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RESUMEN
1. RESUMEN EN ESPANOL

Titulo: eStudio del Impacto de las Nuevas TEcnologias y técnicas rapidas

en la sepSIS (proyecto SINTESIS).

Introduccion: las nuevas tecnologias han revolucionado el diagndstico microbioldgico
de la sepsis. Sin embargo, tienen un coste elevado y hasta el momento los estudios

sobre su impacto clinico arrojan resultados variables.

En el presente proyecto evaluamos el impacto clinico de algunas nuevas tecnologias
aplicadas en muestras diferentes de hemocultivos procedentes de pacientes con
sospecha de sepsis o infecciones graves, acompafiadas del consejo por parte de un
especialista en enfermedades infecciosas (El). Ademas, evaluamos las implicaciones
que la implementacion del cédigo sepsis tiene para un laboratorio de microbiologia y

un servicio de El.

Material y métodos: proyecto realizado en el Hospital General Universitario Gregorio

Marafion, hospital de 1.349 camas que atiende aproximadamente a 750.000

habitantes.
A continuacion se describe la metodologia de las tres partes del proyecto:

e PARTE 1: Impacto en vida real de la utilizacién de paneles sindrémicos de PCR
multiple para infecciones graves.
Estudio prospectivo realizado entre octubre de 2018 y septiembre de 2019 en
pacientes adultos hospitalizados con sospecha de infeccién y muestra de tracto
respiratorios superior, heces o liquido cefalorraquideo (LCR) en las que se
realizaron paneles de PCR multiple. El resultado fue informado por un especialista
en El.

e PARTE 2: Estudio del impacto de las nuevas tecnologias y técnicas rapidas en
pacientes con sospecha de sepsis de origen urinario.

Estudio prospectivo de cohortes emparejadas que compara el impacto de



un algoritmo de diagnéstico rapido (incubacién y deteccion de crecimiento en
Alfred 60/AST, identificacion del pellet obtenido mediante MALDI-TOF, realizacion
de antibiograma rapido mediante Alfred 60/AST y deteccidon de mecanismos de
resistencia en enterobacterias) en muestras de orina de una cohorte de pacientes
adultos con sospecha de sepsis urinaria (abril 2023-octubre 2023), frente una
cohorte de pacientes de similares caracteristicas en los que se realiza Unicamente
diagndstico convencional (septiembre 2022-marzo 2023).

PARTE 3: Codigo sepsis, implicaciones para un servicio de microbiologia y
enfermedades infecciosas.

Estudio prospectivo observacional que evalua los primeros pacientes con

activacion de cédigo sepsis (CS) entre noviembre de 2022 y junio de 2023.

Objetivos:

Evaluar el rendimiento de los paneles sindromicos de PCR multiple, el ajuste de
tratamiento realizado tras sus resultados y comparar el impacto clinico de un
resultado positivo frente a uno negativo.

Evaluar el rendimiento de un algoritmo de diagndstico rapido sobre muestras de
orina de pacientes con sospecha de sepsis urinaria y medir su impacto clinico

frente a no realizarlo.

Evaluar las caracteristicas de los primeros pacientes con activacion de cddigo sepsis
(CS) de nuestro centro, el impacto del CS en el laboratorio de Microbiologia y en las
interconsultas de El, si existe un impacto clinico de una alerta al laboratorio o de la
valoracion por El en el prondstico del paciente, y evaluar los factores relacionados

con la mortalidad.

Resultados:

PARTE 1: se incluyeron 146 muestras de 142 pacientes (46 muestras de heces, 51

exudados nasofaringeos y 49 liquidos cefalorraquideos). Se llegd a un diagndstico

etioldgico en 63 pacientes (44,5%): mediante técnicas rapidas en 41 (28,9%), mediante

diagndstico convencional en 8 (5,6%) y por ambas en 14 pacientes (9,9%). El tiempo

hasta el resultado fue de 2,7 horas para los paneles multiples versus 76 horas para el



diagndstico convencional. La informaciéon rdpida motivd ajuste de tratamiento
antimicrobiano de forma precoz en el 45,1% de los pacientes. Los pacientes con
resultado positivo del panel tuvieron mayor ajuste de tratamiento, menor consumo de
antibiéticos, menor realizacién de pruebas complementarias y menor estancia

hospitalaria, comparados con los que tuvieron resultado negativo.

PARTE 2: El algoritmo de diagndstico rapido identificé precozmente el 92,8% de los
aislados en orina y Alfred 60/AST proporciond la sensibilidad a antibidticos en el 93,2%
de las enterobacterias en 7,2 horas frente a mas de 72 horas mediante diagndstico
convencional, con una buena concordancia entre ambos. No se observaron diferencias
significativas entre las caracteristicas basales de las cohortes y se observé una
reduccidn significativa del: 12% en consumo de antibidticos, 14% en dias de antibidtico
intravenoso, 58% en la necesidad de ingreso en UCI, 49% en la mortalidad global,

ademas de una tendencia a reducir la estancia hospitalaria y la estancia en UCI.

PARTE 3: los primeros CS de nuestro centro tuvieron una mediana de 72 afos de edad,
multiples comorbilidades e infecciones mayoritariamente comunitarias. La adecuacion
del tratamiento antibiético fue mayor al 90% y la mortalidad 15,6%. Las muestras de CS
constituyeron el 1% de todas las muestras recibidas para bacteriologia. El CS constituyd
el 8% de todas las interconsultas de El. La llamada urgente al laboratorio se asocié con
mayor realizacién de técnicas rapidas, mayor diagndstico precoz y desescalada mas
rapida con una tendencia no significativa a una menor estancia hospitalaria y menor
consumo de antibidticos. En el analisis multivariable se asociaron a mortalidad la edad,

la gravedad y el control de foco inadecuado.
Conclusiones:

e Los paneles de PCR multiple mostraron mayor rentabilidad diagndstica que el
diagndstico convencional, mds rdpidamente y permiten un ajuste precoz de
tratamiento en casi la mitad de los pacientes. Los resultados positivos tienen
mayor impacto que los negativos.

e Nuestro algoritmo de diagndstico rapido proporciond identificacion y

sensibilidad precoz en mas del 90% de los pacientes, con impacto en la



reduccién de consumo y coste de antibidticos, necesidad de ingreso en UCl y
mortalidad global.

Los primeros CS de nuestro centro son pacientes afiosos, con multiples
comorbilidades, infecciones mayoritariamente comunitarias, elevada
adecuacion del tratamiento empirico y baja mortalidad.

El impacto del CS fue mayor en el drea de interconsultas de El que en el
laboratorio de microbiologia y nuestros datos sugieren una baja activacién del
CS. La alerta precoz al laboratorio se asocié a mas realizacién de técnicas
répidas, a mayor diagndstico microbiolégico precoz y desescalada mas répida.
Los factores asociados a mortalidad en el CS fueron la edad, la presencia de shock

séptico, y falta de control de foco adecuada.



2. SUMMARY

Title: Study of the Impact of New TEchnologies and rapid techniques in sepSIS
(SINTESIS project).

Introduction: new technologies have significantly improved the microbiological
diagnosis of sepsis. However, they have a high cost and so far studies on their clinical

impact show variable results.

In the present project we evaluate the clinical impact of some new technologies
applied in samples other than blood cultures from patients with suspected sepsis or
severe infections, accompanied by advice from an infectious disease (ID) specialist. In
addition, we evaluated the implications that the implementation of the sepsis code has

for a microbiology laboratory and an ID service.

Material and methods: this project was carried out at the Hospital General

Universitario Gregorio Maraiion, a 1,349-bed hospital serving approximately 750,000

inhabitants. The methodology of the three parts of the project is described below:

e PART 1: Real-life impact of using multiple PCR syndromic panels for severe
infections.
Prospective study conducted between October 2018 and September 2019 in
hospitalized adult patients with suspected infection and upper respiratory
tract, stool or cerebrospinal fluid (CSF) specimen in which multiplex PCR panels
were performed. The outcome was reported by an ID specialist.

e PART 2: Study of the impact of new technologies and rapid techniques in
patients with suspected sepsis of urinary origin.
Prospective matched-cohort study comparing the impact of a rapid diagnostic
algorithm (incubation and detection of growth in Alfred 60/AST, identification
of the pellet obtained by MALDI-TOF, performance of rapid antibiogram by
Alfred 60/AST and detection of resistance mechanisms in enterobacteria) in
urine samples from a cohort of adult patients with suspected urinary sepsis

(April 2023-October 2023), versus a cohort of patients with similar



characteristics in whom only conventional diagnosis is performed (September
2022-March 2023).

e PART 3: Sepsis alert, implications for a microbiology and ID department.
Prospective observational study evaluating the first patients with sepsis alert

(SA) activation between November 2022 and June 2023.

Objectives:

e To evaluate the performance of multiplex PCR syndromic panels and the
treatment adjustment made following their results. To compare the clinical
impact of a positive versus a negative result.

e To evaluate the performance of a rapid diagnostic algorithm on urine samples
from patients with suspected urinary sepsis and to measure its clinical impact
versus not performing it.

e To evaluate the characteristics of the first patients with a sepsis alert (SA) in our
center, the impact of SA in the microbiology laboratory and in ID consultations,
whether there is a clinical impact of a laboratory alert or ID assessment on

patient prognosis, and to evaluate factors related to mortality.

Results:

e PART 1: 146 samples from 142 patients were included (46 stool samples, 51
nasopharyngeal exudates and 49 cerebrospinal fluids). An etiological diagnosis
was reached in 63 patients (44.5%): by rapid techniques in 41 (28.9%), by
conventional diagnosis in 8 (5.6%) and by both in 14 patients (9.9%). Time to
result was 2.7 hours for multiplex panels versus 76 hours for conventional
diagnosis. Rapid reporting led to early adjustment of antimicrobial therapy in
45.1% of patients. Patients with a positive panel result had greater treatment
adjustment, lower antibiotic consumption, fewer complementary tests and
shorter hospital stay, compared to those with a negative result.

e PART 2: The rapid diagnostic algorithm early identified 92.8% of urine isolates
and Alfred 60/AST provided antibiotic sensitivity in 93.2% of enterobacteria in

7.2 hours versus more than 72 hours by conventional diagnosis, with good



agreement between the two. No significant differences were observed
between the baseline characteristics of the cohorts and a significant reduction
of: 12% in antibiotic consumption, 14% in intravenous antibiotic days, 58% in
the need for Intensive care unit (ICU) admission, 49% in overall mortality, in
addition to a tendency to reduce hospital stay and ICU stay.

e PART 3: the first SA patients of our center had a median age of 72 years,
multiple comorbidities and mostly community infections. Adequacy of
antibiotic treatment was over 90% and mortality 15.6%. CS samples constituted
1% of all samples received for bacteriology. The SA constituted 8% of all IE
interconsultations. Urgent call to the laboratory was associated with greater
performance of rapid techniques, greater early diagnosis and faster de-
escalation with a non-significant trend to shorter hospital stay and lower
antibiotic consumption. In the multivariate analysis, age, severity (septic shock)

and inadequate focus control were associated with mortality.
Conclusions:

e Multiple PCR panels showed higher and faster diagnostic yield than
conventional, and allowed early treatment adjustment in almost half of the
patients. Positive results have greater impact than negative results.

e Our rapid diagnostic algorithm provided early identification and sensitivity
in more than 90% of patients, with impact on reducing antibiotic
consumption and cost, need for ICU admission and overall mortality.

e The first SA patients in our center were elderly patients, with multiple
comorbidities, mostly community-acquired infections, high adequacy of
empirical treatment and low mortality.

e The impact of the SA was greater in the ID consultation area than in the
microbiology laboratory and our data suggest a low activation of the SA.

e Early alert to the laboratory was associated with more rapid techniques,
earlier microbiological diagnosis and faster de-escalation.

e The factors associated with mortality in the SA were age, the presence of
septic shock, and lack of adequate focus control.
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INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas han sido una de las primeras causas de mortalidad en el
ser humano a lo largo de la historia. Hoy en dia, a pesar de los antibidticos disponibles
y de los grandes avances médicos, la sepsis continla estando entre las primeras causas
de mortalidad en todo el mundo. Para la Organizacién Mundial de la Salud constituye
un auténtico problema de salud global, que afecta a mas de 40 millones de personas
cada afio. 2 De ahi que exista un interés constante y creciente por investigar aspectos
gue puedan contribuir a mejorar su manejo y por tanto su prondstico. Estos aspectos
van desde el estudio de su etiopatogenia o la evaluacion de factores que permitan una
deteccidn precoz hasta la busqueda de tratamientos tanto de soporte como

antimicrobiano que tengan impacto en su prondstico.

Desde el punto de vista de las enfermedades infecciosas y la microbiologia, y
especialmente tras el inicio de la “crisis antibidtica”, los principales esfuerzos en la
investigacion de la sepsis van dirigidos hacia la obtencion de un diagndstico
microbioldgico rapido que permita un tratamiento antimicrobiano efectivo y dirigido lo

antes posible.

1. PEQUENO RECUERDO HISTORICO

La palabra sepsis deriva del griego [ong], que significa “putrefaccion” y fue
introducido por Hipdcrates en el siglo IV a.C. como un proceso por el cual la carne se
descompone y las heridas se infectan.? La interpretacién de este fendmeno pasé de ser
atribuida a conceptos magico-religiosos al humoralismo clasico que dominé la
medicina occidental durante miles de afos. En la Edad Media, una de las principales
citas bibliograficas referentes a la sepsis es del médico de la Escuela de Salerno
Matthaeus Silvaticus (circa 1280- circa 1342), que escribié una de las mds importante
enciclopedias médicas de la Edad Media (Pandactae Medicinae). En este texto
aparecen los términos “Sepsis: Putredo” y“Séptica Virtus: Putredine inducens”, en

referencia al concepto griego de la sepsis.*

En el siglo XVII, el holandés Anton van Leeuwenhoek descubre, tras su ensamblaje de

lentes pulidas por él mismo, la presencia de “animaculos” no visibles al ojo desnudo.
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Este descubrimiento, que le convierte en el padre de la microbiologia, tardara en tener
un sentido practico hasta las consideraciones de los siglos posteriores que

comentaremos aqui.

En detrimento del humoralismo galénico, hacia finales del siglo XVIIl comienza a
consolidar en la comunidad médica la aproximacién anatomopatoldgica de la
enfermedad iniciada por Morgagni. Rudolph Virchow (1821 — 1902) postuld la teoria
celular (Omnis cellula e cellula), que invitaba a encontrar las causas de la enfermedad
en los tejidos y en las estructuras celulares y uno de sus estudiantes, Julius Cohnheim
(1839-1884), publicd en 1873 “Nuevos estudios sobre la inflamacién”, que supuso un
gran avance en el entendimiento de la quimiotaxis, la diapedesis y los factores que

influyen en la inflamacién.> ®

Durante el siglo XIX se puede recopilar cantidad de evidencia de la responsabilidad de
las bacterias en la sepsis. El estudiante aleman Edwin Klebs (1834-1913), ayudante de
Virchow, revisé al microscopio multiples muestras de autopsias que recogido como
médico militar en la guerra Franco-Prusiana en 1879 y encontré bacterias en casi todos
los casos. Supuso errébneamente que todas eran el mismo tipo de microorganismo, al
gue llamo Microsporon septicum. Fue uno de los primeros cientificos en very
relacionar lo que nadie habia visto antes: los agentes causantes de la sepsis y su papel
en el fendmeno.” En Francia, Louis Pasteur publicé en 1865 los resultados en los que
descarta la generacién espontdnea de vida. Sus estudios sobre la fermentacion le
permitieron conocer que las enfermedades contagiosas podrian estar causadas por
organismos microscépicos y constituyeron las bases sobre las que otros pudieron
desarrollar los conceptos de asepsia y antisepsia. En Alemania, Robert Koch consolidé
la bacteriologia como una disciplina y estudio la etiologia bacteriana de varias
enfermedades, especialmente infecciones de heridas e incisiones quirdrgicas. En 1885
publicé el libro “Untersuchungen liber die Aetiologie der Wundinfektionskrankheiten”
donde expone sus experimentos infectando heridas de animales con sustancias
putridas, trabajo que constituyd el borrador de lo que se denominaria los postulados
de Koch.® Gracias al médico escocés Alexander Ogston (1844-1929) esta relacién de las

bacterias con la sepsis pudo ser demostrada también en humanos. Ogston describid
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dos tipos de cocos: Staphylococcus y Streptococcus, que estaban presentes en la sangre

y el pus de muchos pacientes sépticos.’

El cirujano inglés Joseph Lister (1827-1912) observd que las fracturas con piel intacta se
curaban sin infectarse mientras que en las fracturas abiertas la sepsis y las infecciones
eran frecuentes. Cuando el trabajo de Pasteur llegd a sus manos pudo por fin ver la
conexion entre sus observaciones en las heridas y las bacterias microscépicas
responsables de la fermentacién.*® En 1892 Richard Pfeiffer identificd la endotoxina
que producia el shock séptico in vivo, distinguiéndola de las toxinas producidas en los

cultivos bacterianos in vitro.°

A principios del siglo XX, Sir William Osler fue el primero en describir la sepsis como
una reaccion del propio cuerpo humano: “salvo en casos excepcionales, parece que el
paciente muera por la respuesta de su cuerpo a la infeccién mas que por la propia

infeccion”.1!

A pesar del inicio de la era antibidtica, tras el descubrimiento de la penicilina por
Fleming, Chain y Florey, la sepsis continua siendo uno de los mayores retos en la
medicina intensiva donde es una de las principales causas de mortalidad. Se calcula
que, tras 40 afios de investigacidn exhaustiva, la mortalidad de la sepsis se ha reducido

soloun 10%.1213

Por otro lado, a dia de hoy la sepsis carece de un patréon oro diagnéstico validado. Se
debe pensar en ella en cualquier paciente con infeccidon que tenga datos de disfuncién
organica pero no existe una definicién uniforme. Es por ello que en diferentes
conferencias de consenso se ha intentado llegar a unos criterios homogéneos que

puedan ser aplicables en diferentes dmbitos.
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2. DEFINICIONES

El término “sepsis” como un sindrome sistémico fue introducido por primera vez en
1876 (https://www.merriam-webster.com/dictionary/sepsis). Los primeros criterios
para definirlo fueron enunciados por Bone et al** en 1987 con el fin de definir criterios
de inclusién de pacientes candidatos a ensayos clinicos sobre el uso de esteroides

sistémicos en las primeras fases de la enfermedad.

En 1991, en la conferencia de consenso del American College of Chest
Physicians/Society of Critical Care Medicine®>!® se establecieron los siguientes

conceptos para definir la sepsis:

e SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome): presencia de 2 o mas de los

siguientes:
o Temperatura corporal mayor de 382C o menor de 362C.
o Frecuencia cardiaca mayor a 90 latidos por minuto.

o Frecuencia respiratoria mayor a 20 respiraciones por minuto o

hiperventilacién con PaCO2 menor de 32 mmHg.

o Recuento leucocitario mayor 12.000 células/mm3, menor de 4.000

células/mm3 o mas de 10% de células inmaduras.
e Sepsis: SIRS causado por una infeccién.
e Sepsis grave: siademas de lo anterior, se asocia disfuncidn organica.

e Shock séptico: hipotension inducida por sepsis a pesar de resucitacion

adecuada con fluidos.

