC de algunos microorganis-
mos. La prueba cuenta con diversos niveles de control, 
los cuales fueron incluidos en cada experimento y están 
descritos como control interno (CI), control negativo 
(CN) y controles reactivos (CR). El CI son moléculas de 
ADN sintético de doble cadena que contiene sitios de 
unión únicos para iniciadores y sondas, que permite 
diferenciar su amplificado del específico de cada mi-
croorganismo y se agrega en volumen definido a las 
muestras en el resultado, se espera que el CI amplifique 
considerado como el control positivo del proceso de 

Cuadro I. Lista maestra de la prueba SeptiFast (SML) (información obtenida de la fi cha técnica de la prueba).

Gram negativos Gram positivos Hongos

Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans
Klesiella (pneumoniae/oxytoca) CoNS1 Candida tropicalis
Serratia marcescens Streptococcus pneumoniae Candida parapsilosis
Enterobacter (coacae/aerogenes) Streptococcus spp. Candida glabrata
Proteus mirabilis Enterococcus faecium Candida krusei
Pseudomonas aeruginosa Enterococcus faecalis Aspergillus fumigatus
Acinetobacter baumannii
Stenotrophomonas maltophilia

1 Staphylocococcus coagulasa negativo (las cepas del grupo CoNS).
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extracción. CN es el control negativo, como su nombre 
lo dice, no se espera identificar nada en el análisis y CR 
es el control reactivo que contiene los fragmentos de 
los 25 microorganismos de la PCR multiplex, por lo que 
en el análisis este CR debe ser positivo. Si no cumple 
estos criterios en los diferentes controles en el análisis 
la prueba no es válida.

Consideraciones éticas. Este protocolo cuenta con 
autorización del comité de ética, investigación y biosegu-
ridad y está catalogado como un estudio de riesgo mínimo 
con el registro «HIM/2015/030 SSA.1179».

RESULTADOS

En seis experimentos (procesos analíticos completos 
desde extracción hasta lectura de resultados) realizados, 
todos los resultados del ensayo presentaron avisos de 
invalidez del experimento, ya que el CI fue negativo 
cuando debería ser positivo y los CR no detectaron los 
25 microorganismos del multiplex; esta primera fase 
de implementación fue realizada con la asesoría de 
los expertos del fabricante. Sin embargo, se realizaron 
revisiones de los procesos de extracción, amplificación y 
análisis, por la invalidez de los mismos y en una segunda 
fase se hicieron cuatro experimentos más, siguiendo las 
recomendaciones del fabricante y la asesoría de expertos 
de distribuidores y fabricante; sin embargo, los resultados 
no fueron validados, por lo que en una tercera fase se 
incluyeron tres experimentos adicionales, los controles 
correspondientes con concentraciones superiores a las 
establecidas. Las figuras 1 y 2 muestran el análisis y gráfico 
de los resultados de un experimento.

Se identificó que la prueba LightCycler® SeptiFast Test 
Mgrade es una técnica muy sensible a errores en el proce-
dimiento y a variaciones en la excitación y detección que 
pueden presentarse en el instrumento LightCycler 2.0, 
por lo que, según las recomendaciones de los expertos 
del fabricante, los experimentos fueron realizados por 
diferentes operadores para eliminar el error operador 
dependiente. 

Se realizó finalmente el experimento número 10, en 
el que se incluyeron ocho muestras de sangre periférica 
de pacientes neonatos, los cuales presentaban clínica-
mente datos de sepsis y como parte de su abordaje se 
les tomaron hemocultivos y citometrías hemáticas, con 
previa autorización y firma de un consentimiento infor-
mado. Los resultados de las muestras de estos pacientes 
se describen en el cuadro II.

DISCUSIÓN

La prueba evaluada es una técnica cualitativa, con una sen-
sibilidad analítica mínima de 30 UFC/mL descrita en la ficha 
técnica para todas las cepas, excepto para Staphylococcus 
epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Streptococcus 
agalactiae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus 
pneumoniae y Streptococcus mitis que es de 100 UFC/
mL y una especificidad que no se describe en la ficha 
técnica del fabricante; sin embargo, siguiendo los están-
dares de calidad de la guía de CLSI EP12-A2, Guía para 
la evaluación del desempeño de pruebas cualitativas, el 
tutorial sobre la validación de métodos cualitativos: del 
enfoque univariado al multivariado21-25 y el programa 
de control de calidad analítico del Laboratorio Clínico 
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Figura 1. Reporte SIS del ensayo A. Avisos de invalidez. CR no detectado en bacterias Gram positivas (G+) y Gram negativas (G-). Resultados 
válidos para hongos (F) en las siete muestras analizadas. Diversos microorganismos detectados.
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del HIMFG se debe verificar y obtener un resultado 
satisfactorio en el desempeño analítico de la plataforma 
en el sitio de proceso para constatar lo declarado por el 
fabricante.23,25

