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RESUMEN

ABSTRACT

Una nueva técnica de biologia molecular fue utilizada simultdaneamente en dos pacientes con sindrome de respuesta infla-
matoria sistémica y cultivos negativos en quienes se administraron antibidticos de amplio espectro sin una mejoria visible.
El primer caso es una paciente de 17 meses de edad que fué admitida en la Unidad de Cuidados Intensivos Pediatricos con
diagndstico de choque séptico de origen abdominal. En el ultimo cuadro tuvo fiebre y alteraciones persistentes en los resul-
tados de laboratorio y los cultivos fueron negativos en tres ocasiones; se solicitd como una alternativa la prueba de SeptiFast
con una muestra de sangre del catéter permanente y se identificd material genético de Candida parapsilosis y Klebsiella
pneumoniae/oxytoca, motivo por el cual se retir6 el catéter, con respuesta adecuada de la paciente que egreso al resolverse
la infeccion.

El segundo caso es un paciente masculino de 16 dias de vida que fue admitido desde el nacimiento en el servicio de lactantes
por dificultad respiratoria y enterocolitis necrosante; a las 72 de la suspension del tratamiento antimicrobiano inicié con fiebre,
distension abdominal, leucopenia y plaquetopenia. Se solicitaron nuevos cultivos y la prueba de SeptiFast con un mililitro
de sangre periférica, la cual identificd a Candida parapsilosis como agente causal. El tratamiento se cambio a anfotericina B
deoxicolato con mejoria a las 24 horas del cambio.

Palabras clave: sepsis neonatal, infeccién nosocomial, diagndstico, biologia molecular, SeptiFast

A new molecular biology technique was used simultaneously in two patients with systemic inflammatory response syndrome
and negative cultures who were given broad-spectrum antibiotics without a vis ble improvement. The first case is a patient
of 17 months who was admitted to the Pediatric Intensive Care Unit with a diagnosis of abdominal septic shock. In the last
episode had fever and persistent laboratory abnormalities and the cultures were negative on three occasions, SeptiFast was
requested as an alternative test with a sample of blood from the catheter in place and identified the genetic material of Candi-
da parapsilosis and Klebsiella pneumoniae/oxytoca, and the catheter was removed, with adequate response from the patient
and discharged when the infection was solved.

The second case is a male patient of 16 days of life who was admitted at birth in infants service because of respiratory distress
and necrotizing enterocolitis, at 72 hours from the suspension of the antimicrobial treatment started with fever, abdominal
distension, leukopenia and thrombocytopenia. New cultures were requested and SeptiFast test with one milliliter of peripheral
blood, which identified Candida parapsilosis as the pathogen agent. The treatment was changed to amphotericin B deoxycho-
late with improvement at 24 hours of the change.
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Durante décadas, el hemocultivo se consideré como
el patron de referencia (estandar de oro) para el
diagnéstico de sepsis. Su principal desventaja es que en
60% de los casos se reportan cultivos negativos a pesar
de que los pacientes tienen datos de respuesta inflamatoria
sistémica.l® La discusion tiene muchos afios y alin no se
ha llegado a consensos y propuestas de identificacion que
satisfagan la necesidad de detectar oportuna y correcta-
mente la sepsis en los pacientes pediatricos.?*

En la actualidad, la introduccion y uso de nuevas técni-
cas de biologia molecular para la identificacion de DNA
de microorganismos esté& revolucionando la medicina al
disminuir el tiempo para la obtencion de los resultados en
horas, con aumento de la sensibilidad y especificidad para
la deteccidn de los agentes patdgenos con una menor can-
tidad de muestra en comparacion con el hemocultivo y con
efectividad aun en los casos de pacientes con tratamiento
antimicrobiano, lo que favorece el inicio oportuno de un
tratamiento antimicrobiano especifico.’

Lareaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas
en inglés), se emplea para la amplificacion de secuencias
conservadas de los genes bacterianos del &cido ribonu-
cleico ribosomal (rRNA) 16S, 23S y las regiones inter-
medias entre ambos. En la actualidad, la PCR se usa en el
diagnostico de bacterias especificas de forma individual o
para la busqueda masiva de un grupo de microorganismos,
que suelen detectarse con muy baja frecuencia o cuando
se presume conocido el agente causal.®”®° La prueba de
LightCycler® SeptiFast (Roche Diagnostics) es un ensayo
multiplex de PCR en tiempo real que se basa en el uso
de sondas especificas que permiten detectar e identificar
el DNA de 25 microorganismos, con distincién de Gram
positivos, Gram negativos y hongos, que representan
90% de las especies aisladas en pacientes sépticos.® Con
el uso de esta técnica se han mejorado los porcentajes de
deteccidn de bacterias causantes de enfermedades como
endocarditis infecciosa, sepsis en pacientes neutropénicos
con neoplasias hematoldgicas, bacteriemias, fungemias y
sepsis neonatal.1*’