Debido a la inespecificidad de estos criterios evaluada en diversos estudios, estas
definiciones fueron revisadas en 2001 (Sepsis-2)!’ sin ofrecer realmente alternativas
novedosas por la falta de evidencia. A pesar de las limitaciones de estos conceptos,
estas definiciones permitieron estandarizar tratamientos y crear guias de practica

clinica.
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En los ultimos afios se ha avanzado mucho en el conocimiento de la fisiopatologia de la
sepsis y se ha demostrado que las infecciones producen una respuesta muy complejay
variable del huésped. Las definiciones de sepsis basadas en SIRS han sido criticadas por
su alta sensibilidad y baja especificidad. En un estudio que evalué los criterios de SIRS
para predecir una infeccién confirmada microbiolégicamente 8, se obtuvo una
sensibilidad de 70,6%, especificidad de 37,5%, valor predictivo positivo de 63,7% vy

valor predictivo negativo de 45,1%.

Por ello, estas definiciones se replantearon en febrero de 2016, publicindose el tercer
consenso internacional de Sepsis-3.1° En este consenso, un grupo de trabajo formado
por expertos en sepsis evalud y actualizo las definiciones. La sepsis se define desde
entonces como: “la disfuncidn organica potencialmente mortal causada por una

respuesta disregulada del huésped a la infeccién”.

Resumidamente, lo que segun criterios de 1991-2001 era “sepsis”, desde el consenso
Sepsis 3 se considera “infeccion”, y lo que previamente era “sepsis grave” pasa a ser
considerado “sepsis”. No se modifica el significado del concepto shock séptico que se

mantiene, aunque con algin cambio en su definicidn (Tabla 1).

Para la identificacion de la disfuncidn organica, el grupo propone utilizar dos escalas
basadas en “Sequential Organ Failure Assessment” SOFA. Una de ellas, gSOFA (quick
SOFA), que se pueda realizar a la cabecera del enfermo Unicamente con criterios
clinicos (nivel de conciencia, frecuencia respiratoria y tensioén arterial) en la que 2 o
mas puntos serian criterio de disfuncion orgdnica. La otra escala principal, SOFA, sera
la preferible para pacientes que requieren ingreso en una Unidad de pacientes criticos,
ya que, a pesar de requerir varios parametros para su cdlculo, es mas completa 'y
precisa. Una vez disponibles todos pardmetros clinicos, de laboratorio, radioldgicos,

fisiolégicos y microbioldgicos se confirmara el diagndstico de sospecha.
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Tabla 1. Cambios recientes en las definiciones de sepsis de acuerdo a los diferentes

consensos.
Antiguas definiciones 1617 Nuevas definiciones®®
Sospecha de infeccién
Sospecha de infeccién
SEPSIS + gSOFAP > 2 o incremento en
+ SIRS?
escala SOFA®> 2
Sepsis + Hipotensidn, hipoxia,
SEPSIS elevacion de lactato u otros ’
CATEGORIA ELIMINADA
GRAVE marcadores de disfuncion
organica especificos.
Sepsis + Hipotension mantenida a
SHOCK Sepsis + Necesidad de
5 pesar de resucitacion adecuada
SEPTICO vasopresores + Lactato > 2
con fluidos.

ABREVIATURAS: SIRS: sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, °SOFA: systemic organ failure

assessment.

A pesar de que la presencia de definiciones ha permitido unificar criterios, debido a la
ausencia de un marcador especifico de sepsis, aln existe una gran variabilidad de
datos epidemiolégicos, clinicos, microbioldgicos etc. debido a la utilizacién de
diferentes definiciones en los numerosos estudios que existen en la investigacion de la
sepsis. Por este motivo, contintdan los esfuerzos por encontrar la mejor definicidn, que
sea precisa, aplicable universalmente, uniforme y sobre todo que permita su
reconocimiento precoz para la instauracidon de un tratamiento temprano que tendra

como consecuencia un mejor prondstico.
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2.1 Campaiia para sobrevivir la sepsis (Surviving Sepsis Campaign)

Acompafiando a estos intentos de definir la sepsis de una forma fiable, en el aio 2002
surgidé una campafa para disminuir la mortalidad por medio de la elaboracién de unas

17,20

guias de practica clinica, con el nombre de “Surviving Sepsis Campaign”, que han

sido revisadas periddicamente?'?2 en funcién de la evidencia disponible.

Diversos estudios han demostrado que el cumplimiento de las mismas 2324,y
especialmente la precocidad en la administracién del antibidtico, mejora la

supervivencia y los costes asociados a la sepsis.?>% 30

3. EPIDEMIOLOGIA DE LA SEPSIS

Es dificil establecer la epidemiologia global de |a sepsis debido a la escasez de datos,
especialmente de los paises en vias de desarrollo. Segun la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), se estima que afecta a mas de 40 millones de personas cada afio,
pudiendo causar hasta 6 millones de muertes con una mayor mortalidad en paises en
desarrollo.?*3! La mortalidad y la estancia hospitalaria son mayores en pacientes con
sepsis seglin un estudio realizado a nivel mundial®*?33 en el que se observd una
mortalidad de 25,8% en los pacientes con sepsis versus 12,1% en los pacientes sin
sepsis durante el ingreso en UCI, y de 35,3% vs 16,7% respectivamente, en el ingreso
hospitalario. Estas tasas variaron en funcién de la regidn estudiada, desde 11,9% en
Oceania a 39,5% en Africa. La estancia hospitalaria es también mayor en los pacientes

con sepsis que sin ella (6 dias versus 2 dias).

Se estima que la incidencia de la sepsis estd aumentando debido al aumento de la
esperanza de vida, el aumento de las medidas invasivas, la mayor supervivencia de los
pacientes con cancer y al mayor nimero de pacientes sometidos a tratamiento

inmunosupresor. 2

Existen pocos datos acerca de la sepsis en Espana. En un estudio observacional
multicéntrico realizado en varias UCls espafiolas 3* durante 3 meses, calcularon una

incidencia de 25 casos de sepsis grave que requiere ingreso en UCI por 100 000
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habitantes por afio, con una mortalidad de 14.8% en las primeras 48 horas y de 54.3%
durante el ingreso hospitalario. Azkarate et al?? describen un ascenso en la incidencia
de pacientes con sepsis grave o shock séptico del afio 2008 al afio 2013, con una

tendencia al descenso en la mortalidad.

Esteban et al 3 estudiaron la mortalidad de los pacientes con sepsis en 3 hospitales de
Madrid durante 4 meses en el afio 2003, con atencion a unos 600 000 habitantes en
total. Se identificaron 702 pacientes, lo que supone una incidencia de 367 casos por
100 000 habitantes adultos al afio y una incidencia acumulada en los pacientes
ingresados en el hospital de 4,4%. De ellos, 199 tenian criterios de sepsis grave y 59 de
shock séptico (31 casos por 100 000 habitantes al afio). Sélo el 32% de los pacientes
con sepsis grave fueron ingresados en la UCI. La mortalidad global fue de 12,8%; 20,7%

en los pacientes con sepsis grave y 45,7% en los pacientes con shock séptico.

Ifigo et al 3¢ analizaron el Conjunto Minimo de Datos Hospitalario concretamente en la
Comunidad de Madrid en el afio 2001 mediante la busqueda de altas con diagndstico
de infeccion y fallo organico. Encontraron 6968 episodios, con una incidencia anual de
141/100 000 habitantes (2308/100 000 para los mayores de 84), en los que el 59,7%
eran hombres, la media de edad 62,5. Encontraron una mortalidad de 33% y una
media de estancia de 28,9 dias. Los costes anuales calculados fueron 70 millones de
euros. Como comparacién, en el aio 2001 hubo 5.306 altas por infarto agudo de

miocardio, con una mortalidad intrahospitalaria de 10,8%. 3’
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4. ETIOLOGIA Y MICROBIOLOGIA DE LA SEPSIS

En 2012, la Federacién Mundial de Sociedades de Medicina Critica e Intensiva llevd a
cabo una encuesta de datos de Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) en todo el
mundo, en la que participaron 730 UCls de 84 paises 3%3° incluyendo un total de 10.069
pacientes. De ellos, 2.973 (29,5%) tenian diagndstico de sepsis. El foco de infeccién mas
comun fue respiratorio (67,4%) seguido de abdominal (21,8%). Se reportaron
resultados microbioldgicos positivos en 69,6%, dos tercios de los pacientes tenian
infeccién por Gram negativos y la mitad por Gram positivos (51,1% tenian mas de un
aislamiento). Se observaron diferencias microbioldgicas a lo largo del globo con los
Gram positivos mucho mas infrecuentes en el Sudeste Asiatico (21,4%) que el resto del
mundo. Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) fue mas frecuente en
Oriente Medio (14,4%) y Norteamérica (12,8%) que en Europa occidental (6,1%).
Aislados de Klebsiella spp se observaron con mayor frecuencia en Africa (31,3%),
Europa del Este (28,5%) y Sudamérica (24,7%). Pseudomonas spp fue mas frecuente en
Europa del Este (21,1%) y Sudamérica (20,4%). Los hongos fueron la causa de infecciéon

en el 14,5% en Europa, pero solo en el 5,1% en Norteamérica.

En un estudio multicéntrico espafiol ya mencionado previamente 3* se observé que un
51.5% de las infecciones causantes de sepsis graves eran adquiridas en la comunidad y
que el foco de infeccién mds habitual era pulmonar (44,8%) seguido de abdominal
(31.5%), urinario (6.2%), relacionado con catéter (4.6%), piel y partes blandas (3.1%) e
infeccion de herida quirurgica (3.1%). Se llegd a un diagndstico microbiolégico en
64.5% de los episodios de sepsis, aislandose bacilos Gram negativos en un 50% de ellos
(siendo Escherichia coli el mas frecuente seguido por Pseudomonas aeruginosa), cocos
gran positivos en un 40,3% (Staphylococcus aureus el mas frecuente seguido de
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus coagulasa negativos y Enterococcus
faecalis) y hongos en 5.8% (la mayoria Candida albicans). En cuanto a la adecuacion del
tratamiento antibidtico empirico, evaluado en funcién del antibiograma obtenido
finalmente en aquellos en los que se llegd a un diagndstico microbioldgico, se

considero apropiado en 78.9% e inapropiado en 18.7%.
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5. FACTORES PRONOSTICOS

A pesar de que la incidencia de sepsis ha aumentado, diversos estudios muestran un
descenso en la mortalidad 3233 probablemente debida a la mejoria del diagndstico

precoz y a la implementacién de un tratamiento rapido.

Es evidente que existen factores prondsticos no modificables tales como la edad, la
comorbilidad, el consumo previo de téxicos, lainmunosupresiéon previa etc. y factores
relacionados con la gravedad de la infeccion tales como la puntuacion en escalas de

gravedad como el score SOFA.33

Sin embargo, la eleccidn del tratamiento antibidtico y su administracién precoz han
mostrado ser un factor clave en la supervivencia. En un conocido estudio publicado por
Kumar et al’® en 2006 se observé que la supervivencia en pacientes con shock séptico
dependia directamente del tiempo de hipotensién previo al inicio de tratamiento
antibidtico, de manera que si se instaura un tratamiento antibidtico en la primera hora,
la supervivencia es del 80%, mientras que por cada hora de retraso existe un aumento
proporcional de mortalidad, siendo menor del 50% si el retraso es de 4 horas y 15-20%
a partir de las 12 horas. (Figura 1). Morrel et al *° demostraron también el impacto
negativo en la supervivencia en funcién del tiempo de retraso hasta la administraciéon
de antifungico en pacientes con candidemia. Estos resultados se confirmaron en
estudios posteriores,?’3%41-45 y en un espectro mas amplio de pacientes con sepsis,
principalmente en un estudio multicéntrico realizado en 165 UCIs de Europa, Estados
Unidos y Sudamérica*? que incluyé a 17.990 pacientes encontrando huevamente una
relacion directamente proporcional entre la mortalidad y el tiempo hasta la

administracion de antibidtico.
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Figura 1. Efecto del momento de inicio de tratamiento antibiético tras la presencia de

hipotension en la supervivencia de pacientes con shock séptico.?®

La principal limitacidn y critica de estos trabajos, es que se centraron principalmente en
el tiempo hasta la administracion de antibidtico, obviando otros factores
fundamentales como si la eleccion del antibidtico o su dosis era adecuada, si existia
una resucitacidon éptima o si existia un correcto control del foco de infeccion.
Efectivamente en otros trabajos se ha evidenciado que en pacientes con sepsis grave o
shock séptico, una adecuada resucitacion y sobre todo la adecuacion del tratamiento
antibiotico, ademas del momento de administracion, son factores clave en la

supervivencia.*®4’

Se estima que el tratamiento antibidtico empirico es inadecuado en entre el 20y el
35% de los pacientes con sepsis 34, siendo mayor la inadecuacién en pacientes con
infecciones por Gram negativos®, lo cual produce un aumento en la mortalidad y en la

estancia hospitalaria.

El aumento creciente de bacterias con resistencia a antibiéticos y la aparicién de
nuevos mecanismos de resistencia tiene como consecuencia un mayor nidmero de
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pacientes con tratamiento inadecuado y una necesidad de ampliar el espectro del
antibiético empirico. Algunos estudios sugieren un peor prondstico de los pacientes
con sepsis por enterobacterias productoras de carbapenemasas °~2 >3y otros bacilos
Gram negativos multi-resistentes®* >> aunque probablemente sea la inadecuacion del

tratamiento antibidtico la responsable.>®>?

Por otro lado, la necesidad de ampliar el espectro del tratamiento antibidtico empirico
para asegurar su adecuacion en pacientes con sepsis en la era de la multi-resistencia,
tiene un impacto negativo en la ecologia bacteriana de los centros hospitalarios asi
como en el paciente, con mayor estancia hospitalaria y posibilidad de desarrollar

infecciones nosocomiales y diarrea por Clostridioides difficile. >2-°

Por este motivo, los laboratorios de microbiologia estan especialmente implicados en
la consecucion de un diagndstico microbioldgico precoz en estos pacientes y se han
desarrollado numerosas técnicas que utilizan la tecnologia mas avanzada disponible
para realizarlo, especialmente indicada para diagndstico de bacteriemia y utilizando la
sangre como muestra principal. Algunos estudios sugieren que los pacientes con
cultivos negativos tienen mayor mortalidad, lo cual depende de la capacidad

diagndstica del centro donde se encuentre el paciente. 6?

6. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO CONVENCIONAL DE LA SEPSIS

Llegar a un diagndstico etioldgico es fundamental por los motivos anteriormente
expuestos. En primer lugar, es importante tener en cuenta una adecuada extraccion,

transporte y procesamiento de las muestras.
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6.1. Fase pre-analitica

Existen varios factores que pueden contribuir a acelerar el diagndstico microbioldgico

de la sepsis en la fase pre-analitica. 62

En primer lugar, es primordial extraer y procesar precozmente muestras bioldgicas del
foco sospechoso de la infeccion ademas de los hemocultivos, y si es posible, antes de
iniciar el tratamiento antimicrobiano siempre que no retrase el mismo. La toma de

estas muestras tras inicio de antibioterapia reduce considerablemente la rentabilidad

del diagndstico microbiolégico, especialmente de los cultivos. ©3

En segundo lugar, en el caso de la extraccién de hemocultivos, son claves para la
rentabilidad del diagndstico microbiolégico la antisepsia cutanea que evitara
contaminaciones del hemocultivo, el volumen de sangre, relacionado con el peso del

paciente, y el momento de extraccién. 6463

En tercer lugar, el transporte de las muestras rapidamente al laboratorio y el tiempo
hasta la incubacién de los hemocultivos también tendra un impacto directo en la
sensibilidad, interpretacion y relevancia clinica de los mismos. La recepcion de
muestras en el laboratorio 24 horas al dia 7 dias a la semana puede acelerar el
diagndstico. Ademads, idealmente se debe notificar al laboratorio ante cualquier
sospecha clinica de sepsis para acelerar y priorizar el procesamiento de las muestras
del paciente, idealmente con el apoyo de sistemas informaticos que faciliten la

generacion de alertas y el control del tiempo de respuesta. 66

6.2 Fase analitica

Los hemocultivos son el pilar del diagndstico microbioldgico de la sepsis debido a que
la cantidad de microorganismos presentes en sangre en una bacteriemia es escasa
(generalmente <20 UFC/mI). Por ello no es posible obtener el diagndstico mediante
visualizacion directa de la sangre y las técnicas de deteccidn de patdgenos en sangre

total deben ser muy sensibles. Ademas, la técnica es asequible para la mayoria de
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laboratorios y la obtencidn de un cultivo permite determinar la sensibilidad a

antibidticos.

Una vez extraidos y transportados al laboratorio, las botellas de hemocultivos deben
introducirse lo antes posible en sistemas automaticos de incubacién. Habitualmente
los incubadores disponen de un sistema informatico que registra la hora de entrada de
la botella y tiempo hasta la positividad, conectado al sistema informatico del
laboratorio, de manera que una vez que detectan crecimiento se emite una alarma
para que el personal del laboratorio pueda retirar la botella correspondiente y
comenzar la cascada diagndstica lo antes posible. Esta cascada es iniciada
habitualmente por una tinciéon de Gram, la cual ya aporta una informacidon muy
importante ya que dependiendo del tipo de microorganismo puede variar el
tratamiento antibidtico y la orientacidn diagndstica hacia el foco de la sepsis o de la
bacteriemia. A continuacion, se realizan subcultivos en medio sdlido que seran
valorados habitualmente en la siguiente jornada laboral, cuando se procederd a su

identificacion y a la realizaciéon de test de sensibilidad antibiotica estandarizado.

Los tiempos de respuesta de un laboratorio de Microbiologia varian entre 24 y 48 horas
para la identificacién del microorganismo y entre 48 y 72 h para la obtencién de un

antibiograma (Figura 2).

Identificacion
Cultivo de la y

Antibiograma
definitivo del

sangre antibiograma . .
g 8 aislamiento.

preliminar

> 4-72 horas > 5 min> 12-24 horas > 24 horas >

Figura 2. Diagndstico microbiolégico convencional de la bacteriemia
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Las nuevas tecnologias disponibles tienen la posibilidad de optimizar estos tiempos,

como analizaremos a continuacion.

7. NUEVAS TECNOLOGIAS PARA EL DIAGNOSTICO DE SEPSIS EN SANGRE O
HEMOCULTIVOS

En los ultimos afios las nuevas tecnologias han revolucionado los laboratorios de
Microbiologia, y han permitido acelerar el diagndstico etiolégico de la sepsis sin perder

precision.

En primer lugar, se han desarrollado sistemas de cultivo de sangre automatizados con
algoritmos éptimos que aceleran el crecimiento bacteriano y que permiten un menor

tiempo hasta la positividad. ¢’

Por otro lado, la espectrometria de masas y la biologia molecular han cambiado
completamente la identificacion de microorganismos en los laboratorios de
Microbiologia. En el campo de la sepsis se han desarrollado multiples algoritmos para
poder realizar identificacidn bacteriana directamente en la muestra obtenida del
paciente, aplicandose mayoritariamente en sangre o hemocultivos. A continuacion, se
describen las técnicas que han alcanzado un mayor desarrollo y sobre las que se

dispone de mas estudios:

En la Figura nimero 3, adaptado de Peri et al, %8 se muestra la potencial reduccion del
tiempo hasta el diagndstico (turnaround time, TAT) que las técnicas moleculares

realizadas en sangre pueden conseguir frente a los cultivos convencionales.
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Figura 3. Técnicas independientes de cultivo para el diagndstico de sepsis, numero de
patégenos detectados y comparacion de TAT frente a técnicas convencionales. %8

7.1 Técnicas sobre muestra directa de sangre

El rendimiento de las tecnologias basadas en la amplificacion de acidos nucleicos se ve

afectado por la carga bacteriana en la muestra y la presencia de inhibidores de PCR en

la sangre, por lo que a menudo se asocian con el cultivo de enriquecimiento.