Dentro de las primeras observaciones a la información 
declarada por el fabricante tenemos que en la ficha técnica 
manifiestan que la sensibilidad y la especificidad no se 
calcularon porque no se dispone de un método de referen-
cia adecuado. Sin embargo, la sensibilidad analítica de la 
prueba LightCycler® SeptiFast Test Mgrade, la calcularon me-
diante el análisis de la tasa de resultados de cada analito de 
una serie de diluciones de 100, 30 y 3 UFC/mL en sangre 

recolectada con anticoagulante EDTA, de donantes sanos. 
Obteniendo una sensibilidad mínima de 30 UFC/mL para 
todas las cepas, excepto para Staphylococcus epidermidis, 
Staphylococcus haemolyticus, Streptococcus agalactiae, 
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae y 
Streptococcus mitis con 100 UFC/mL (cuadro III).

Posterior a los experimentos analíticos, en los cuales 
se intentó reproducir lo antes mencionado para verificar 
los valores de sensibilidad analítica, se obtuvieron resul-
tados negativos, lo cual resta confiabilidad a la prueba; 
si bien las pruebas de biología molecular (PCR) tienen 
un alto grado de sensibilidad, en esta ocasión se ha evi-

Figura 2. Canal 610 G+ de ensayo A. 

Cuadro II. Comparativo de resultados de SeptiFast vs hemocultivo de pacientes con diagnóstico presuntivo de sepsis.

Paciente Resultado SeptiFast Resultado Hemocultivo

1 Negativo Staphylococcus epidermidis
2 Enterobacter cloacae/aerogenes Negativo
3 Staphylococcuscoagulasa negativo Negativo
4 Negativo Candida boidinii
5 Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis
6 Negativo Negativo
7 Staphylococcus coagulasa negativo Staphylococcus epidermidis
8 Negativo Negativo
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denciado una debilidad analítica que no permite que 
en esta prueba sea incorporada al diagnóstico clínico, 
existen publicaciones en las cuales se hace énfasis en los 
valores de sensibilidad y especificidad.23

La especificidad se evaluó al probar la uniformidad 
y la homogeneidad de la región ITS objetivo, donde 
recogieron aislados clínicos originarios de varias regio-
nes geográficas de Europa (sur, centro y norte), Japón 
y Estados Unidos. En total, caracterizaron 1,709 ais-
lados mediante métodos microbiológicos y probaron 

con la prueba LightCycler® SeptiFast mgrade, hallando 
resultados discrepantes en menos del 1.2% de todos 
los resultados.

En los 13 experimentos realizados, al menos uno de 
todos los controles no fue identificado por el programa 
SIS por lo que, de acuerdo a las recomendaciones del 
fabricante, se repitió todo el proceso y se solicitó asisten-
cia técnica. Al comparar los resultados del reporte (SIS) 
con los gráficos del software LightCycler, se identificaron 
casos en los que no es contundente la ausencia de picos 

Cuadro III. Cepas probadas mediante el análisis de la tasa de resultados (información obtenida de la fi cha técnica de la prueba).

Sección A Núm. de positivos/Núm. de pruebas
Concentración [UFC/mL]

Objetivo 100 30 3

Acinetobacter baumannii 8/8 12/12 11/20
Aspergillus fumigatus 8/8 12/12 20/20
Candida albicans 8/8 12/12 12/20
Candida glabrata 8/8 12/12 10/20
Candida krusei 8/8 12/12  8/20
Candida parapsilosis 8/8 12/12  7/20
Candida tropicalis 8/8 12/12  9/20
Enterobacter aerogenes 8/8 12/12 16/20
Enterobacter cloacae 8/8 12/12 12/20
Enterococcus faecalis 8/8 12/12 15/20
Enterococcus faecium 8/8 12/12 17/20
Escherichia coli 8/8 12/12 20/20
Klebsiella oxytoca 8/8 12/12 14/20

Sección B

Klebsiella pneumoniae 8/8 12/12 17/20
Proteus mirabilis 8/8 12/12 16/20
Pseudomonas aeruginosa 8/8 12/12  5/20
Serratia marcescens 8/8 12/12 19/20
Staphylococcus aureus 8/8 12/12  8/20
Staphylococcus epidermidis1 8/8  1/12  0/20
Staphylococcus haemolyticus1 8/8  0/12  0/20
Stenotrophomonas maltophilia 8/8 12/12 18/20
Streptococcus pneumoniae 8/8  7/12  1/20
Streptococcus agalactie2 8/8  7/12  0/20
Streptococcus pyogenes2 8/8  9/12  4/20
Streptococcus mitis2 8/8  9/12  0/20

1 Cepas que representan el grupo Staphylocococcus coagulasa negativo (CoNS) de la Lista maestra de la prueba SeptiFast (SML) de la sección A del cuadro III.
2 Cepas que representan en grupo Streptococcus spp. de la lista SML de la sección B del cuadro III.
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de control CR y CI que reporta el software SIS, en algunos 
casos las curvas están presentes. Pero, si comparamos los 
niveles de fluorescencia alcanzados en estos experimentos 
con una corrida válida, se observó que los picos están 
subestimados aproximadamente 50% en los niveles de 
fluorescencia. Tomando en cuenta esta evidencia, es pro-
bable que el programa SIS no considere picos existentes 
cuya fluorescencia no corresponde a la esperada.