CASO CLINICO 1

Paciente femenino de 17 meses de edad, admitida en la
Unidad de Cuidados Intensivos con diagnéstico de cho-
que séptico de origen abdominal secundario a reconexién
intestinal con entero-entero anastomosis y adherensiolisis
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con aislamiento en sangre de Klebsiella pneumoniae. Des-
de su admision, la paciente estuvo hospitalizada durante
cuatro meses, tiempo en el que recibid cuatro esquemas
antimicrobianos: meropenem por el aislamiento de K.
pneumoniae, cefotaxima teicoplanina sin aislamientos,
caspofungina por aislamiento de Candida parapsilosis y
meropenem, vancomicina y caspofungina sin aislamientos.
En este ultimo episodio la paciente tuvo fiebre y altera-
ciones persistentes en los resultados de los analisis de
laboratorio (leucopenia y trombocitopenia), los cultivos
fueron negativos en tres ocasiones, motivo por el que
después de 23 dias de tratamiento antimicrobiano y con
la paciente sin mejoria, se solicitd como alternativa la
prueba de SeptiFast con una muestra de 1.5 mL de sangre
del catéter permanente (Broviack, colocado dos meses
atrds) y 1 mL de sangre periférica. De la primera muestra
se identifico material genético de Candida parapsilosis y
Klebsiella pneumoniae/oxytoca, por lo que el catéter fue
retirado, con una respuesta adecuada de la paciente, que
egresd una vez resuelta la infeccion.

CASO CLINICO 2

Paciente masculino de 16 dias de edad, admitido desde su
nacimiento en el servicio de lactantes por dificultad respi-
ratoria y enterocolitis necrosante. Recibi6 tratamiento por
tres dias con ampicilina mas amikacina y por 10 dias con
vancomicinay cefotaxima. A las 72 horas de la suspension
del tratamiento antimicrobiano inicid con fiebre, distension
abdominal, leucopenia y plaquetopenia, por lo que se
reinicio el tratamiento con cefotaxima mas vancomicina
durante cinco dias sin mejoria, con persistencia de fiebre,
leucopenia, trombocitopenia y una determinacién de pro-
teina C reactiva de 50 mg/dL. Los cultivos de sangre, orina
y liquido cefalorraquideo fueron reportados negativos. A
los nuevos cultivos se afiadid la prueba de SeptiFast en
un mililitro de sangre periférica, en la que se identifico
Candida parapsilosis como agente causal. El tratamiento
fue cambiado a anfotericina B deoxicolato con mejoria a
las 24 horas. A los 10 dias de realizado, el cultivo de sangre
periférica reportd crecimiento de Candida parapsilosis.

MATERIAL Y METODOS

Para la prueba de SeptiFast, el DNA se extrajo de una
muestra de 1 mL de sangre total con anticoagulante
EDTA tomada del paciente con la técnica de hemocultivo.



Caso clinico

La muestra fue lisada de forma mecénica con el equipo
MagNA Lyser (Roche). Posteriormente se utilizd el kit
SeptiFast Prep® MSRAPE y s incubaron las muestras a 56°C
con proteasa y un tampdn de lisis caotrdpico para liberar
y proteger al DNA de las enzimas contra DNA. En este
momento se agregod a cada muestra un volumen definido
de Control Interno. Después se adiciond a las muestras un
tampon de unidn y se transfirid la solucion a una columna
de fibra de vidrio donde el DNA gendémico humano, bac-
teriano y fangico fueron retenidos, el resto del material se
elimin6 mediante un par de lavados. Al final se eluyeron
los &cidos nucléicos en 300 uL de solucion y el material
obtenido se utilizo para la reaccion de amplificacion.

Reaccion de amplificacion. Se utilizo el kit LightCycler®
SeptiFast Test MSRAPE para lo que se prepararon las mez-
clas de reaccion que contenian la enzima Taq polimerasa
y primers/sondas especificas para la deteccion de micro-
organismos Gram positivos, Gram negativos y hongos.
Se agregaron las muestras procesadas con las mezclas de
reaccion en los capilares de LightCycler® (100 pL) MCRAPE,
donde la reaccion de amplificacion (PCR) se realizé con
el equipo LightCycler® 2.0 (Roche).

Andlisis de deteccion de los amplicones amplificados.
Después de finalizar la PCR se generaron los analisis de la
curva de fusion de los controles y las muestras amplifica-
das. Este anélisis fue de forma automatica con el software
de identificacion especial (SeptiFast Identification Soft-
ware) y se generd un reporte de los resultados obtenidos.

DISCUSION

La deteccion temprana de los microorganismos con una
técnica basada en la identificacion de acidos nucléicos
asegurard el uso rapido y apropiado de antimicrobianos,
lo que disminuye la mortalidad. La deteccion rapida del
agente causal de una infeccidn es muy importante en el
tratamiento correcto de los pacientes.*

Las ventajas de la prueba de SeptiFast se han evaluado
en diversos estudios, que establecen niveles de concor-
dancia con los hemocultivos de hasta 89%. Los casos
reportados describen el rol de la prueba como auxiliar en
el tratamiento correcto de los pacientes, al considerar que
el porcentaje de aislamiento para Klebsiella sp y Candida
sp en nuestro hospital es bajo,*® lo que explica porque no
se incluyen en el modelo de tratamiento empirico primario.

De forma indirecta, la identificacion temprana y simultanea
de Candida parapsilosis en dos pacientes por métodos de
biologia molecular, disparé la alerta epidemioldgica que
evitd su diseminacion a otros pacientes; el resultado tardio
del cultivo positivo en un caso y el resultado negativo
del otro no hubieran permitido tomar acciones de forma
oportuna. En ambos casos, los cultivos de sangre no fueron
una herramienta Util. Recientemente, la prueba se incluy6
en protocolos de investigacion en diferentes instituciones
del mundo, aunque la prueba es relativamente desconocida
en México.
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