Sin embargo, se han realizado numerosos intentos y se han logrado avances en su

utilizacién en sangre total. Algunas de las pruebas basadas en esta tecnologia han sido

comercializadas. ®8 y se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Tecnologias comercializadas basadas en amplificacidon de acidos nucleicos

sobre sangre total para el diagnodstico de bacteriemia

Escherichia coli

Gen
" Ensayo TAT?(| Microorganismos es C -
omplejidad S/E
Tecnologia (fabricante) h) detectados de plel /
Rb
Magicplex Automatiza
™ H " daen
Sep§|s 73 Gram po.smvos, 12 mecA. van | varios 29-65%/
Real-Time 3-5 |Gram negatives, 6 ’
PCR test hohgos A/B pasos/pers 66-95%
onal
multipl (Seegene) entrenado
ea
tiempo Candida spp. (C. parcialment
real Fungiplex® albicans, C. e
Candida 3 parapsilosis, C. aUtomatiza 100%/
(Bruker dubliniensis, C. ) do/persona 94,1%
Daltonik) tropicalis, C. glabrata,
C K _)’ ’ | entrenado
. krusei
Candida spp.
T2Candida® (C. albicans /C. Totalmente
panel 3.5 tropicalis, ) automatiza 91%/
PCR (T2Biosyste C. glabrata/C. do/persona 99%
basada ms) krusei and C. | entrenado
en parapsilosis)
tecnolog Ente_rococcus
ia de faecium,
resonan Staphylococcus
cia T2Bacteria aureus, Klebsiella Totalmente 90%/
magnéti ® panel 17 pneumoniae, automatiza 96-
ca (T2Biosyste B Acinetobacter - do/persona 98%
ms) baumannii, | entrenado
Pseudomonas
aeruginosa,

ABREVIATURAS: °TAT, turn around time;

7.1.1 Magicplex™ Sepsis y Fungiplex® Candida

bR, resistencia; ‘PCR, polymerase chain reaction.

La prueba en tiempo real Magicplex™ Sepsis (Seegene, Seul, Republica de Corea) se

basa en PCR en tiempo real, detectando mas de 90 microorganismos y tres genes de

resistencia directamente a partir de sangre total en 3 a 6 horas. Un estudio mostré que

los pacientes con resultados positivos en Magicplex y negativos en los cultivos

sanguineos eran mas propensos a estar recibiendo antibidticos en comparacioén con

pacientes con resultados positivos solo en los cultivos sanguineos, lo que sugiere que
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esta prueba podria ser util durante el tratamiento antimicrobiano. Sin embargo, a
pesar de una buena concordancia entre los resultados de Magiplex y los cultivos
sanguineos y una alta especificidad de la prueba (95%), su sensibilidad sigue siendo

baja (29%-47%), lo que dificulta su aplicacidn clinica. %87°

En cuanto a la prueba Fungiplex® Candida (Bruker Daltonik, Bremen, Alemania),
también basada en PCR en tiempo real para detectar Candida spp. a partir de sangre
total en 3 horas, ha mostrado un buen rendimiento en unidades de cuidados

intensivos.”!

7.1.2 T2 Resonancia Magnética

En los ultimos afios ha surgido una tecnologia completamente nueva: la asociacién del
diagndstico molecular con la resonancia magnética miniaturizada, llamada resonancia
magnética T2 (T2MR; T2Biosystems, Lexington, MA, EE. UU). Se trata de un sistema
completamente automatizado en el que el ADN microbiano amplificado por PCR se une
por hibridacion a sondas enriquecidas con nanoparticulas superparamagnéticas, lo que
permite la deteccidn e identificacion de los amplicones mediante cambios en la sefial
magnética. Especificamente, el T2ZMR detecta acidos nucleicos basdandose en dos
poblaciones diferentes de nanoparticulas superparamagnéticas, que se unen a sondas
que hibridan con los extremos 5'y 3' del ADN diana, respectivamente. Tras la
hibridacion con las sondas, el ADN diana promueve que las nanoparticulas se
ensamblen en un grupo especifico, siendo necesario solo unas pocas copias de acido
nucleico para que la seial del grupo sea detectada en el campo magnético. Estas
caracteristicas permiten al T2MR detectar células microbianas intactas en lugar de ADN
circulante libre (cuya importancia clinica es incierta), con un limite de deteccion de 1
UFC/mL. Los paneles T2Candida® y T2Bacteria® son los primeros ensayos comerciales
basados en esta tecnologia. T2Candida permite la identificacién de las cinco especies
mas comunes de Candida en 3 a 4 horas, informando resultados para tres grupos de
especies, basados en la susceptibilidad antifungica (Candida albicans/Candida

tropicalis, Candida glabrata/Candida kruseiy Candida parapsilosis).
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El rendimiento de T2Candida se ha evaluado en un estudio multicéntrico 72 en
pacientes hospitalizados donde se ordenaron cultivos sanguineos segun el estandar de
atencidn cuando se sospechaba bacteriemia. Ademas, debido a la baja incidencia
esperada de candidemia y la baja sensibilidad de los cultivos sanguineos para la
candidiasis, limitando su papel como comparador, se afiadié un brazo ficticio al estudio
prospectivo. En este brazo, las muestras fueron suplementadas manualmente con
titulos clinicamente relevantes de especies de Candida, y también se incluyeron
controles negativos. En general, T2MR demostré una especificidad y sensibilidad del

99,4% y 91,1%, respectivamente.

Basado en la misma tecnologia, el ensayo T2Bacteria puede detectar las seis bacterias
del grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli) en
4 a 7 horas. Curiosamente, este ensayo ha mostrado mejor rendimiento cuando se
utiliza un criterio de “infeccion real” como comparador, en lugar de cultivos de sangre
positivos, es decir, el mismo microorganismo detectado solo por T2Bacteria fue
cultivado a partir de otro tipo de muestra que refleja la fuente de infeccién 7374, Este
ensayo ha mostrado capacidad para reducir el uso de antibidticos, sin embargo el panel

reducido de microorganismos detectados es una limitacién importante >,

Un metanlisis publicado por Giannella et al 7® compard la utilizacién de
antimicrobianos y recursos con T2MR (incluyendo T2Candida y T2Bacteria) frente a los
hemocultivos en pacientes con sospecha de bacteriemia. T2MR se asocié con una
transicion mas rdpida a un tratamiento dirigido y a una menor estancia en UCl y en el

hospital, sin diferencias en la tasa de mortalidad.

Existen 2 nuevos ensayos no comercializados basados en esta tecnologia, el panel T2

resistance®, que puede detectar 13 genes de resistencia (CTX-M 14, CTX-M 15,

CMY, DHA, KPC, OXA-48, NDM, VIM, IMP, vanA\B, mecA/C); y el panel T2Cauris™,

disefiado para detectar las especies emergentes de Candida multirresistentes.
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7.1.3 Otras técnicas

Varios tests de diagndstico sobre sangre completa han sido retirados del mercado. El
LightCycler® SeptiFast, una prueba de PCR en tiempo real fabricada por Roche en Suiza,
fue la primera prueba comercializada para la identificacidon de patégenos en sangre
completa. Fue retirada debido a su baja sensibilidad (65% - 75%).””-”° De manera
similar, el multiplex PCR VYOO® fabricado por Analytik Jena en Alemania también fue
descontinuado por razones similares.®® Otro sistema, el IRIDICA de Abbott en EE. UU.,
gue combinaba una PCR especifica para patdégenos con la espectometria de masas
basada en ionizacién por electrospray, fue retirado a pesar de sus resultados

prometedores.8%82

Las pruebas basadas en metagendmica tienen un gran potencial, ya que pueden
proporcionar un analisis integral del material genético no humano en muestras clinicas,
lo que podria transformar el campo de la microbiologia diagndstica. Sin embargo,
algunas de estas pruebas tienen limitaciones. Por ejemplo, SepsiTest™ de Molzym en
Alemania, que se basa en la metagendmica basada en amplicones, tiene una
sensibilidad y especificidad del 48% y 86%, respectivamente.®? A pesar de su capacidad
para detectar infecciones polimicrobianas, su baja sensibilidad y la falta de deteccion
de genes de resistencia dificultan su implementacidn clinica. Del mismo modo, el
ensayo Hybcell Pathogen DNA de CubeDx en Austria, que se basa en la amplificaciony
secuenciacion del rDNA bacteriano y fungico, tiene una sensibilidad y especificidad
reportadas del 63% y 80%, respectivamente, y su evaluacion en estudios clinicos aun

esta pendiente.

La metagendmica “shotgun” (de escopeta), otro enfoque basado en Next Generation
Sequencing (NGS) no dirigido, muestra promesas al proporcionar una secuenciacién
masiva del contenido gendmico de una muestra, lo que potencialmente lleva a la
identificacion de patdgenos y a la caracterizacidén de los determinantes de resistencia
asociados. Sin embargo, tiene limitaciones como la identificacidon frecuente de
colonizadores/contaminantes, la falta de estandares y controles bien caracterizados,
los largos tiempos de respuesta, la necesidad de personal altamente capacitado y de

laboratorios dedicados, ademas de los elevados costes. Actualmente, muy pocas
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pruebas basadas en metagendmica shotgun estan disponibles comercialmente para el
diagndstico de bacteriemia. Por ejemplo, el iDTECT® Dx Blood test de PathoQuest en
Francia es una prueba marcada con CE que muestra resultados prometedores, pero su
disponibilidad e implementacién estd muy limitada. Un estudio prospectivo,
multicéntrico y a ciegas ha evaluado el rendimiento de esta prueba en pacientes
inmunocomprometidos, mostrando cémo puede detectar mas microorganismos
clinicamente relevantes en la sangre que los métodos convencionales, con un alto valor

predictivo negativo.®3

El Karius NGS Plasma Test™ (Karius, Redwood City, CA, EE. UU.) es una prueba
desarrollada en laboratorio que esta disponible comercialmente en los EE. UU. Fue
desarrollada, validada y actualmente se realiza en el laboratorio central de Karius, que
estd certificado segln las Enmiendas de Mejora del Laboratorio Clinico y acreditado
por el Colegio de Patdlogos Americanos, por lo que no requiere la aprobacion de la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los EE. UU. La prueba se basa en NGS
no dirigido de ADN libre de células microbianas del plasmay es capaz de identificar
mas de 1.000 patogenos clinicamente relevantes. Un estudio reciente ha descrito la
validacion analitica y clinica de esta prueba informando una concordancia general con
los hemocultivos del 93,7%. 8 Sin embargo, un estudio retrospectivo mas reciente
sobre los pacientes a los que se realizé una prueba Karius en cinco instituciones
estadounidenses durante 1.5 afios, mostré como el impacto clinico de la prueba, segun
el equipo tratante, sigue siendo limitado.®> Un estudio reciente realizado en China,
sugiere que el test podria tener una especial utilidad en pacientes con sintomas leves

en los que la rentabilidad de los hemocultivos convencionales es baja.

7.1.4 Consideraciones econdmicas de estas pruebas

El coste de las pruebas independientes de cultivo es considerablemente mas elevado
que el de los cultivos convencionales. Sin embargo, este gasto adicional debe ser

sopesado con el potencial ahorro de la implementacion de la prueba en la duracién de

31



estancia hospitalaria, en el uso de antimicrobianos y el impacto en morbimortalidad.

Hasta la fecha, pocos estudios evaltan el impacto econdmico de estas pruebas.

7.2. Técnicas sobre hemocultivo positivo:

El siguiente paso tras conocer mediante el sistema informatico que un hemocultivo
tiene crecimiento (es positivo) es habitualmente la tincién de Gram, que continuda
siendo una técnica facil, rdpida y util. Posteriormente y como alternativa al diagndstico
convencional, existen varias técnicas que podemos aplicar para acelerar el diagndstico
etioldgico y la sensibilidad a antibioticos. A continuacion exponemos las técnicas mas
importantes y de las que se disponen mas datos, algunas guiadas por la tincién de

Gram y otras independientes.

7.2.1 Técnicas de hibridacidn in situ (FISH)

e AdvanDX-QuickFISH®: Técnica que tiene como diana el RNA 168, realiza 4

ensayos simultaneamente en 30 minutos tras los cuales se visualiza la
fluorescencia por microscopio. Detecta 3 Gram negativos (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa), Gram positivos (S. aureus,
SCN, Enterococo) y 3 especies de Candida (C. albicans, C. glabrata y C.
parapsilosis). Es mds barato que la PCR a tiempo real y tiene impacto clinico
cuando va acompafiada de intervencién, consejo terapéutico y programas de

optimizacion de tratamiento antibidtico.?’°1

e Accelerate Pheno system-Pheno® Test BC: Identifica el microorganismo en 1.5h

via filtracion en gel, FISH y proporciona un antibiograma preliminar generando
un fenotipo cuantitativo 5,5h después, por analisis celular morfocinético.
Adelanta tiempo de diagndstico con sensibilidad (S) de 88,7-100% y
especificidad (E) de 97-100%.°% Detecta bacteriemias polimicrobianas que se
escaparian con métodos estandar y permite adelantar la identificacién y la
sensibilidad antimicrobiana en 23 y 42 horas respectivamente. %
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7.2.2 Amplificacion de acidos nucleicos por reaccion de la polimerasa en cadena

(PCR)

En este apartado incluimos tanto PCR especificas para un patégeno y mecanismos de

resistencia como técnicas moleculares de diagndstico multiple.

GeneXpert® MRSA/SA BCy BD MAX MRSA Staph SR/XT

Ambos combinan extraccidon y amplificacidon de acidos nucleicos por lo que
practicamente no requiere de tiempo ni de experiencia del personal en técnicas
de biologia molecular. Se realizan tras la identificacion de cocos Gram positivos
en racimo en la tincién de gran del hemocultivo positivo. Detectan S. aureus
sensible (SAMS) y resistente a meticilina (SARM) en un tiempo de 62 minutos
en el caso de GeneXpert y 2 horas en el caso de BD MAX. El uso de estas
técnicas ha mostrado mejorar la adecuacion del tratamiento antibidtico en la

bacteriemia por S. aureus, sin impacto en la mortalidad. 248

GeneXpert® Carba-R

Detecta Unicamente genes de resistencia a carbapenems por produccion de
carbapenemasas (blaKPC, blaNDM, blaVIM, blaOXA-48, blalMP) en 50 minutos.
Se utiliza, ademas de sobre bacterias resistentes crecidas en subcultivos, en
muestra de hemocultivo de pacientes con bacteriemia por bacilos Gram
negativos en las que existe sospecha de este tipo resistencia, por ejemplo, por
colonizacién previa por un microorganismo productor de carbapenemasas. Un
estudio reciente mostré que un algoritmo de diagndstico rapido utilizando este
test para el diagndstico precoz de las bacteriemias por este tipo de

microorganismos tuvo un impacto en la mortalidad de los pacientes.*®

Luminex Nanosphere VERIGENE® - BC-GP & BC-GN72

Se trata de una PCR multiple guiada por tinciéon de Gram. Realiza extraccion de
acidos nucleicos seguido de hibridacion con nanoparticulas de oro
(tedricamente mas sensible que fluorocromo). Existen 2 paneles: Gram

positivos (deteccion de 9 especies y 4 géneros de bacterias Gram positivas y 3

33



genes de resistencia) y Gram negativos (deteccion de 5 especies y 4 géneros de
bacterias Gram negativas y 6 genes de resistencia), de manera que se utiliza
uno u otro en funcion de la tincién de Gram. Requiere 10 minutos de manos y
2.5 h hasta la identificacion. Su utilizacion acompafiada de intervencion y
programa de optimizacidn de tratamiento antibiético han mostrado disminuir el
tiempo hasta un tratamiento dptimo en comparacion con el diagndstico

convencional. 100-103

BioMeriéux - Biofire® Filmarray®

Integra preparacion, amplificacion y analisis de la muestra por lo que el tiempo
de manos es de tan solo 2 minutos, mientras que el tiempo hasta la
identificacion es de aproximadamente 1 hora. Incluye 27 dianas (Gram
positivos, Gram negativos, Candida y genes de resistencia). No requiere tincién
de Gram previa por estar integrados todos los microorganismos en un mismo
panel. Su sensibilidad es de 97,5% y su especificidad 99,8%52. Al igual que otras
técnicas de PCR multiple, su utilizacién acompafiada de intervencién y
optimizacion de antibioticos ha mostrado reducir el tiempo hasta un

tratamiento adecuado asi como ser coste-efectiva.10410>

GenMark DX- ePlex BCID

Se trata de una PCR multiple guiada por tincién de gram. Dispone de 3 paneles

diferentes segun la tincion:
o Panel Gram+: 20 dianas, 4 genes de resistencia, pan- Candida, pan- GN
o Panel Gram-; 21 dianas, 6 genes de resistencia, pan- GP, pan- Candida
o Panel hongos: 16 dianas.

Un estudio comparando este test con el cultivo convencional mostré mayor
rapidez en la identificacion y el antibiograma de bacilos gran negativos
causantes lo que potencialmente permitiria el ajuste precoz de antibioterapia.

Su posibilidad de descartar gran positivos también tendria el potencial de
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suspender antibidticos frente a estos microorganismos en 63/98 (64.3%) de los

casos.1% No obstante, se necesitan mas estudios para evaluar su impacto real.