Para asegurar la confiabilidad y verificación de las 
pruebas como parte del proceso analítico, se aplicaron los 
lineamientos para el aseguramiento interno de la calidad 
y se llevaron los registros correspondientes a lo largo de 
los diferentes experimentos.

Se utilizaron seis juegos de reactivos de LightCycler® 
SeptiFast Test Mgrade, para 50 reacciones cada uno, en los 
13 experimentos realizados, en los cuales se siguieron 
las instrucciones y modificaciones recomendadas por los 
especialistas del fabricante, se concluyó que la detección 
de ADN bacteriano y fúngico de la prueba LightCycler® 
SeptiFast Test Mgrade, no es posible estandarizar y, por lo 
tanto, tampoco es posible realizar la verificación de la 
prueba porque no se cumplieron los requisitos de verifi-
cación de los diferentes experimentos y concluimos que, 
en nuestras condiciones, no es una prueba clínicamente 
útil en el diagnóstico de la sepsis neonatal.

En el reporte SIS del ensayo A, figura 1, se puede 
observar que los resultados fueron anulados debido a 
dos avisos de invalidez de la prueba en bacterias. RC:  No 
Amplicon S spp. From SML (610) y CR: No amplicon; P. 
mirabilis. Cuando se analizaron las curvas en el LightCycler 
Software, figura 2, se observa que el pico correspondiente 
al CR del grupo de bacterias Gram positivas (G+) en el 
canal 610 está presente; sin embargo, este gráfico no es 
tomado en cuenta por programa SIS. 

Existen estudios publicados que hacen mención a la 
evaluación de pruebas moleculares para el diagnóstico 
de sepsis neonatal, dentro de estos estudios se encuentra 
el publicado por el grupo de trabajo de precisión de la 
prueba de diagnóstico de Cochrane (Cochrane Diagnos-
tic Test Accuracy Working Group).23 En dicho estudio se 
realizaron búsquedas en bases de datos bibliográficas 
electrónicas, resúmenes de conferencias, archivos per-
sonales y listas de referencias de artículos identificados. 
Se incluyeron estudios de diseño de casos y controles o 
series consecutivas, que evaluaron ensayos moleculares 
(prueba de índice) en neonatos con sospecha de sepsis 
(participantes) en comparación con cultivos microbianos 
(estándar de referencia). Y obtuvieron mediante un mo-
delo de efectos aleatorios bivariados para un metanálisis 
de los 23 estudios incluidos, y se generaron estimaciones 
resumidas de sensibilidad y especificidad con intervalos 

de confianza (IC) del 95%. La sensibilidad media y la 
especificidad fueron de 0.90 (IC del 95%: 0.78-0,95) y 
0.96 (IC del 95%: 0.94-0.97), respectivamente. La reac-
ción en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR) y 
la PCR convencional de amplio rango tienen mayor sen-
sibilidad y especificidad que otros ensayos. No se dispuso 
de suficientes datos para evaluar los subgrupos de edad 
gestacional y de tipo sepsis. Esta información publicada 
y tomada como referencia hace notar la deficiencia en el 
ensayo que nosotros evaluamos y pone en manifiesto la 
necesidad de evaluar todas las plataformas que se van a 
utilizar para los procesos de diagnóstico en los pacientes 
con sepsis.23

Adicionalmente de la evaluación a las plataformas 
analíticas es importante realizar un cuestionamiento 
técnico científico al personal de aplicaciones, asesoría o 
capacitadores de las pruebas ya que, en nuestra expe-
riencia, los diferentes ensayos no pudieron llevarse a cabo 
aun con la participación de los expertos de los procesos 
analíticos de las marcas comerciales. Dentro de los puntos 
de las normas de certificación y acreditación es indispen-
sable contar con la competencia técnica y el respaldo de 
los fabricantes en dichos procesos; esta situación debe 
considerarse de manera especial, ya que los resultados de 
las pruebas pueden verse afectados negativamente.21-25

CONCLUSIONES 

La plataforma evaluada (LightCycler® SeptiFast Test Mgrade) 
es un ensayo analítico que no mostró evidencia objetiva 
para su implantación como prueba diagnóstica en nuestro 
laboratorio clínico.

El ensayo carece confiabilidad al no tener resultados 
positivos en sus puntos de control interno, aun con las 
recomendaciones de los expertos técnicos del fabricante 
y distribuidores.

Dentro del Laboratorio Clínico del HIMFG y áreas 
médicas decidimos que no es pertinente usar un ensayo 
analítico con las características descritas en el ejercicio 
de atención a pacientes de nuestra institución.
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