Curetis Unyvero™ - BCU

Este panel no requiere tincién de Gram. Tiene como diana 10 Gram positivos,
15 Gram negativos, M. tuberculosis, 8 hongos y 16 genes de Resistencia con un
TAT de 4 horas. Se trata de un ensayo con muchas ventajas ya que detecta un
numero significativo de patégenos y mecanismos de resistencia, sin necesidad
de tincion de Gram. Un estudio multicéntrico realizado en Alemania concluyd
que la aplicacidon Unyvero BCU proporcioné resultados rapidos y fiables,
mejorando el tiempo hasta el diagndstico con respecto al cultivo convencional.
Sin embargo, aun no hay estudios que evaltien su impacto clinico frente a otras

técnicas. 107

Sepsis Flow Chip Assay

Detecta 7 dianas gran positivas, 10 Gram negativos, C. albicans, 20 genes

resistencia con una Sensibilidad de 93,3% y una especificidad de 100% 10%:10°

Aunque ha mostrado buena concordancia y mayor rapidez con respecto a

técnicas convencionales, su impacto clinico no ha sido evaluado. *1°
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Tabla 3. Principales técnicas moleculares de PCR multiple sobre hemocultivo positivo.

diagnostica)

albicans

20 genes de
resistencia

PRUEBA Tecnologia TAT® | Manip | Patégenos Ventajas/Desventajas
ulaciéon | detectados
QuickFISH FISH® 30 <5 min | 10 microorganismos: | Mas rapido y menor
(AdvanDX) min 3 Gram negativos, 4 | coste, no requiere
Gram positivos, 3 tincién de Gram/Menos
especies de Candida | patdégenos, no detecta
genes de resistencia
Filmarray PCR® 1 <2min | 24 microorganismos: | No tincion de Gram,
(Biomerieux) multiplex hora 11 Gram rfejgatlvos, 8 eqU|pa~m|ento
Gram positivos, 5 pequefio/pocos
especies de Candida. | mecanismos de
Genes de resistencia: | resistencia
mecA,vanA/B, KPC
Verigene® PCR + 2,5h | 10 min | 2 paneles: Detecta mecanismos de
SI}/ste.m microarrays 1.Gram negativos :9 rfe5|§fen:|aérequ|ere
( umlner)l( + CTX-M, IMP, KPC, tincion de Gram.
Nanosphere) NDM, OXA, VIM
2.Gram positivos:13
+ mecA,van A/B
ePlex BCID PCR + 1,5h | <2min 3 paneles: Detecta anaerobios,
(Gen Mark microarrays 1.Gram negativos: Cﬂ[.':O;OCO, F,usanum spp
DX) 21+ CTX-M, IMP, Z’R odotorula S’I”"
KPC, NDM, OXA, VIM etectq principales
mecanismos de
2.Gram positivos:20 | resistencia/requiere
+mecA/C,van A/B tincién de Gram.
3.Hongos
Unyvero™ PCR + 4h <2min | 35 patdgenos: 15 Gran nimero de
(Curetis) microarrays Gram negativos, 11 patdégenos, principales
Gram positivos, 8 mecanismos de
Hongos (incl. resistencia, no requiere
Aspergillus) tincién de Gram/ Mayor
Mycobacterium spp. | TAT que otros sistemas
16 genes de
resistencia
Sepsis Flow PCR + 3h <2min 18 patdgenos: 10 Detecta mecanismos de
Chip Assay microarrays Gram negativos, 7 resistencia, No requiere
(Master Gram positivos, C. tincion de Gram/nimero

de patdgenos limitados,
sélo C. albicans

ABREVIATURAS: ®TAT, turn around time; °FISH, fluorescence in situ hybridization; °PCR, polymerase chain

reaction.
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7.2.3 Espectrometria de masas

Actualmente, la tecnologia basada en espectrometria de masas es utilizada en la
mayoria de laboratorios de Microbiologia para la identificacidon de especies a partir de
aislamientos en placas de cultivo. El uso de MALDI-TOF MS se ha vuelto por ello
imprescindible en la microbiologia actual y estd ampliamente disponible. Su
disponibilidad y bajo coste lo hace preferible a cualquier otra tecnologia en el caso de
la identificacidén precoz de patdgenos en hemocultivos positivos. En este sentido, es
posible la identificacidén directa sobre muestra directa de hemocultivo crecido. Para
este proceso, la suspension del hemocultivo se trata generalmente con un agente
detergente seguido de un procedimiento de centrifugacién y extraccion de proteinas
con etanol y acido férmico para posteriormente ser analizado MALDI-TOF MS. Este
proceso puede llevar de 20 a 45 minutos (Figura 4). Otra gran ventaja frente a las
técnicas moleculares de PCR multiple, ademds de la amplia disponibilidad de esta
tecnologia, estda el espectro de microorganismos que identifica MALDI-TOF, que es
practicamente ilimitado. La posibilidad de combinarlo con técnicas rapidas de

sensibilidad antibidtica hace que sea el método utilizado por muchos laboratorios.
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Figura 4. Procesamiento de hemocultivos e identificacion mediante MALDI-TOF
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7.2.4 Técnicas fenotipicas rapidas de sensibilidad a antibiéticos

Junto a la identificacién del microorganismo, el informe de sensibilidad a antibidticos
(AST) es esencial para la eleccion definitiva del tratamiento antimicrobiano dirigido.
Con las técnicas convencionales generalmente el AST no esta disponible en el mismo
turno laboral sino al dia siguiente en la mayoria de los casos. En los laboratorios clinicos
se ha realizado ampliamente el uso no estandarizado de caldo de hemocultivo positivo
como inéculo para métodos de AST mediante difusién en disco, de cara acelerar el
tiempo de obtencion de resultados para AST a partir de hemocultivos positivos. Los
resultados se aproximan a los obtenidos por métodos estandarizados debido a la
concentracién de bacterias en un hemocultivo positivo, aproximadamente 0.5
McFarland, el mismo inéculo que para los test tradicionales. **'. Este método dispone
actualmente de instrucciones estandarizadas por EUCAST (EUCAST rapid AST directly
from positive blood culture bottles. Version 1.1. 2019. www.eucast.org and EUCAST.
Zone diameter breakpoints for rapid antimicrobial susceptibility testing (RAST) directly

from blood culture bottles. Version 1.1. 2019. www. eucast.org).

También la inoculacion del pellet obtenido tras el proceso referido previamente para la
identificacion por MALDI-TOF puede ser utilizada para AST, aunque los resultados son
menos precisos que de subcultivo en medio sdélido. En la Figura 5 se muestra como esta
aproximacion proporciona un diagndstico microbiolégico precoz comparado a las

técnicas convencionales. 8
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Figura 5. Diagndstico convencional de bacteriemia sobre hemocultivo positive frente
a aproximacion con identificacion precoz con MALDI-TOF de pellet obtenido de

hemocultivo inmediatamente tras la deteccién de crecimiento, incluyendo AST. 112

Existen otras técnicas novedosas para el AST rapido a partir de hemocultivos como la
evaluacion microscépica de cambios inducidos por antimicrobianos en la morfologia
celular, la evaluacion de tasas de divisién o la expresion génica. Dos métodos de AST
rapidos aprobados por agencias reguladoras y en uso clinico para AST fenotipico rapido
a partir de hemocultivos positivos son el Accelerate PhenoTest BC (Tucson, AZ), ya
explicado previamente, y el Alfred 60AST (Alifax, Italia). Alfred 60AST utiliza dispersiéon
de luz para detectar el crecimiento bacteriano en un caldo de cultivo liquido,
determinando resultados en 3-5 horas.}!3114 E| sistema Alfred 60 AST reduce el tiempo

hasta el AST con una buena concordancia con respecto al AST convencional,
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especialmente en bacteriemias por enterobacterias.'*>. Un estudio comparé los
métodos de AST rdpidos Accelerate Pheno™ y la combinaciéon de MALDI-TOF MS con
Alfred 60 AST, ambos métodos proporcionaron resultados fiables. Alfred 60AST
combinado con MALDI-TOF MS mostrd ser mas rapido y barato mientras que la ventaja
de Pheno es que proporciona la concentracién minima inhibitoria 116, y puede ser més
atil en determinadas situaciones. 17 Este sistema Alfred 60AST ha sido utilizado

también en muestras de orina, con un buen rendimiento.!®

8. TECNICAS RAPIDAS PARA EL DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DE LA SEPSIS
SOBRE MUESTRAS DIFERENTES DE SANGRE O HEMOCULTIVOS

Como comentabamos en apartados anteriores, en el paciente con sospecha de sepsis
es recomendable extraer muestras del foco sospechoso de infeccidn. Existen
actualmente numerosas técnicas rapidas basadas en test antigénicos, espectrometria
de masas o diagndstico molecular capaces de proporcionar un diagndstico rapido a

partir de muestras diferentes de sangre, procedentes del foco de infeccion.

Por otro lado, numerosas infecciones potencialmente graves no se acompafian de un
cuadro séptico por lo que estas pruebas no estan orientadas Unicamente a pacientes
sépticos. Es el caso, por ejemplo, de las infecciones del sistema nervioso central (SNC),
que no se acompaian de respuesta inflamatoria sistémica en muchos casos, y sin
embargo tienen una mortalidad considerable. El diagndstico etioldgico de las
infecciones del SNC ha avanzado mucho en los ultimos afios gracias a los paneles de

PCR multiple, de los que hablaremos mas adelante.

Los test rapidos antigénicos no son técnicas tan novedosas y se utilizan ampliamente.
Un ejemplo de ello es la deteccién rapida de antigeno de Streptococcus pyogenes en
muestras de piel y partes blandas, que permite detectar este patégeno en 15 minutos
si se toma una muestra adecuada. Su positividad tiene implicaciones no sélo en cuanto
al tratamiento antibidtico, sino también en el manejo quirdrgico, ya que en las

infecciones de piel y partes blandas producidas por este microorganismo es mas
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frecuente la afectacion de tejidos profundos y la progresién rapida a pesar de

antibidtico y el desbridamiento quirdrgico es necesario en muchos casos. '*°

En esta revision nos centraremos en las técnicas mas novedosas basadas en las nuevas

tecnologias por lo que no se revisaran los test antigénicos disponibles.

8.1 Técnicas moleculares

Al igual que sobre muestra de sangre o hemocultivos comentaremos tanto técnicas de

deteccidon molecular multiple como especificas.

8.1.1 Paneles sindromicos

Los paneles sindromicos se basan en PCR multiple, igual a los mencionados
previamente, identificando los principales microorganismos que potencialmente

pueden causar infeccion de acuerdo al sindrome correspondiente.

Estan orientados principalmente a infecciones comunitarias salvo algunas excepciones.

A continuacion, exponemos los mas relevantes.

8.1.1.A Paneles respiratorios

Actualmente, existen siete paneles aprobados para la deteccién multiple de

patdgenos respiratorios en exudado nasofaringeo:

e Luminex XTAG RVP v1 (Luminex Corporation)

e Luminex XTAG RVP Fast (Luminex Corporation) ¢

e FilmArray (FA-RP) (BioFire Diagnostics)

e eSensor RVP (GenMark Diagnostics)

e Verigene Respiratory Pathogens Flex test (Luminex Corporation)

e Luminex XTAG (NXTAG-RPP) (Luminex Corporation)
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e ePlex (ePlex RPP) (GenMark Diagnostics)

El mas utilizado es el FA-RP ya que incluye la mayoria de objetivos (n = 20) y tiene el
tiempo de respuesta mas rapido (~1 h). Sin embargo, su uso rutinario en la practica
clinica pediatrica sigue siendo motivo de debate, ya que requieren equipos
especificos y personal con experiencia. Estas pruebas ofrecen una detecciéon mas
sensible y especifica, pero su ventaja para identificar la verdadera etiologia de una

enfermedad respiratoria es limitada

Se ha visto que las pruebas PCR multiplex son mas rentables que los métodos
tradicionales cuando la prevalencia de una enfermedad viral respiratoria supera el
11%, con un ahorro promedio de 291 ddlares por caso.'?? Rappo et al*?* evaluaron
el uso de la prueba FA-RP en adultos y concluyeron que la realizacién de este test
redujo significativamente el tiempo de diagndstico de virus gripales y no gripales,
asi como la necesidad de hospitalizacion, radiografias de térax, duracion de la
estancia y uso de antimicrobianos. En un ensayo controlado aleatorizado realizado
en pacientes adultos con enfermedades respiratorias agudas, se observd que el uso
de pruebas moleculares rapidas se relaciond con una estancia hospitalaria mas

corta y un mejor uso de antivirales.'??

8.1.1 B Paneles gastrointestinales

Actualmente se dispone de 3 pruebas de PCR multiple aprobadas por la FDA para la

determinacion de enteropatégenos:

e Luminex xTAG gastrointestinal pathogen panel (Luminex GPP; Luminex
Corporation). Detecta 14 enteropatdgenos. El tiempo hasta el resultado para 96
muestras es de 5 horas y precisa de una preparacion de la muestra de 45

minutos y una fase de extraccidn de acidos nucleicos de 45 minutos.

e BioFire FilmArray gastrointestinal panel (BioFire GIP; BioFire Diagnostics, LLC).

Se trata de un Sistema automatizado que identifica 22 enteropatdgenos.
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Requiere una minima preparacién de la muestra de 2 minutos y el resultado se

obtiene en 60-90 minutos.

e Verigene Enteric Pathogens (Verigene EP) test (Luminex Corporation). Requiere
de una manipulacién de la muestra y de acidos nucleicos, con lo que puede

haber contaminaciones.

Es importante tener en cuenta que es imprescindible una estrategia adecuada a la
hora de decidir a qué pacientes deben aplicarse estas técnicas para ser coste-
efectivas. Un estudio mostré un incremento en los costes del laboratorio al
implementar el test Luminex GPP tras analizar 800 pacientes, que fue compensado
con una reduccién global en el coste total por paciente debido a una reduccidon en
los dias de aislamiento durante la estancia en el hospital. 123. En una cohorte de 158
pacientes se evalué el papel de FilmArray gastrointestinal y se vio que 21 (13.3%)
eran positivos para algin microorganismo no identificado por métodos
convencionales, y se podian haber evitado aislamientos innecesarios.'?* En
cualquier caso es importante resefiar que la mayoria de diarreas comunitarias no
precisan de un diagnostico etioldgico y que los esfuerzos deberian centrarse en
pacientes hospitalizados. Por otro lado, con respecto al diagnéstico de C. difficile,
existen otros algoritmos diagndsticos efectivos basados en técnicas antigénicas y en

PCR especificas. 12°.

8.1.1 C Paneles de infeccidon del SNC

El diagndstico tradicional de la meningitis y otras infecciones de SNC se basa en la
tincidon de Gram, de test antigénicos y de cultivo en liquido cefalorraquideo (LCR),
reservandose el diagndstico molecular para la sospecha de encefalitis herpética o
para el diagndstico de enterovirus mediante PCRs especificas o PCRs Unicamente de

virus.

Actualmente se han incorporado paneles que ademas de virus detectan bacterias y

hongos, y tienen como ventaja principal el diagndstico rapido de cualquiera de
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estas etiologias. Por otro lado, no es infrecuente que la puncién lumbar se retrase y
se haya iniciado tratamiento antibidtico en el momento de obtener LCR, por lo que
el cultivo bacteriano se vera afectado y los tests moleculares tendran mas
rentabilidad en esta situacion. Actualmente el panel aprobado y mas ampliamente
utilizado para el diagndstico sindromico de encefalitis/meningitis es el panel
FilmArray® Meningitis/Encephalitis (BioFire Diagnostics, LLC). Identifica 14 dianas
incluyendo virus, bacterias y Criptococcus sp. require una minima manipulacién de

la muestra (2 minutos) obteniendo resultados en 60-90 minutos.

Estd orientado principalmente a infecciones comunitarias ya que detecta
principalmente patdgenos causantes de meningitis/encefalitis comunitaria. No
seria util por tanto para infecciones de SNC posquirurgicas o relacionadas con

derivaciones ventriculares, donde la etiologia difiere considerablemente.

En el estudio mas amplio realizado hasta la fecha se observé una buena
concordancia con el cultivo, una mayor sensibilidad que los métodos
convencionales especialmente para bacterias en el seno de tratamiento antibidtico.
Sin embargo, los autores alertan de potenciales falsos positivos para S. pneumoniae
en pacientes que finalmente no tenian un diagndstico de meningitis y lo atribuyen
a una posible contaminacién por amplificacién de ADN procedente de los sanitarios

que extraen o procesan la muestra. 126

Destacar por otro lado que se necesita de una estrategia diagndstica para la
realizacién de este tipo de pruebas de cara a una correcta interpretacion de los
resultados y también para una adecuada gestion de los costes. En este sentido, una
buena herramienta de la que se dispone rapidamente en el laboratorio es la
bioguimica y el recuento celular realizado en LCR de forma que unos resultados
normales descartardn en la mayoria de los casos, excluyendo inmunodeprimidos,
una infeccion del SNCy la realizacion del panel de PCR multiple no sera necesaria.
127En |a tabla 5 se resumen las caracteristicas bioquimicas y celulares del LCR segun

el tipo de infeccidn.
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Tabla 4. Caracteristicas del LCR normales y en funcion del tipo de infeccién

Parametros en LCR | Normal Infeccion Infeccion Tuberculosis/
viral bacteriana fangico
Presion de
100- N I
apertura (mm 00 ormato 200-500 150-340
180 elevada
H,0)
Recuento
leucocitario 0-5 5-100 100->1000 5-1000
(celulas/ul)

Blri\é%‘é?g adse(m ¢/dl) <30 30-300 60-500 >60

Niveles de glucosa
(% glc sanggrze) 260 =60 <45 <45
Apariencia LCR claro claro turbio %Erriggso

8.1.2 PCRs especificas

Actualmente existen numerosas técnicas de PCR especificas que pueden utilizarse
directamente sobre bacterias obtenidas de cultivo pero que tienen especial interés
sobre muestra directa ya que proporcionan un diagndstico rapido segun la sospecha
clinica. Dado que existen en el mercado numerosas técnicas comercializadas, no
realizaremos aqui una revisién exhaustiva. Destacar por su facilidad y rapidez
GeneXpert® de Cepheid, con amplia experiencia en el diagndstico de tuberculosis.
Actualmente, como apoyo a la sospecha de infecciones respiratorias graves existen
varios ensayos: Xpert® Xpress SARS-CoV-2, Xpert® Xpress Flu/RSV, Xpert® Xpress CoV-
2/Flu/RSV plus. Para el diagndstico de infeccidn de piel y partes blandas (IPPB)
destacan Xpert® Xpress Strep Ay Xpert® MRSA/SA SSTI y su utilizacién ha demostrado
impacto clinico tanto en las IPPB'? como en la neumonia asociada a ventilacién
mecdnica.'?® Para el diagndstico de diarrea y sospecha de C. difficile, Xpert® C. difficile

BT. Ademas, dispone de varios ensayos que detectan mecanismos de resistencia en
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funcion de la sospecha (Xpert® vanA/vanB y Xpert® Carba-R, ya mencionado

previamente) que pueden utilizarse sobre muestra directa. 13°

8.2 Espectrometria de masas

Como hemos comentado previamente, la utilizacién de MALDI-TOF MS se ha vuelto
practicamente universal en los laboratorios de microbiologia, principalmente para la
identificacion de bacterias a partir de cultivo o subcultivo en medio sdlido. Su papel
para la identificacién de bacterias en muestra directa estd atn en estudio.'3! Algunos
estudios muestran resultados prometedores. Burillo et al*3? realizaron un estudio en el
gue 207 muestras de orina con visualizacidn de bacterias gram negativas con un solo
morfotipo fueron procesadas para identificacion directa por MALDI-TOF tras una serie
de centrifugaciones. Encontraron una sensibilidad del 81,3%, una especificidad de
93,2% cuando lo compararon con el cultivo convencional, con un tiempo hasta la
identificacion de 1 hora. El papel de MALDI-TOF MS para la identificacién sobre
muestra directa en otro tipo de muestras esta limitado por la dificultad de obtener un

pellet de bacterias con una carga bacteriana suficiente para su identificacion.

Cada vez mas estudios evaluan la capacidad de MALDI-TOF MS para la obtencién de
AST rapido*33, en concreto también en muestras de orina ha mostrado resultados
prometedores, concordantes con el AST convencional, y resultados en 4-5 horas desde

el procesamiento de las muestras. 134

9. SELECCION DE PACIENTES CANDIDATOS E INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS OBTENIDOS POR LAS NUEVAS TECNOLOGIAS

Las técnicas rapidas basadas en PCR multiple mencionadas previamente estan
revolucionando el diagnéstico microbioldgico ya que permiten identificar patégenosy
mecanismos de resistencia en un tiempo récord con el potencial de mejorar el
prondstico de los pacientes con un uso mds racional de antibidticos 3. Sin embargo,

hasta el momento los estudios sobre el impacto clinico de este tipo de técnicas arrojan
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resultados variables y a dia de hoy no estd clara la mejor estrategia para su utilizacion.

136 137

7’

Por otro lado, el uso indiscriminado de estas técnicas, que tienen un coste elevado,
puede incrementar considerablemente la proporcion de gasto sanitario
correspondiente al laboratorio. 38, Para evitar un uso inadecuado de las técnicas,
asegurar una correcta interpretacién de los resultados, y tomar decisiones
consecuentes con los resultados, es imprescindible la coordinacidn con especialistas en
enfermedades infecciosas, y especialmente de los equipos de programas de

optimizacién del uso de antimicrobianos. 136139,

Pandolfo et al *° reportan los resultados de una entrevista realizada a 35 intensivistas
en Reino Unido para evaluar sus creencias acerca del diagnédstico rapido molecular en
pacientes con neumonia. Los entrevistados valoraban estas técnicas favorablemente
como utiles en la practica clinica habitual, pero recalcaron la preocupacién por la
posible deteccidon de un microorganismo no patdgeno que no fuera el causante de la
infeccion del paciente y por los posibles falsos negativos de la técnica, ambos factores
gue podrian influir en la ausencia de ajuste de tratamiento tras los resultados de estas
técnicas rapidas. Los autores proponen un entrenamiento y un periodo de prueba
para la utilizacidon de estas técnicas para que los prescriptores puedan tomar

decisiones de forma fiable.

En este sentido, un especialista en enfermedades infecciosas con conocimientos y
experiencia clinica con estas técnicas, y que ademas conozca al paciente, puede ser de
gran ayuda a la hora de guiar al médico responsable en el manejo terapéutico del
paciente tras la obtencién de resultados. Este es probablemente el motivo por el que
encontramos en nuestro estudio un mayor ajuste de tratamiento tras realizar PCR
multiple si lo comparamos con los estudios mencionados previamente para estas

técnicas.

La seleccidn del paciente a quien aplicar la técnica es también importante a la hora de
interpretar el resultado, ademas de para asegurar la coste-efectividad de este tipo de

muestras. Se habla en este sentido de “Diagnostic Stewardship” que asegure: una
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buena seleccidn del paciente, una recogida adecuada de muestra en el momento
adecuado, una justificacion para la realizacidon de una prueba costosa; y tras la
realizacién de la prueba la participacion del equipo PROA para interpretar los
resultados y recomendar el tratamiento més apropiado.'**'4? En la Figura 6 se muestra

esta aproximacion.

Patient
Clinical Diagnosis &
evaluation treatment
Diagnostic Antimicrobial
StE_'WEI"dS-hIp Health Care Stgwarfdshlp _
+ Right test Provider - Right interpretation
- Right patient - Right antimicrobial
+ Right time + Right time
'
Rapid Rapid
diagnostic Rapid diagnostic diagnostic
test ordered test performed result
reported
\ Microbiology )
laboratory

Figura 6. Relacion ideal de los equipos PROA (“Antimicrobial Stewardship”) con los
equipos de optimizacion del diagndstico microbiolégico PRODIM (“Diagnostic

Stewardship) para optimizar el manejo del paciente con infeccién. 3¢

Se ha propuesto, en contraposicion a las 4 “Ds” de los programas PROA3, las 4 “Ts”
del “Diagnostic Stewardship”: elegir el Test adecuado en el Tipo de muestra adecuado,
recogida en el Tiempo adecuado y con intencidon de guiar Tratamiento, * tal como se

muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Las 4 Ts en la optimizacion del diagndstico microbiolégico:* elegir el Test
adecuado en el Tipo de muestra adecuado, recogida en el Tiempo adecuado y para

guiar Tratamiento adecuado.

Otras estrategias para identificar en el laboratorio los pacientes mas graves, y por
tanto prioritarios para la aplicacidn de pruebas de diagndstico rapido, son las alertas

de sepsis, como comentaremos a continuacion.

10. CODIGO SEPSIS

La alta morbimortalidad asociada a la sepsis ha llevado a la implementacién de alertas
de sepsis en numerosos hospitales en todo el mundo. 192145144145 Estas alertas estan
disefiadas para ayudar al clinico en la toma de decisiones que puedan tener un impacto

en el prondstico del paciente de acuerdo a la evidencia disponible.
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En Espafia se ha iniciado el proyecto 'Cédigo Sepsis', con el objetivo promover cambios
culturales para mejorar la atencion del paciente con sepsis grave o shock séptico.
Inicialmente se sumaron 11 sociedades cientificas, que en 2012 se reunierony
empezaron a trabajar en diferentes frentes, en consonancia con la tendencia mundial.
Fruto de este trabajo, en 2015 se presentd el 'Documento de Consenso' en el que
participaron 15 sociedades espanolas y que ha sido aprobado por el Ministerio de
Sanidad, Servicios Sociales e lgualdad y por todas las comunidades auténomas, y se ha
incorporado dentro del Programa de Seguridad del Paciente 2015-2020, y del Plan
Nacional de Resistencia Antibiética (PRAM) del propio Ministerio. Para la Comunidad
de Madrid, el documento de consenso para la implantacién del codigo se completd en

abril de 2017 con las recomendaciones principales. 14

Desde el punto de vista de la microbiologia, es interesante que estas alertas lleguen al
laboratorio para que las muestras de estos pacientes sean priorizadas frente al resto de
muestras que lleguen al laboratorio. Idealmente, la alerta se deberia transmitir
automaticamente al laboratorio para que se reconozcan inmediatamente las muestras
procedentes de este tipo de pacientes. Es en las muestras de estos pacientes donde
debe emplearse preferentemente la mejor tecnologia disponible para obtener un
diagndstico microbiolégico precoz que tenga un impacto clinico en el paciente. 147-151
Los resultados obtenidos deben ser informados rdpidamente al médico responsable
para que las técnicas rapidas puedan tener un impacto en el tratamiento. 2. Por otro
lado, los equipos hospitalarios del Programa de Optimizacidn del tratamiento
antimicrobiano (PROA) deben estar alertados sobre estos pacientes e implicados en el

manejo para una utilizacion dptima del tratamiento antibidtico 1°3-1%°
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OBJETIVOS
PARTE 1:

1. Evaluar el porcentaje de pacientes con una infeccion determinada en los que la
realizacién de un panel sindrémico de PCR multiple disefiado para el diagndstico
de dicha infeccion lleva al diagndstico etiolégico en nuestro medio. Estas técnicas
ya estdn validadas en la literatura, y no es objetivo de este estudio comparar su
rendimiento con respecto a las técnicas convencionales.

2. Estudiar la aceptacion de los cambios de tratamiento sugeridos por un especialista
en enfermedades infecciosas, en base a los resultados microbiolégicos rapidos
proporcionados por los paneles sindrémicos de PCR multiple.

3. Comparar el impacto de identificar precozmente el agente etiolégico causante de

infeccion mediante técnicas moleculares rapidas frente a un resultado negativo.
PARTE 2:

4, Evaluar la validez diagnostica de varias técnicas microbioldgicas rapidas (e.g.,
ALFRED), directamente en muestras de orina, para identificar la etiologia de la
sepsis urinaria en pacientes con sospecha de sepsis (extraccion de hemocultivos).
La técnica de referencia sera el cultivo microbioldgico estandar. Estas técnicas
rapidas ya estan validadas en la literatura; queremos conocer su rendimiento en
nuestro medio.

5. Medir el impacto clinico que supone adelantar la informaciéon microbioldgica
mediante la realizacion de técnicas diagndsticas rapidas, junto con una
intervencién de optimizacion del manejo del paciente con sepsis urinaria, mediante
las variables: mortalidad, estancia hospitalaria, necesidad de ingreso en UCI,
estancia en UCI, consumo de antibiéticos en DOTs (“days of therapy”), dias de

antibioterapia intravenosa, infeccion por C. difficile en el dia 30.
PARTE 3:

6. Evaluarlas caracteristicas de los pacientes con activacidn de cddigo sepsis de nuestro
centro, la adecuaciéon de la activacion de la alerta, la adecuaciéon del tratamiento

antimicrobiano, el diagndstico etiolégico, la evolucidn y el consumo de antibidticos.
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7.

10.

11.

Evaluar el impacto de la alerta de cédigo sepsis en el laboratorio de Microbiologia:
numero de hemocultivos recibidos de pacientes con cédigo sepsis respecto al total,
numero de muestras periféricas recibidas sobre el total, niUmero de muestras en las

que se aplican las nuevas tecnologias para diagndstico rapido.

Medir el impacto de la alerta en las interconsultas de enfermedades infecciosas:

numero de interconsultas por cédigos sepsis sobre el total.

Evaluar si existe un impacto clinico sobre el paciente, de una llamada urgente al

laboratorio de microbiologia en el momento de activar un codigo sepsis.

Evaluar si la valoracién por un especialista en enfermedades infecciosas tiene un
impacto en el tratamiento antibidtico, en la estancia hospitalaria o en el prondstico

del paciente.

Evaluar los factores relacionados con la mortalidad en los pacientes con activacién

de cédigo sepsis.
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PARTE 1: IMPACTO EN VIDA
REAL DE LA UTILIZACION
DE PANELES SINDROMICOS
DE PCR MULTIPLE PARA

INFECCIONES GRAVES.
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PARTE 1 PROYECTO SINTESIS. IMPACTO EN VIDA REAL DE LA UTILIZACION DE
PANELES SINDROMICOS DE PCR MULTIPLE PARA INFECCIONES GRAVES.

1. INTRODUCCION

Las técnicas rapidas basadas en PCR multiple estdn revolucionando el diagndstico
microbioldgico ya que permiten identificar patédgenos y mecanismos de resistencia en
un tiempo récord con el potencial de mejorar el prondstico de los pacientes con un uso
mds racional de antibidticos 1. Sin embargo, hasta el momento los estudios sobre el
impacto clinico de este tipo de técnicas arrojan resultados variables y a dia de hoy no

esta clara la mejor estrategia para su utilizacion. 3¢, 137

Por otro lado, el uso indiscriminado de estas técnicas, que tienen un coste elevado,
puede incrementar considerablemente la proporcién de gasto sanitario
correspondiente al laboratorio. *38. Para evitar un uso inadecuado de las técnicas,
asegurar una correcta interpretacion de los resultados, y tomar decisiones
consecuentes con los resultados, es imprescindible la coordinacidén con especialistas en
enfermedades infecciosas, y especialmente de los equipos de programas de

optimizacion del uso de antimicrobianos. 136139,

En el presente estudio evaluamos el impacto clinico de la utilizacién de varios paneles
de PCR multiple en pacientes que precisan hospitalizacion por infeccién, en el que los
resultados son interpretados e informados al médico responsable del paciente por un
especialista en enfermedades infecciosas, como parte de un programa de optimizacion
del uso de antimicrobianos en un servicio mixto de microbiologia y enfermedades

infecciosas.

2. HIPOTESIS:

Nuestra hipodtesis es que el uso de técnicas microbioldgicas diagndsticas rapidas
utilizando paneles de PCR multiple en pacientes seleccionados, junto con una
intervencién de optimizacion del manejo del paciente de acuerdo a los resultados,
puede tener un impacto clinico directo en los pacientes, traducido en un ajuste precoz
de tratamiento antimicrobiano. Por otro lado, el hallazgo de un diagndstico etioldgico,
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mas probable con la utilizacidn de paneles sindromicos, tendrd impacto en el ajuste de
tratamiento y/o en la reduccién en el consumo de antibidticos, y/o en la necesidad de

pruebas complementarias mayores y/o en la estancia hospitalaria.

3. OBIJETIVOS

1. Evaluar el porcentaje de pacientes con una infeccion determinada en los que la
realizacidn de un panel sindrémico de PCR multiple disefiado para el diagndstico de
dicha infeccion lleva al diagndstico etioldgico en nuestro medio. Estas técnicas ya estan
validadas en la literatura, y no es objetivo de este estudio comparar su rendimiento con

respecto a las técnicas convencionales.

2. Estudiar la aceptacion de los cambios de tratamiento sugeridos por un especialista
en enfermedades infecciosas, en base a los resultados microbioldgicos rapidos

proporcionados por los paneles sindromicos de PCR multiple.

3. Comparar el impacto de identificar precozmente el agente etiolégico causante de

infeccidon mediante técnicas moleculares rapidas frente a un resultado negativo.

4. METODOLOGIA

4.1. DISENO Y PERIODO DEL ESTUDIO

Estudio prospectivo realizado entre octubre de 2018 y septiembre de 2019 que
evalua el impacto de realizar pruebas de diagndstico rdpido basadas en las nuevas
tecnologias en pacientes con sepsis o infeccidn grave que requiere hospitalizacién
y de los que se disponen muestras del foco sospechoso de infeccidon, ademads de
hemocultivos, en el laboratorio Microbiologia del Hospital General Universitario

Gregorio Maraiéon (HGUGM).

4.2 AMBITO DEL ESTUDIO

Estudio realizado en el Hospital General Universitario Gregorio Marafidn. Nuestra

institucion es un hospital de 1.349 camas que atiende a pacientes provenientes de 13
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centros de salud, con una poblacién aproximada de 750.000 habitantes. Se trata de un
hospital de alta complejidad que consta de 7 unidades de pacientes criticos (2 UCls
médicas, 2 UCls post-quirurgicas, 1 unidad coronaria, 1 UCI pediatrica, 1 UCI de
neonatologia) y atiende inmunodeprimidos incluyendo pacientes trasplantados de

6rgano sdlido y receptores de trasplante de progenitores hematopoyéticos.

El Servicio de Microbiologia y Enfermedades Infecciosas de nuestro hospital estd
compuesto tanto por facultativos de laboratorio como por facultativos que realizan las
interconsultas de los pacientes ingresados con sospecha de infeccion. El contacto entre
ambos grupos es estrecho y continuo de manera que existen varias alertas creadas para
informar de los resultados mas criticos desde el laboratorio al clinico correspondiente
de manera que exista una correcta interpretacion y actuacién de acuerdo a dichos

resultados.

4.3 PACIENTES y METODOS

Los pacientes adultos hospitalizados, o en area de urgencias con hospitalizacion
prevista, de los que se remitieron simultdneamente muestras de hemocultivo y
muestra respiratoria, LCR o heces (intervalo de +/- 10 horas) al servicio de
Microbiologia del Hospital General Universitario Gregorio Marafién, de lunes a viernes,

en horario laboral fueron candidatos a la inclusidn en el estudio.
4.3.1. Criterios de inclusion

Se incluyeron finalmente en el estudio los pacientes que ademas cumplian los

siguientes criterios de inclusion:

e El paciente precisaba de ingreso hospitalario por la sospecha de infeccién que
motivo la extraccidn de las muestras.

e El paciente cumplia criterios de sepsis de acuerdo a las definiciones Sepsis-2 o
Sepsis-3, era inmunodeprimido o estaba ingresado en una unidad de Cuidados

Intensivos.
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El foco sospechos de infeccidn, al menos inicialmente, era respiratorio,
gastrointestinal o del sistema nervioso central.

En el caso de meningitis/encefalitis, debe ser de adquisicion comunitaria debido
a que los paneles de PCR multiple utilizados estdn disefiados para este
diagndstico y no incluyen microorganismos causantes de meningitis
postquirdrgicas o asociadas a dispositivos de derivacion ventricular.

En el caso de recepcion de LCR, se incluyeron Unicamente los pacientes con

leucorraquia >5, inmunodeprimidos o ingresados en unidades de criticos.

El foco de infeccidn se define de acuerdo a los criterios del Centers for Disease

Control and Prevention criteria (CDC). (Horan, 2008 #1)

El lugar de adquisicion de la infeccion se considerd segun los criterios de Friedman
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4.3.2 Criterios de exclusion

Fueron excluidos del estudio:

e Los pacientes que ya no estaban ingresados en el momento de la recepcion de

la muestra periférica.

e Aquellos en los que no habia suficiente volumen de muestra para la realizacion

de la técnica correspondiente.

e Aquellos en los que la muestra periférica no fuera susceptible de algoritmos de

diagndstico rapido (diferente de heces, respiratoria o LCR)

e Aquellos que tenian ya diagndstico etioldgico obtenido a través de otras

técnicas o muestras recibidas del mismo episodio.

e Aquellos en los que los hemocultivos eran positivos en el momento de recibir la

muestra periférica y tenian por tanto un diagnéstico etioldgico.

4.3.3 Algoritmo diagnéstico

Durante el periodo de estudio se revisaron cada mafiana de lunes a viernes las
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muestras recibidas en el laboratorio de Microbiologia. Aquellos pacientes que
cumplian los criterios de inclusién y que no tenian criterios de exclusion fueron

candidatos a entrar en el estudio.

Se aplicé diagnéstico molecular mediante paneles de PCR multiple sindromica (Biofire®
FilmArray®) para busqueda multiple de determinados patégenos en funcién del foco de

infeccién y de la muestra recibida:

o Panel Biofire® FilmArray® Gastrointestinal (Gl) sobre muestras de heces en
pacientes ingresados con diarrea comunitaria. Dicho panel detecta los
siguientes microorganismos:

=  BACTERIAS: Campylobacter, C. difficile, Plesiomonas shigelloides,
Salmonella, Vibrio, Yersinia enterocolitica, E. coli enteropatogeno, E.
coli enteroagregativo, E. coli enterotoxigénico, E. coli productor de
toxina Shiga, Shigella spp.

= PARASITOS: Cryptosporidium, Cyclospora cayetanensis, Entamoeba
histolytica, Giardia lamblia

= VIRUS: adenovirus, astrovirus, norovirus, rotavirus A, sapovirus

o Panel Biofire® FilmArray® Respiratorio sobre muestras de exudado
nasofaringeo fuera de la temporada de gripe o si la PCR especifica para
gripe era negativa y se sospechaba una infeccidn respiratoria. Dicho panel
detecta los siguientes microorganismos:

= VIRUS: Adenovirus, Coronavirus 229E, Coronavirus HKU1,
Coronavirus OC43, Coronavirus NL63, Coronavirus del Sindrome
Respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV), Metapneumovirus
humano, Rinovirus/Enterovirus humano, Influenza A, Influenza A/H1
Influenza A/H1-2009, Influenza A/H3, Influenza B, Parainfluenza 1,
Parainfluenza 2, Parainfluenza 3, Parainfluenza 4, VRS.

= BACTERIAS: Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis,

Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae.
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o Panel Biofire® FilmArray® Meningitis/Encefalitis (ME) sobre muestras de
LCR en pacientes con sospecha de meningitis o encefalitis comunitaria.
Dicho panel incluye los siguientes microorganismos:
=  BACTERIAS: E. coli K1, Haemophilus influenzae, Listeria
monocytogenes, Neisseria meningitidis, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus pneumoniae
= VIRUS: CMV, Enterovirus, virus Herpes Simplex 2, virus Herpes
Simplex 2, virus Herpes 6, Parechovirus Humano, virus Varicella-
Zoster
= HONGOS: Cryptococcus neoformans/gattii
Brevemente, para la realizacion de esta técnica se precisa de una minima manipulacién
de la muestra, que no requiere de pipeteos muy precisos, con un tiempo de
manipulacion de aproximadamente 2 minutos, lo que lo convierte en una técnica
sencilla y sin necesidad de personal experto. El procedimiento es similar

independientemente del tipo de muestra y se muestra brevemente en la Figura 8.

Insert Pouch into
Loading Station

Inject Sample

Inject Hydration
Solution

Add Pouch to
FilmArray and Start Run

Simple: Easy: Fast:

Only 2 minutes of No precise Run time of
hands-on time pipetting required about 1 hour

Figura 8. Procesamiento de la muestra para realizacion de PCR multiple Biofire®

FilmArray®
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4.3.4 Intervencion

Los resultados obtenidos fueron informados al médico responsable del paciente
inmediatamente después de finalizar el test y de obtener un resultado mediante
llamada telefénica. Este resultado fue informado por un especialista en Microbiologia y
Enfermedades Infecciosas, proporcionando una interpretacion en el contexto del
paciente y una recomendacion de ajuste de tratamiento antimicrobiano de acuerdo al

resultado.

4.3.5 Recogida de datos

Mediante la historia clinica electrdnica se recogeran datos demogréficos, clinicos,
microbiolégicos y variables de tratamiento.

157 enfermedades de

Datos clinicos: edad, sexo, servicio de ingreso, indice de Charlson,
base, necesidad de ingreso en Unidad de Cuidados Intensivos, necesidad de
aislamiento por la infeccidon que motivo el ingreso, necesidad de pruebas radioldgicas

mayores o pruebas invasivas, estancia hospitalaria y mortalidad en el ingreso.

Datos microbioldgicos: tipo de muestra, resultado de cultivo convencional, resultado
de otras pruebas microbioldgicas realizadas y tiempo hasta el resultado tanto del
algoritmo de diagndstico rapido como del diagndstico convencional.

Datos de tratamiento: antibiotico, dosis, via, duracion. El consumo de antibidticos se

midié mediante dias de tratamiento 1°8

, que se define como la suma del nimero de
dias que un paciente recibe un antibidtico especifico, y que es independiente de la

dosis administrada.

4.3.6 Analisis estadistico

Se realizé una base de datos que se analizé mediante el programa estadistico SPSS©
(IBM SPSS Statistics 26.0). Se presentan las variables categdéricas como proporciones y
las variables cuantitativas con media y desviacidn estandar o como mediana y rango
intercuartilico (IQR) si la distribucion no es normal. Las variables con distribucion

normal se analizaran mediante la t de Student. Se utilizara el test de Mann-Whitney
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para variables sin distribucidn normal. Se considerara estadisticamente significativa una
p <0.05. Las comparaciones de las variables cualitativas se realizaron con la prueba de
Chi-cuadrado (x2) o la prueba exacta de Fisher y se expresaron como numero (%). Los

graficos que se presentan fueron realizados mediante el programa Excel.

4.3.7 Aspectos éticos

El estudio se realizd siguiendo las normas éticas internacionalmente aceptadas, de
acuerdo con los principios de la Declaracién de Helsinki, respetando la normativa
legal aplicable y las recomendaciones de buena practica clinica
(CPMP/ICH/135/95). EI Comité Etico de Investigacion Clinica del HGUGM (CEIm
HGUGM, Madrid, Espaia) evalud favorablemente este proyecto, con cédigo 2018-

016 (304/18).

5. RESULTADOS

Durante el periodo de estudio fueron incluidos 142 pacientes a los que se realizaron en
total 146 paneles de PCR multiple en las siguientes muestras: 46 muestras de heces, 51
exudados nasofaringeos (ENF) y 49 liquidos cefalorraquideos (LCR). En 4 pacientes se

realizaron dos paneles de PCR multiple diferentes.

Los resultados de los paneles de PCR multiple se muestran en la Tabla 5. En resumen, el
resultado fue negativo en 91 muestras (62,3%). En las 55 muestras en las que se
obtuvo un resultado positivo, se detectd un patégeno bacteriano en 18 (12,3%) y virico
en 37 (25,3%). No se detectaron hongos ni parasitos en ninguna de las muestras
mediante esta técnica. El microorganismo detectado con mayor frecuencia fue
rinovirus (12/146, 8,2%) en muestra respiratoria, seguido de Campylobacter sp. En

heces (5/146, 3,4%).
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Tabla 5. Resultados de los 146 paneles de PCR multiple realizados

Resultado paneles Filmarray N=146
NEGATIVO 91 (62.3%)
BACTERIAS 18 (12.3%)
Streptococcus pneumoniae 1(0.7%)
Listeria moncytogenes 3(2%)
Haemophilus influenzae 1(0.7%)
Campylobacter spp 5(3.4%)
Clostridioides difficile 3 (2%)
E. coli (ECEA°/ECEP®) 3 (2%)
Mycoplasma pneumoniae 1(0.7%)
Chlamydophila pneumoniae 1(0.7%)
VIRUS 37 (25.3%)
Rinovirus 12 (8.2%)
Influenza A 2 (1.4%)
VRS 3 (2%)
Coronavirus 3(2%)
Varios virus respiratorios 5(3.4%)
Astrovirus 2 (1.4%)
Norovirus 3(2%)
Sapovirus 2 (1.4%)
vvze 2 (1.4%)
VHS® 2 (1.4%)
Enterovirus 1(0.7%)

ABREVIATURAS: 2ECEA, E. coli enteroagregativo; °ECEP: E. coli enteropatogénico; °VHS, Virus Herpes

Simple; VRS, Virus Respiratorio Sincitial; °VVZ: Virus Varicela Zoster
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5.1 Caracteristicas de los pacientes

Las caracteristicas de los 142 pacientes se resumen en la Tabla 6. La mediana de edad
fue de 61 afios (IQR 44-73) Y el 66,2% fueron varones. Aproximadamente una quinta
parte de los pacientes no tenia ninguna enfermedad previa conocida, en el resto de los
pacientes la patologia de base mas frecuente fue la cardiopatia (19,7%) seguido de
neoplasia sélida (16,9%), neoplasia hematoldgica (12,7%) y trasplante de 6rgano sélido

(12,0%).

El servicio donde se encontraba el paciente en el momento de tomar la muestra fue
mayoritariamente el servicio de Urgencias (66,2%) seguido de servicios médicos

(19,7%) y unidades de criticos (10,6%).

Todos los pacientes tenian inicialmente sospecha de infeccion, la mayor parte
infecciones de adquisicion comunitaria (115/142, 81,0%). Sin embargo, 24 (16,9%)
tuvieron finalmente un diagndstico alternativo diferente a una enfermedad infecciosa.
De los 118 (83,1%) pacientes restantes, que si tuvieron un diagnodstico final de
infeccién, 102 (71,8%) tenian una infeccion cubierta por el panel diagndstico que se
habia realizado: 47 pacientes (33,1%) con infeccion respiratoria, 27 (19,0%) con
infeccidn gastrointestinal y 27 (23,2%) con infeccién de sistema nervioso central.
Dieciséis pacientes (11,3%) tuvieron infeccién con otro foco (7 infecciones urinarias, 6
intraabdominales, 2 bacteriemias primarias, 1 sepsis no filiada y 1 neutropenia febril

sin foco).
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Tabla 6. Caracteristicas de los 142 pacientes incluidos en el estudio

Caracteristicas generales

Edad, afios (mediana, IQR) 61 (44-73)
Sexo, varones (%) 87 (66.2)
indice de comorbilidad de Charlson (mediana, IQR) 3(1-6)

Enfermedad de base
Ninguna

31(21,8%)

Cardiopatia 28 (19,7%)
Tumor sélido 24 (16,9%)
Neoplasia hematoldgica 18 (12,7%)
Trasplante de érgano sélido 17 (12,0%)
EPOC 16 (11,3%)
Diabetes mellitus 15 (10,6%)
Enfermedad neuroldgica 10 (7,0%)
VIH 6 (4,2%)
Servicio en el momento de tomar la muestra

Urgencias 94 (66,2%)
Unidad de criticos 15 (10,6%)
Servicio médico 28 (19,7%)
Oncohematologia 5(3,5%)

Adquisicion de la infeccion

Comunitaria 115 (81,0%)
Relacionada a la asistencia sanitaria 20(14,1%)
Nosocmial 7 (4,9%)
Diagndstico final de infeccion
Respiratoria 47 (33,1%)
Gastrointestinal 28 (19,7%)
Sistema nervioso central 27 (19,0%)
Otras infecciones 16 (11,3%)
No infeccion 24 (16,9%)
Sepsis (SIRS 6 nuevas definiciones) 89 (62,7%)

Ingreso en UCI

21 (14,8%)

Evolucion dia +30

Curado 129 (90,9%)

Muerto 10 (7,0%)

Diarrea por C. difficile 3(2,1%)
Dias de hospitalizacion (mediana, IQR) 9 (4-21)

humana.
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5.2 Diagnostico rapido mediante paneles Biofire® FilmArray® versus diagndstico

convencional.

De forma global, se llegd a un diagnéstico etioldgico en 63 pacientes (44,5%): tanto por
técnicas rdpidas como por diagndstico convencional en 14 pacientes (9,9%),
Unicamente mediante técnicas rapidas en 41 (28,9%) y Unicamente mediante

diagndstico convencional en 8 (5,6%).

Para el global de resultados, la media de tiempo hasta el resultado fue de 2,7 horas (DE
1,9) para la transmisién de la informacidn obtenida por los paneles multiples al médico
responsable del paciente versus 76 horas (DE 98) hasta obtener el informe a través del

diagndstico convencional.

Por tanto, los paneles de PCR multiple aportaron un diagndstico etioldgico, adicional al
proporcionado por el diagndstico convencional en 28,9% de los pacientes y
proporcionaron el mismo resultado que el diagndstico convencional en 9,9%,

adelantando los resultados en mas de 72 horas, de media.

5.2.1 Diagndstico por tipo de infeccion

Para evaluar la rentabilidad diagndstica de los paneles por cada tipo de infeccion
estudiada, hemos descartado los pacientes que finalmente no tenian infeccién y
aquellos que finalmente tuvieron una infeccidn de foco diferente al respiratorio,
gastrointestinal o de SNC. Los resultados obtenidos en los restantes 102 pacientes que
tenian una infeccion cubierta por el panel de PCR multiple realizado se describen a

continuacion.

5.2.1. A Infecciones de SNC

En 16/27 (59,3%) pacientes con infeccion de SNC se llegd a un diagndstico etioldgico. El
panel de PCR multiple de meningitis/encefalitis identifico el agente etioldgico en 10/27
(37,0%) y el diagndstico convencional en 13/27 (40,7%). El panel de PCR multiple
identificé VHS-2 en el LCR de 2 pacientes y VVZ en otro, no realizdndose otras técnicas

adicionales de diagndstico convencional para confirmar este diagndstico. Se
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identificaron 2 falsos negativos del panel de meningitis/encefalitis, un caso de
meningitis por Listeria monocytogenes y un caso de meningitis Haemophilus
influenzae, que fueron diagnosticados por cultivo de LCR. Por ultimo, 6 pacientes
tuvieron un diagndstico etioldgico por diagndstico convencional por patégenos no
incluidos en el panel de PCR multiple (1 meningitis por E. faecium, 1 absceso cerebral
por Fusobacterium nucleatum, 1 encefalitis por virus JCy 1 primoinfeccion por VIH con
meningitis, 1 meningitis por VEB y 1 toxoplasmosis cerebral). En el resto de casos, tanto
positivos como negativos, el diagndstico rapido coincidio con el diagndstico

convencional (Figura 9).

Infecciones SNC

Panel meningitis/encefalitis Diagndstico convencional

Abreviaturas: VHS: virus herpes simple, VVZ: virus varizela-zoster, VEB: virus de Epstein Barr.

Figura 9. Resultados obtenidos por PCR muiltiple y diagndstico convencional en 27

pacientes con infeccion de SNC.
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5.2.1 B Infecciones respiratorias

Se llegd a un diagnéstico etioldgico en 31/47 (65,9%) pacientes con infeccién
respiratoria, mediante PCR multiple respiratoria en 28/47 (59,6%) y por diagndstico
convencional en 7/47 (14,9%), teniendo en cuenta que las PCR de virus de diagndstico
convencional son especificas para Influenza y VRS y que el resto de virus y bacterias
incluidos en la PCR multiple no estan incluidos en dicha PCR. Dos pacientes tuvieron
PCR positiva para Influenza A por el panel multiple y negativo por PCR especifica. En
tres pacientes se obtuvo diagndéstico Unicamente por diagndstico convencional: 1
paciente con neumonia por S. aureus, 1 paciente con neumonia por P. jiroveciy 1
paciente con neumonitis por CMV, ninguno de estos 3 microorganismos esta incluido

en el panel respiratorio Filmarray. Los resultados se resumen en la Figura 10.

Infecciones respiratorias

PCR multiple respiratoria Diagndstico convencional

Abreviaturas: CMV, citomegalovirus; VRS, virus respiratorio sincitial

Figura 10. Resultados obtenidos por PCR muiiltiple y diagndstico convencional en 47

pacientes con infeccion respiratoria.
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5.2.1 C Infecciones gastrointestinales

Se obtuvo un diagndstico microbioldgico en 20/28 (71,4%) pacientes con infeccion
gastrointestinal. La PCR multiple detectd un enteropatégeno en 20/28 (71,4%)
pacientes mientras que el diagndstico convencional lo detectd en 5/28 (17,8%)
pacientes, todos ellos concordantes con el resultado de la PCR multiple. Destacar que
en 3 pacientes se detectd E. coli enteropatogeno por PCR multiple y su papel en la

diarrea del paciente no fue bien establecido. Estos resultados se resumen en la Figura

11.

Infecciones gastrointestinales

PCR multiple gastrointestinal Diagndstico convencional

Abreviaturas: ECEA: E. coli enteroagretativo; ECEP: E. coli enteropatogénico.

Figura 11. Resultados obtenidos por PCR muiltiple y diagndstico convencional en 28

pacientes con infeccion gastrointestinal.
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5.3 Intervencidn y ajuste de tratamiento

De los 142 pacientes evaluados, 115 (80,9%) recibian tratamiento antimicrobiano en el
momento de la llamada para informar del resultado de la PCR multiple. De ellos, 49
(42,6%) recibia un antimicrobiano empirico, 47 recibian 2 (40,9 %), 11 recibian 3 (9,6%)

antimicrobianos y 8 (6,9%) recibian 4 antimicrobianos empiricos.

Tras obtener la informacion rapida, se recomendé ajuste de tratamiento en 87
pacientes (61,2%): desescalar o suspender en 77 (54,2%) e iniciar o ajustar por
cobertura inadecuada en 10 (7,0%). En los 55 pacientes restantes se considerd que el
tratamiento empirico era adecuado (13/142, 9,2%) que se podia continuar sin
tratamiento antibidtico (16/142, 11,3%) o que la informacidén disponible hasta el

momento no permitia ajuste (26/142, 18,3%).

Se aceptaron las recomendaciones de ajuste de tratamiento en 64/87 (73,5%)
pacientes. De forma global, la intervencion supuso un ajuste en el tratamiento
antimicrobiano en el 45,1% de los pacientes, en las siguientes 24 horas desde la

llamada.

5.4 Diferencias entre resultado negativo y positivo en los paneles de PCR multiple

Las diferencias entre los pacientes en los que se obtuvo un diagndstico microbioldgico
rapido mediante los paneles de PCR multiple y aquellos que no se resumen en la Tabla

7 y se detallan a continuacion.
5.4.1 Ajuste de tratamiento

El ajuste fue mas frecuente en los pacientes en los que se llegd a un diagndstico
etiolégico mediante los paneles de PCR multiple (36/57, 66,7% vs. 26/88, 29,5%;
p<0,001). Estos cambios se mantuvieron cuando analizamos los paneles por separado:
ajuste de tratamiento en 58,3% de pacientes si panel respiratorio positivo vs 20,8% si
negativo(p=0,017); 76,2% en el caso de panel gastrointestinal positivo frente a 28,0% si
negativo (p=0,001) y 70,0% si panel meningitis/encefalitis positivo frente a 39,0% si

negativo (p=n.s.).
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5.4.2 Consumo de antimicrobianos

Recibieron tratamiento antibidtico 127/142 pacientes (89,4%). Los antibioticos
recibidos se resumen la Figura 12. La mediana global de dias de antibioterapia **2 fue
de 7 dias (IQR 3-14). La mediana de DOT fue mayor en los pacientes en los que se
realizo el panel de meningitis/encefalitis (13 dias, IQR 5-21) frente aquellos en los que
se realizd panel respiratorio (7 dias, IQR 3-14) o gastrointestinal (5 dias, IQR 2-11). Los
pacientes con diagndstico etiolégico rdpido mediante los paneles multiples recibieron

menos dias de antibioterapia (mediana de 5 dias vs 9 dias, p=0,006).

ANFOTERICINA B LIPOSOMAL
OTROS ANTIVIRALES
ACICLOVIR

METRONIDAZOL
GLUCOPEPTIDO
MEROPENEM

B RESULTADO NEGATIVO
AMOXICILINA-CLAVULANICO

-
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—
P
| g B RESULTADO POSITIVO
AMPICILINA [ —
PIPERACILINA/TAZOBACTAM I
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Figura 12. Principales antimicrobianos utilizados en los 142 pacientes y diferencias en
funcién de haber tenido un resultado positivo o negativo en los paneles de PCR

multiple.



5.4.3 Realizacion de pruebas complementarias

Se realizaron pruebas complementarias radiolégicas (TAC o RM), endoscdpicas
(colonoscopia o fibrobroncoscopia) o percutdneas para toma de biopsias en 73
pacientes (51,4%). A la mayor parte de ellos se les realizé una prueba complementaria
(46, 32,4%), a 20 pacientes (14,1%) se les realizaron dos, a 5 (3,5%) tres y a 2 (1,4%) 4

pruebas complementarias.

La realizacién de pruebas complementarias fue significativamente mds frecuente en los
pacientes en los que no se llegd a un diagndstico etioldgico mediante diagndstico
rapido (54/88, 61,4%) versus 19/54 (35,2%) los pacientes que si tuvieron un

diagndstico gracias a los paneles de PCR multiple.

5.4.4 Evolucion

Veintiun pacientes precisaron ingreso en UCI (14,8%) y 10 fallecieron (7,0%). No
encontramos diferencias en el ingreso en UCI (11,1% vs 17,0%) ni en la mortalidad
(3,7% vs 9,1%) entre aquellos pacientes con resultado positivo en los paneles de PCR

multiple y aquellos con resultado negativo.

La mediana global de estancia hospitalaria fue de 9 dias (IQR: 4-21). La mediana de
estancia fue mayor en los pacientes en los que se realizé el panel de
meningitis/encefalitis (15 dias, IQR 7-27) frente aquellos en los que se realizé panel
respiratorio (8 dias, IQR 4-17) o gastrointestinal (7 dias IQR 4-14). La mediana de
estancia fue menor en los pacientes con diagndstico etioldgico rapido (7 vs 11 dias,

p=0,013).

74



Tabla 8. Diferencias entre los pacientes con diagndstico rapido y aquellos en los que

no se llegd a un diagndstico por paneles de PCR muiltiple.

Variables Resultado PCR Resultado PCR p
multiple negativo multiple positivo
N=87 N=55
Caracteristicas y gravedad
Edad, mediana (IQR) 61 (47-74) 61 (39-71) n.s.
Charlson comorbidity index, median 3 (1-6) 3 (1-4) n.s.
(IQR)
Sepsis, n (%) 53 (60,9%) 36 (65,4%) n.s.
Tipo de infeccién
Respiratoria, n (%) 23 (26,4%) 24 (43,6%) 0,044
Gastrointestinal, n (%) 7 (8,0%) 21 (38,2%) <0,001
SNC, n (%) 17 (19,5%) 10 (18,2%) n.s.
Otras, n (%) 16 (18,4%) 0 (0,0%) <0,001
No infeccién, n (%) 24 (27,6%) 0 (0,0%) <0,001
Tratamiento y pruebas
complementarias
Ajuste de tratamiento tras la 27 (31,0%) 37 (67,3%) <0,001
intervencién, n (%)
Dias de tratamiento antimicrobiano, 9 (3-15) 5 (2-12) 0,015
mediana (IQR)
Efectos adversos tratamiento 3 (3,4%) 2 (3,6%) n.s.
antimicrobiano, n (%)
Necesidad de pruebas 54 (62,0%) 18 (32,7%) 0,001
complementarias mayores, n (%)
Evolucion
Ingreso en UCI, n (%) 14 (16,1%) 6 (10,9%) n.s.
Infeccidn posterior por C. difficile, n 3 (3,4%) 0 (0,0%) n.s.
(%)
Muerte, n (%) 8 (9,2%) 2 (3,6%) n.s.
Estancia hospitalaria, mediana 11 (7-15) 7 (4-16) 0,013
(IQR)
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6. DISCUSION

Nuestro estudio muestra un beneficio en la realizacién de paneles de PCR multiple
Biofire® FilmArray®, frente al diagndstico convencional, por proporcionar un
diagndstico etiolégico adicional al diagndstico convencional en una proporcion
significativa de los pacientes y adelantarlo en muchos casos en mas de 72 horas. El
impacto fue mayor en aquellos pacientes con un resultado positivo frente a aquellos
con resultado negativo en la PCR multiple, con una mayor tasa de ajuste de
tratamiento, menor duracion de tratamiento antimicrobiano, menor realizacién de
pruebas complementarias y menor estancia hospitalaria en aquellos pacientes en los

gue se obtuvo un diagndstico etioldgico rapido.

Hasta la fecha existen ya multiples estudios que, al igual que el nuestro, confirman la
mayor rentabilidad diagndstica de los paneles de PCR multiple Biofire® FilmArray®
cuando se comparan con técnicas convencionales 12%124159-169 De |os paneles de PCR
multiple evaluados en este estudio, probablemente el panel gastrointestinal es el que
ha mostrado una mayor rentabilidad diagndstica con respecto a los métodos
convencionales que en este caso se basan en cultivos, ademas de suponer un adelanto
muy significativo en el diagndstico, ya que los cultivos requieren hasta 48 horas para
recuperar muchos enteropatdégenos. 169179, Sin embargo, es importante una adecuada
seleccion de pacientes que se puedan beneficiar de estos resultados rapidos, ya que en
la mayoria de ocasiones se trata de pacientes con cuadros de diarrea leve y
autolimitada en los que el diagnéstico etioldgico no va a suponer un cambio en el
manejo ni en la evolucion. Pacientes inmunodeprimidos podrian ser una diana
apropiada, ya que el panel incluye patégenos especialmente prevalentes en este tipo
de pacientes como causa de diarrea, como por ejemplo Campylobacter spp,

Criptosporidium spp o Giardia lamblia. *"*

En el caso de la PCR Biofire Filmarray Meningitis/Encephalitis, en un reciente
metanalisis realizado por Trujillo-Gémez et al 1’2 evaluaron el rendimiento del panel
comparandolo con técnicas de referencia encontrando una sensibilidad global de
89.5% y una especificidad de 97.4%. La sensibilidad para algunos microorganismos

como Listeria monocytogenes, H. influenzae, E. coli y HSV-1 fue subdptima. Valorar el
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rendimiento de la PCR no fue un objetivo de nuestro estudio y muchos resultados no
fueron confirmados con PCR especificas en nuestro caso, pero los falsos negativos del
panel meningitis/encefalitis para L. monocytogenes y H. influenzae recuperados
posteriormente en el cultivo de LCR estan en concordancia con estos resultados y
suponen un dato preocupante. Conociendo estos datos, en presencia de un paciente
con alta sospecha de meningitis bacteriana comunitaria y un panel ME negativo,
deberia considerarse mantener el tratamiento antibiético empirico al menos 24-48

horas hasta tener datos del cultivo o bien de otras PCR especificas.

A pesar de haberse demostrado una mayor rentabilidad diagndstica, su impacto clinico,

teniendo en cuenta el coste elevado de estas técnicas, no ha sido bien establecido.

En el caso del panel respiratorio, el impacto clinico evaluado en varios estudios se

encuentra principalmente en el ahorro de antibidticos por deteccién de etiologia viral:
Manatrey et al *’3 ven una potencial reduccién en 2-3 DOTs en pacientes dados de alta
de urgencias pero no en pacientes hospitalizados; otro estudio realizado en Argentina

174 compard periodo pre

en 142 pacientes inmunodeprimidos con infeccion respiratoria
y post-implantacion del panel respiratorio, observaron una reduccion en los dias de
tratamiento con betalactamicos y macrdlidos pero no un impacto en la estancia,
ingreso en UCI o mortalidad. Yang et al > evaluaron su impacto como “point of care”
(POC) en un servicio de urgencias, la informacién tuvo impacto sobre la prescripcién de
antibidticos y antivirales de forma que los pacientes con PCR negativa recibieron mas
antibidtico que los pacientes en los que se detecto gripe u otro virus (51,0% vs 9,1 % vs
28,0%). Muchos de estos pacientes no precisaron ingreso, lo cual es una diferencia
importante con respecto a los pacientes de nuestro estudio, en los que la necesidad de
hospitalizacion fue un criterio de inclusién, de ahi que en nuestro caso la mayor parte
de los pacientes recibieran antibioterapia y el impacto fuera mayor, con un ajuste

global de 26,4% de los pacientes, llegando casi al 43,6% en caso de resultado positivo

del panel respiratorio.

Para el panel GI, Torres-Miranda et al, 1’® observaron, en un estudio pre y
postimplantacidn del panel, una mayor deteccién de patégenos, una reduccién

significativa de la estancia hospitalaria y un ajuste de tratamiento mas precoz en el
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periodo postimplantacidn de la PCR. En otro estudio realizado en 140 pacientes
pediatricos hospitalizados por cuadro gastrointestinal 1’ observaron impacto menor

(12%) en el ajuste precoz de tratamiento.

También el impacto observado para el panel ME ha sido bajo: Berkhout et al 172
realizaron un estudio retrospectivo de recién nacidos y lactantes con meningitis
comparando un periodo en el que no se realizaba la PCR con el periodo post-
implantacién, observando unicamente una reduccién del uso de aciclovir en el periodo
post-implantacién inferior a un dia, sin diferencias en la evolucién, estancia
hospitalaria, duracion de tratamiento antibidtico o necesidad de catéter venoso. Un
estudio similar incluyendo nifios y adultos, también pre y post-implantacion de la PCR,
realizado por Markovich et al 17 mostré Unicamente impacto en el ajuste de
tratamiento, con una reduccion global de 1 dia en la duracidon media de

antimicrobianos, especialmente aciclovir.

Hemos observado un impacto claramente mayor en los pacientes con un resultado
positivo frente a uno negativo. Al menos dos estudios han comparado el impacto en
funcion de los resultados de la PCR multiple. En uno de ellos evaltian 91 pacientes
ingresados con diarrea en los que se realiza el panel Gl, observando una mayor
utilizacién de antibidticos pero menor estancia hospitalaria en caso de resultado
positivo del panel Gl, siendo Campylobacter spp. el patégeno mas frecuentemente

identificado. ¥ Otro estudio retrospectivo 8!

, compara el ajuste de tratamiento
realizado en 485 pacientes, en funcion del resultado del panel ME y encuentran una
mayor tasa de ajuste de tratamiento si el resultado es positivo (n=105) frente al
negativo (n=380), pero no encuentran diferencias en la estancia hospitalaria nien la
evolucidn. A diferencia de nuestro estudio, donde los pacientes con resultados
positivos y negativos tenian similares caracteristicas basales y de gravedad, en el
estudio mencionado los pacientes con resultados positivos estaban mas graves y tenian
mas datos inflamatorios en LCR. En nuestro estudio, a diferencia de estos dos estudios

mencionados, se detectaron mayoritariamente patdgenos virales, lo cual explica

parcialmente un mayor impacto en el uso de antibidticos.
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En el contexto de los programas PROA, es habitual asumir que el hallazgo de un agente
etiolégico permite facilmente el ajuste de tratamiento frente a la ausencia de
diagndstico microbioldgico, ya sea reducir el espectro antibidtico en caso de origen
bacteriano o incluso suspender en caso de encontrar una etiologia viral. Por ejemplo,
en el caso de los pacientes pediatricos con bronquiolitis, se recomienda confirmar
etiolégicamente el cuadro mediante antigeno o PCR de VRS, ya que esta confirmacidn

reducird el uso de antibioticos. 182

Otro factor importante que puede influir en la decisién del médico tratante de ajustar
tratamiento antibidtico con el resultado de la PCR multiple, es la experiencia y los
conocimientos que el médico tenga acerca de la técnica. Pandolfo et al 14° reportan los
resultados de una entrevista realizada a 35 intensivistas en Reino Unido para evaluar
sus creencias acerca del diagndstico rapido molecular en pacientes con neumonia. Los
entrevistados valoraban estas técnicas favorablemente como utiles en la practica
clinica habitual, de forma que un resultado positivo podia mejorar la prescripcion de
antibidticos y un resultado negativo descartar un patdgeno concreto que pudiera
precisar de tratamiento especifico. Sin embargo, recalcaron la preocupacion por la
posible deteccion de un microorganismo no patégeno que no fuera el causante de la
infeccidn del paciente y por los posibles falsos negativos de la técnica, ambos factores
que podrian influir en la ausencia de ajuste de tratamiento tras los resultados de estas
técnicas rdpidas. Los autores proponen un entrenamiento y un periodo de prueba para
la utilizacidn de estas técnicas para que los prescriptores puedan tomar decisiones de

forma fiable.

En este sentido, un especialista en enfermedades infecciosas con conocimientos y
experiencia clinica con estas técnicas, y que ademads conozca al paciente, puede ser de
gran ayuda a la hora de guiar al médico responsable en el manejo terapéutico del
paciente tras la obtencidn de resultados. Este es probablemente el motivo por el que
encontramos en nuestro estudio un mayor ajuste de tratamiento tras realizar PCR
multiple si lo comparamos con los estudios mencionados previamente para estas

técnicas.
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Es preciso en este sentido hablar del “Diagnostic Stewardship”, o su acepcién espanola
PRODIM (“Programa de Optimizacion del Diagndstico Microbiolégico”) que asegure:
una buena seleccion del paciente, una recogida adecuada de muestra en el momento
adecuado, una justificacién para la realizaciéon de una prueba costosa; y tras la
realizacidn de la prueba la participacion del equipo PROA para interpretar los
resultados y recomendar el tratamiento mas apropiado.*4142 Se ha propuesto, en
contraposicion a las 4 “Ds” de los programas PROA3, las 4 “Ts” del “Diagnostic
Stewardship”: elegir el Test adecuado en el Tipo de muestra adecuado, recogida en el
Tiempo adecuado y con intencién de guiar Tratamiento. 1. En nuestro estudio un
numero considerable de los pacientes no tenia finalmente infeccién y otra proporcion
tenia un foco de infeccidn diferente a la diana de las PCR multiples evaluadas. El
impacto en estos pacientes, con resultado negativo del test, es menor como hemos
evaluado y puede ser menos coste-efectiva debido al coste elevado de las técnicas
estudiadas. Una mejor seleccidon de los pacientes candidatos a realizar estas técnicas
sera muy probablemente mas coste-efectiva y con mayor impacto clinico, como por
ejemplo estrategias para descartar la realizacion de PCR multiple en LCR de pacientes

adultos sin datos de inflamacién en bioquimica de LCR. 83

El presente estudio tiene varias limitaciones. En primer lugar, carece de una cohorte
comparativa con caracteristicas similares a las de este estudio, pero en los que no se
hayan realizado la PCR multiple, para poder extraer conclusiones mds sélidas acerca de
su impacto clinico. La forma prospectiva de seleccionar los pacientes del presente
estudio hace muy dificil la busqueda de un grupo de pacientes que cumplan los
mismos criterios de inclusién en el mismo periodo, y una cohorte histérica no
permitiria extraer conclusiones atribuibles exclusivamente a la aplicacién de las

técnicas rapidas.

En segundo lugar, a diferencia de los estudios publicados hasta el momento que
evallan los paneles de PCR multiple de forma individual, nuestro estudio evalda la
utilizacidn global de este tipo de técnicas en un laboratorio de microbiologia clinica,
con lo que los resultados pueden no ser aplicables a cada técnica individualmente y es

muy posible que los resultados obtenidos para una de las técnicas afecten de forma
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global a todo el estudio. Al mismo tiempo constituye una ventaja del estudio, ya que
muchos laboratorios adquieren al mismo tiempo varias técnicas diferentes de la PCR
multiple orientadas al diagndstico sindromico y su implantacion es simultanea
aprovechando que todas utilizan el mismo aparataje. En este sentido, nuestros
resultados podrian ayudar a la decisién de un laboratorio de incorporar varias técnicas

de este tipo al mismo tiempo.

En tercer lugar, en el momento de realizar este estudio, en 2018-2019, la experiencia
clinica con este tipo de técnicas y especialmente la literatura disponible sobre su
potencial impacto clinico eran muy escasas y es posible que esto haya tenido un
impacto en la toma de decisiones en el momento de su realizacién. Su aplicacién en el
momento actual, con un mayor conocimiento global del rendimiento y de su impacto,

podria ser mayor a la observada en nuestro estudio.

En conclusidn, la aplicacion de técnicas moleculares de diagndstico rapido como lo
paneles sindromicos de PCR multiple Biofire® FilmArray®, cuando se combina con la
interpretacion de resultados y la transmision de la informacion por un equipo de
enfermedades infecciosas, tiene un impacto significativo en el ajuste precoz de
tratamiento antibidtico. Los resultados positivos tienen un impacto mayor que los
resultados negativos en varios aspectos: mayor ajuste precoz de tratamiento
antibidtico, reduccién de la duracidn de antibioterapia, menor necesidad de pruebas
complementarias y reduccion de la estancia hospitalaria; por lo que una mejor
seleccion de los pacientes a los que aplicar la técnica, donde se espere una mayor

rentabilidad diagndstica, puede repercutir significativamente en su impacto clinico.
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PARTE 2 PROYECTO SINTESIS: ESTUDIO DEL IMPACTO DE LAS NUEVAS TECNOLOGIAS
Y TECNICAS RAPIDAS EN PACIENTES CON SOSPECHA DE SEPSIS DE ORIGEN URINARIO

1. INTRODUCCION

El diagndstico microbioldgico precoz constituye uno de los pilares fundamentales en el
manejo de los pacientes con sepsis. Sin embargo, los métodos convencionales tardan un
minimo de 24-48 horas cuando el cultivo es negativo, y hasta 5 dias cuando el cultivo es
positivo, para la identificacidon y determinacién de la sensibilidad antimicrobiana de los

patdégenos aislados en los medios de cultivo sélidos.

En los ultimos afios hemos asistido a una revolucion tecnoldgica sin precedentes que
también se ha aplicado a la microbiologia y cuyos mayores exponentes son la biologia
molecular y la espectrometria de masas (MALDI-TOF). Los mayores esfuerzos se han

184,185 5 muestra directa

dirigido al diagndstico de bacteriemia sobre hemocultivo crecido
de sangre'86-189 Estas técnicas rapidas estdn también disponibles para otras muestras,

existiendo paneles de diagndstico sindromico para diferentes infecciones.170:171,190-195

El diagnodstico etioldgico de la sepsis en muestra distinta del hemocultivo tiene un valor
anadido: permite un diagndstico mas rédpido ya que obvia el problema de esperar a la

196 y ademas, en la mitad

deteccidn de crecimiento que se precisa con los hemocultivos,
de los episodios de sepsis, los hemocultivos son negativos '°7. Hasta en una tercera
parte de los episodios de sepsis, el diagndstico etioldgico sélo es posible en otra

muestra microbioldgica.'®®

La infeccidn del tracto urinario es el origen de hasta el 20-30% de los casos de sepsis.
199201 | 3 obtencidn de una muestra de orina es un procedimiento sencillo, que permite
la aplicacidn de técnicas de diagndstico rapido con optimizacién del tiempo de

respuesta y un potencial impacto importante en el prondstico del paciente.

Existen autoanalizadores como Alfred 60/AST (Alifax®, Italia) que detectany
cuantifican el crecimiento bacteriano en muestras de orina mediante nefelometria
laser (“light scattering”). El tiempo hasta determinar si en las muestras hay o no

crecimiento bacteriano es de unas 2 horas, con un valor predictivo negativo del 97,5%
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118 Asi mismo, permite realizar un antibiograma rapido en las muestras positivas para

los antibidticos seleccionados en unas 3-5 horas.

Como desventaja, la incorporacidn a la practica clinica de estas tecnologias tiene varias
dificultades: su coste, inasumible para el sistema sanitario si se aplican
universalmente; la necesidad de formacion de los microbidlogos en nuevas técnicas; y
el desconocimiento de las mismas y la dificultad de interpretacién por parte de los

médicos receptores.

Estas limitaciones se podrian superar con una adecuada seleccién de los pacientes
candidatos a la realizacion de estas técnicas acompafada de la interpretacion y

manejo por un equipo de Enfermedades Infecciosas.

2. HIPOTESIS

Nuestra hipotesis es que el uso de técnicas microbioldgicas diagndsticas rapidas en
muestras de orina, junto con una intervencion de optimizacion del manejo del
paciente con sepsis de origen urinario, puede tener un impacto clinico directo en los
pacientes, lo que se traduciria en una reduccién en el consumo de antibidticos, y/o en
la estancia hospitalaria, y/o en el ingreso en una unidad de cuidados intensivos, y/o en

la mortalidad.

3. OBIJETIVOS

1. Evaluar la validez diagndstica de varias técnicas microbioldgicas rapidas (e.g.,
ALFRED), directamente en muestras de orina, para identificar la etiologia de la
sepsis urinaria en pacientes con sospecha de sepsis (extraccion de
hemocultivos). La técnica de referencia sera el cultivo microbioldgico estandar.
Estas técnicas rapidas ya estan validadas en la literatura; queremos conocer su
rendimiento en nuestro medio.

2. Medir el impacto clinico que supone adelantar la informacién microbioldgica
mediante la realizacion de técnicas diagndsticas rapidas, junto con una

intervencién de optimizacién del manejo del paciente con sepsis urinaria,
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mediante las variables: mortalidad, estancia hospitalaria, necesidad de ingreso
en UCI, estancia en UCI, consumo de antibidticos en DOTSs, dias de

antibioterapia intravenosa, infeccién por C. difficile en los 30 dias siguientes.

4. METODOLOGIA

4.1. DISENO Y PERIODO DEL ESTUDIO

Estudio prospectivo quasi-experimental de cohortes emparejadas realizado entre el 15
de abril de 2022 y el 30 de octubre de 2023 que evalud el impacto de realizar pruebas

de diagndstico rapido en muestras de orina de una cohorte de pacientes con sospecha
de sepsis urinaria, frente a una cohorte de pacientes de similares caracteristicas en los

gue no se realicen dichas técnicas rapidas.

En una fase inicial observacional (septiembre 2022-marzo 2023) se aplicaron los
criterios de seleccidn de pacientes y muestras con objeto de determinar la carga de
trabajo asociada, con recogida prospectiva de todas las "variables resultado" del

estudio. Estos casos constituiran la "cohorte de comparacion”

En una segunda fase (abril 2023-octubre 2023) se realizo el algoritmo de diagndstico
rapido a los pacientes incluidos, que constituyen “cohorte de intervencién o de

modificaciéon de la rutina diagndstica”.

Los resultados de este grupo se compararon con los de la “cohorte de comparacién”.

4.2 AMBITO DEL ESTUDIO

Estudio realizado en el Hospital General Universitario Gregorio Marafién. Nuestra
institucion es un hospital de 1.349 camas que atiende a una poblacién aproximada de
750.000 habitantes. Se trata de un hospital de alta complejidad que consta de cinco
unidades de pacientes criticos adultos y atiende inmunodeprimidos incluyendo
trasplantados de érgano sélido y receptores de trasplante de progenitores

hematopoyéticos.
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El Servicio de Microbiologia y Enfermedades Infecciosas de nuestro hospital esta
compuesto tanto por facultativos de laboratorio como por facultativos que realizan las
interconsultas de los pacientes ingresados con sospecha de infeccién. El contacto entre
ambos grupos es estrecho y continuo de manera que existen varias alertas creadas para
informar de los resultados mas criticos desde el laboratorio al clinico correspondiente
para que exista una correcta interpretacion y ajuste de tratamiento antimicrobiano de

acuerdo a dichos resultados.

4.3 PACIENTES y METODOS

4.3.1. Criterios de inclusion

Los pacientes adultos hospitalizados, o en area de urgencias con hospitalizacién
prevista, de los que se remitieron simultdneamente muestras de hemocultivo y
urocultivo (intervalo de +/- 10 horas) al servicio de Microbiologia del Hospital General
Universitario Gregorio Marafion, de lunes a viernes, en horario laboral fueron
candidatos a la inclusion en el estudio. Se incluyeron finalmente aquellos en los que la
tincion de Gram realizada en muestra de orina mostraba un microorganismo con un

unico morfotipo, salvo criterios de exclusién.

4.3.2 Criterios de exclusion

Fueron excluidos del estudio:
e Pacientes menores a 18 afios.
e Los pacientes no ingresados en hospitalizacién o area de Urgencias en el
momento de la recepcién de la muestra periférica.
e Aquellos en los que no habia suficiente volumen de muestra para la realizacion
de la técnica correspondiente.
e Aquellos con hemocultivos positivos en 7 dias previos a la recepcion de la

muestra.
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e Aquellos que tuvieran ya diagndstico etiolégico obtenido a través de otras

técnicas o muestras recibidas del mismo episodio.

4.3.3 Algoritmo diagnostico “Fast Track” (FT)

Durante el periodo de estudio, los dias laborables (lunes-viernes) por la mafiana (hasta
las 10 horas) se revisaron los hemocultivos recibidos en el laboratorio de microbiologia
en las 10 horas previas y se recogieron los pacientes que ademds tenian una muestra

de orina recibida el mismo dia.

En la muestra de orina de los pacientes que cumplian los criterios de inclusidn y

ninguno de exclusidn, se continud con el siguiente algoritmo de diagndstico:

- Cohorte de comparacién

1. Tincidn de Gram.

2. Cultivo convencional.

- Cohorte de intervenciéon-algoritmo de diagndstico rapido(Fast Track, FT), Figura

13.
1. Tincion de Gram

2. Cultivo convencional

3. Introduccidn en el Alfred 60/AST. Se realizé a todas las muestras de orina
seleccionadas de acuerdo con la metodologia estdndar. Permitié determinar si
en la muestra habia crecimiento bacteriano significativo para continuar el resto
del algoritmo (15 minutos-2 horas)

4. Encaso de crecimiento detectado, se realizé centrifugacién del vial e
identificacion mediante espectrometria (MALDI-TOF-MS) del pellet obtenido.

5. En caso de identificacidon de una enterobacteria, se determiné la susceptibilidad

antimicrobiana mediante Alfred 60/AST.
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6. En caso de identificacion por MALDI de E. coli o K. pneumoniae se realizo
deteccion de BLEE mediante inmunocromatografia (NG-Test CTX-M), con
resultado disponible en 15 minutos.

7. En caso de identificacidon de K. pneumoniae o de otra enterobacteria
procedente de un paciente con estado de portador conocido de una
enterobacteria productora de carbapenemasa, deteccion de carbapenemasas
por inmunocromatografia (NG-Test Carba, detecta NDM-1, OXA-48, KPC, VIM-
1, VIM-2, IMP-1 e IMP-2). Este test se realizo a partir del pellet obtenido tras
incubacion en Alfred 60/AST.

Los resultados de la tincion de gran se compararon con el cultivo convencional en
ambas cohortes. Los resultados del resto del algoritmo de diagndstico rapido se

compararon con los del cultivo tradicional en la cohorte de intervencion.
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Figura 13. Algoritmo de diagndstico rapido en muestras de orina

4.3.4 Intervencion

En la cohorte de intervencion, los resultados obtenidos fueron informados al médico
responsable del paciente inmediatamente después de finalizar las técnicas rdpidas y de
tener la sensibilidad preliminar. Este resultado fue informado por un especialista en
Microbiologia y Enfermedades Infecciosas, proporcionando una interpretacion en el
contexto del paciente y una recomendacion de ajuste de tratamiento antimicrobiano

de acuerdo al resultado.

Esta intervencién no fue realizada en los pacientes pertenecientes a la cohorte

comparativa.

4.3.5 Recogida de datos

Al alta del paciente, y de forma retrospectiva, se recogieron anénimamente datos

procedentes de la historia clinica del enfermo:
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e Datos clinicos: edad, sexo, servicio de ingreso, indice de Charlson, **7

enfermedades de base, necesidad de ingreso en Unidad de Cuidados
Intensivos, necesidad de pruebas radioldgicas mayores o pruebas invasivas,
estancia hospitalaria y mortalidad en el ingreso.

e Datos microbioldgicos: tipo de muestra, resultado de cultivo convencional,
resultado de otras pruebas microbioldgicas realizadas y tiempo hasta el
resultado tanto del algoritmo de diagndstico rdpido como del diagndstico
convencional.

e Datos de tratamiento: antibidtico, dosis, via, duracion. El consumo de

antibidticos se midid mediante dias de tratamiento °8.

4.3.6 Definiciones:

1. Procesamiento convencional de urocultivos. Segun el PNT de trabajo de cada

area (Recogida y Procesamiento de Muestras, Urocultivos, Identificacion y
determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana; el laboratorio de
Microbiologia esta certificado con la ISO 9000-2015).

2. Sospecha de sepsis. Consideraremos como pacientes con sospecha de sepsis, y

por lo tanto candidatos a un algoritmo de diagndstico rapido mejorado,
aquellos pacientes en los que se han extraido hemocultivos y en los que se
haya obtenido ademas una muestra periférica para andlisis microbioldgico,
procedente del foco que se sospecha como origen del cuadro séptico.

3. Urosepsis 0 sepsis urinaria: segun las recomendaciones internacionales

(Cecconi, #558).

4. Foco de infeccidon: de acuerdo a los criterios del Centers for Disease Control and

Prevention criteria (CDC). (Horan, 2008 #1)

5. Lugar de adquisicién de la infeccidn: se considerd segun los criterios de

Friedman 1°®

6. Error mayor: el algoritmo de diagndstico rapido interpreta que un

microorganismo es sensible a determinado antibidtico y se determina
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posteriormente que es resistente mediante antibiograma convencional
realizado por microdilucion en caldo.

7. Error menor: el algoritmo de diagndstico rapido interpreta que un
microorganismo es resistente a determinado antibidtico y se determina
posteriormente que es sensible mediante antibiograma realizado por
microdilucién en caldo.

8. Tratamiento empirico adecuado: en caso de presentar el paciente una

verdadera infeccidn urinaria, el tratamiento empirico pautado cubre el
microorganismo aislado en cultivo mediante diagndstico convencional. Por

tanto, no se pudo evaluar en las orinas que finalmente estaban contaminadas.

4.3.7 Analisis estadistico

Se evalud la validez diagnéstica (sensibilidad, especificidad, valores predictivos,
cocientes de probabilidad y probabilidades post-test, con sus intervalos de confianza al
95%), de las técnicas microbioldgicas diagndsticas rapidas directamente en muestras

de orina. La técnica de referencia fue el cultivo microbiolégico estandar.

Las variables cualitativas se describen mediante sus frecuencias absolutas y relativas.
Las variables cuantitativas se resumen con su media, desviacion estandar (DE) o en su
mediana y rango intercuartilico (IQR) en caso de asimetria. En todos los casos se

comprobé la distribucién de la variable frente a modelos tedricos.

Las variables cualitativas se compararon con el test de la Chi cuadrado o test de Fisher.
Las variables cuantitativas que siguen una distribucién normal (expresadas en media y
desviacion estandar (DE) se compararon con el test de comparacion de medias (t de
Student). Cuando no fue posible asumir la distribucidn normal (test de Kolmogorov-
Smirnov) se utilizaron métodos no paramétricos (test U de Mann Whitney o test de la
mediana). En este Ultimo caso su expresién se muestra en mediana (p50) y su rango
intercuartilico (IQR p25-p75). Se rechazé la hipdtesis nula de igualdad entre los grupos

comparados cuando la p<0,05.

Se compararon las cohortes con modelos de regresion logistica para las variables

dicotdmicas y regresidn lineal para las variables de conteo, ajustando por edad, sexo,
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indice de Charlson, tipo de servicio y qSOFA. Los resultados se expresaron como odds
ratio (OR) en logistica y razon de tasas de incidencia (IRR) en Poisson, con su intervalo

de confianza al 95% (IC 95%). El nivel de significacidon estadistica se fijé en p <0,05.

Los paquetes de software utilizados fueron SPSS© (IBM SPSS Statistics 26.0) y STATA
v15.

4.3.8. Aspectos éticos

El estudio se realizd siguiendo las normas éticas internacionalmente aceptadas, de
acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki, respetando la normativa
legal aplicable y las recomendaciones de buena practica clinica
(CPMP/ICH/135/95). EI Comité Etico de Investigacion Clinica del HGUGM (CEIm
HGUGM, Madrid, Espafia) evalué favorablemente este proyecto, con cédigo

MICRO.HGUGM.2021-029.

5. RESULTADOS

Durante el periodo de estudio y el periodo horario mencionado previamente, se
recibieron en el laboratorio 5.387 orinas de pacientes con hemocultivos y orina
para urocultivo disponibles en el laboratorio, de acuerdo a los criterios descritos
previamente. De ellas, se pudo realizar tincion de Gram en 5.240, en el resto de
casos la muestra de orina no pudo ser procesada para diagndstico rapido por ser

insuficiente.

Fueron incluidos 594 pacientes que cumplian criterios de inclusién y ninguno de
exclusién, en los que la tincién de gran mostré un microorganismo con unico

morfotipo: 297 en el grupo comparativo y 297 en el grupo de intervencién.
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5.1 Caracteristicas de las cohortes

Las caracteristicas de las cohortes de intervencién y de comparacién se resumen en la
Tabla 9. Las medianas de edad fueron respectivamente de 74 afios (IQR 60-85) Y 73
afios (IQR 60-83). No hubo diferencias significativas con respecto a las comorbilidades,
con una mediana de indice de Charlson de 5 en ambos grupos. Las enfermedades de
base mas frecuentes fueron: tumor sélido (29,3% y 24,6%), diabetes mellitus (26,9% y
30,0% respectivamente), enfermedad renal crénica (23,6% y 25,6%), cardiopatia

(21,2% vy 22,9%), y enfermedad neurolégica (20,2% y 13,1%).

La mayor parte de los pacientes estaban ingresados en un servicio médico (73,0% en

ambos grupos).

La gravedad de la infeccidén sospechada fue también equiparable en ambos grupos,
cumpliendo criterios de SIRS el 55,6% de la cohorte de intervencion y el 49,2% de la
cohorte comparativa (p=0,066). En cuanto al gSOFA, 117/297 (39,4%) tenian un qSOFA
de 2 0 mas en la cohorte de intervencién frente a 104 (35,0%) en la cohorte de

comparacion (p=0,205).

5.2 Foco de infeccion

Fueron diagnosticados finalmente de infeccidn urinaria 164 pacientes (55,2%) en el

grupo de intervencion y 162 (54,5%) en el grupo comparativo (p= n.s.).

En el resto de pacientes el aislamiento en orina fue considerado colonizacién y no una
verdadera infeccién urinaria. De ellos, 39 pacientes (13,1%) en el grupo de
intervencion y 45 (15,2%) en el grupo comparativo tuvieron finalmente un diagndstico
alternativo no infeccioso. El resto de pacientes tuvieron infecciones de foco distinto al
urinario: 18,9% vy 12,1% una infeccién respiratoria; 3,7% vy 9,4% una infeccién intra-
abdominal; 2,0% y 2,4% una infeccién de piel y partes blandas; 3,0% y 2,0% una

endocarditis infecciosa; 4,1% vy 4, 4% otro tipo de infeccion respectivamente.
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Tabla 9. Caracteristicas basales en la cohorte de intervencion y la cohorte
comparativa.

Variable Cohorte de Cohorte p
intervencion comparativa
(n=297) (n=297)
Edad (afios) (mediana, IQR°) 74 (60-85) 73 (60-8) 0,652
Género, mujeres (n, %) = 149 (50,2) 153 (51,5) 0,743
indice de Charlson (mediana, IQR) 5 (3-5) 5 (3-7) 0,592
Tipo de servicio (n, %) 0,998
Meédico | 199 (67) 192 (64.6)
Cuidados intensivos | 24 (8) 30 (10.1)
Quirdrgico 18 (6,1) 19 (6,4)
Inmunodeprimidos | 27 (9,1) 27 (9,1)
Oncohematoldgicos | 35 (11,8) 34 (11,5)

Enfermedad de base (n, %)
Cardiopatia | 63 (21,2) 68 (22,9) 0,621

Diabetes mellitus | 80 (26,9) 89 (30,0) 0,413
Enfermedad neuroldgica 60 (20,2) 39 (13,1) 0,021

) 15 (5,1) 0,005
) 76 (25,6) 0,567
) 35 (11,8) 1,000

Enfermedad psiquidtrica | 34 (11,4
Enfermedad renal crénica 70 (23,6

EPOC* | 35 (11,8

Hemodidlisis 2 (0,7) 9 (3,0 0,033
Enfermedad hepdtica 11 (3,7) 27 (9,1) 0,007
Neoplasia hematoldgica 16 (5,4) 18 (6,1) 0,724
Trasplante de drgano sédlido 19 (6,4) 29 (9,8) 0,132
Neoplasia sélida 87 (29,3) 73 (24,6) 0,195
VIH® 5 (1,7) 7 (1,3) 0,737
Sin comorbilidades | 51 (17,2) 52 (17,5) 0,914
SIRS? (n, %) | 165 (55,6) 146 (49,2) 0,066
qSOFA® (n, %) 0,205

1| 179 (60,3) 193 (65,0)

2| 101 (34) 95 (32,0

3| 17 (57) 9 (30

ABREVIATURAS: 2IQR, rango intercuartilico; "EPOC, enfermedad pulmonar obstructiva crénica; VIH, virus
de la inmunodeficiencia humana, 9SIRS, sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, ®qSOFA, quick
systemic organ failure assessment.
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5.3 Resultados de la microbiologia

Los resultados de la microbiologia se resumen en la Tabla 10.

Los microorganismos aislados con mas frecuencia en cultivo de orina fueron
Enterobacterales en ambos grupos (69,0% y 58,9%) seguido de cocos Gram positivos
(6,4% vy 10,8%), levaduras (3,4% y 5,4%) y no fermentadores (1,7% vy 7,1%). Dieciocho
urocultivos (6,1%) en el grupo de intervenciény 21 (7,1%) en el grupo de comparacién

fueron considerados como contaminados.

Tuvieron bacteriemia significativa 71 (23,9%) pacientes en la cohorte de intervencién y
74 (24,9%) en la cohorte de comparacién. La mayoria fueron producidas por
enterobacterias en ambos grupos (54,9% vy 52,7%), seguido de cocos Gram positivos

(5,7% y 7,1%).
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Tabla 10. Microorganismos aislados en orina y hemocultivos y comparacion entre

ambas cohortes.

Variable Cohorte de Cohorte de p
intervencion comparacion
(n=297) (n=297)
Microorganismo aislado 0,003
en urocultivo (n, %)
Enterobacterales | 245 (82,5) 207 (69,7)
BLEE | 38 (12,8) 25 (8,4)
Carbapenemasa 2 (0,7) 5 (1,7)
P. aeruginosa 5 (1,7) 17 (5,7)
Otros no fermentadores 0 (0,0) 4 (1,3)
Cocos Gram positivos 19 (6,4) 32 (10,8)
Contaminado 18 (6,1) 21 (7,1)
Levaduras 10 (3,4) 16 (5,4)
TAT (horas) mediana (IQR) | 7,25 (6,83-7,83) 75,0 (51,0- <0,001
Incluyendo antibiograma rdpido 100,0)
Microorganismo aislado 0,513
en hemocultivo (n, %)
Ninguno o no significativo | 226 (76,1) 223 (75,1)
Enterobacterales 48 (16,2) 42 (13,1)
BLEE 8 (2,7) 4 (1,3)
P. aeruginosa (2) (2,7)
Cocos Gram positivos 17 (5,7) 21 (7,1)
Levaduras 1 (0,3) 0 (0,0)
Otros 2 (0,6) 0 (0,0)

ABR: BLEE: betalactamasa de espectro extendido
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5.4 Cultivo convencional versus algoritmo de diagndstico rapido

5.4.1 Tincion de Gram

Comparado con el urocultivo convencional, la tincion de Gram tuvo una sensibilidad de

77,2%, especificidad de 92,9%, VPP de 79,5% y VPN de 92,0 %.

Tabla 11. Comparacion de la tincién de Gram con urocultivo convencional

Urocultivo Positivo | Negativo | Total

Tincion de Gram

Positivo 1065 274 1339
Negativo 314 3587 3901
Total 1379 3861 5240

5.4.2 Deteccion de crecimiento mediante Alfred AST e identificacion por MALDI-TOF-
MS

Se detectd crecimiento de algin microorganismo por Alfred AST en todos los casos
(297/297, 100%) e identificacién por MALDI-TOF-MS del pellet obtenido con un score
adecuado en 295/297 (99,3%). No se obtuvo identificacién por MALDI-TOF-MS en 2
casos.

En 16 casos el urocultivo se considerd finalmente contaminado por el diagnéstico
convencional y su concordancia con la identificacién rapida por MALDI-TOF-MS no
pudo ser evaluada.

En los 279 casos restantes, la concordancia de la identificacion mediante MALDI-TOF-
MS con respecto a la identificacién obtenida por cultivo convencional fue de 275/279,
98,6%.

Por tanto, el algoritmo de diagndstico rapido adelanté la identificacion del

microorganismo, con respecto al cultivo convencional, en 275/297, 92,6% de los casos.
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5.4.3 Antibiograma rapido mediante Alfred 60/AST

De los 297 pacientes incluidos en la cohorte de intervencidn, 245 tuvieron
identificacion de una enterobacteria por MALDI-TOF-MS, realizandose en ellos

antibiograma rapido mediante Alfred 60/AST.

El resultado de dicho antibiograma no fue interpretable en 8 casos por insuficiencia de
la muestra o “error” segun el programa de Alfred 60/AST. En los 237 restantes
(96.7%), se dispuso de un “antibiograma preliminar” mediante este sistema en un
tiempo medio de 5:37 horas para ciprofloxacino y amikacina y de 7:15 horas para
amoxicilina-clavulanico, cefotaxima, piperacilina/tazobactam y meropenem. Se
comparo la concordancia del antibiograma proporcionado por Alfred 60/AST, con
respecto al antibiograma convencional por microdilucion en 228 (93%) y no se pudo
comparar en 9 por tener un resultado de urocultivo contaminado mediante el
diagndstico convencional. La concordancia fue de 161/228 (70.6%) para
amoxicilina/clavulanico; 209/228 (91.7%) para piperacilina/tazobactam; 216/228
(94.7%) para cefotaxima, 198/228 (86.8%) para meropenemy 198/228 (86.8%) para

ciprofloxacino.

Las diferencias de interpretacion de antibiograma mediante el algoritmo de
diagndstico rapido, comparado con el diagndstico convencional, fueron consideradas

error menor en el 88,1% y error mayor en el 11,9%.

5.4.4 Deteccion de BLEE y carbapenemasas por inmunocromatografia

Se realizd ICT de BLEE en 224 pacientes en los que se identificd E. coli o K. pneumoniae
por MALDI-TOF-MS y fue positiva en 45 (20,1%). La presencia de BLEE no se pudo
confirmar en 7 casos por estar contaminado el urocultivo convencional, pero fue
coincidente con los resultados del cultivo en el resto de casos (217/217, 100%).

Se realizo ICT de carbapenemasa en 62 pacientes y fue positiva en 2 (3,2%),

coincidiendo con diagndstico convencional en todos los casos (62/62, 100%).
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5.4.5. Tiempos de respuesta diagndstico rapido y diagndstico convencional

El tiempo de respuesta desde la recepcion de la muestra hasta disponer de la
identificacion mediante MALDI-TOF-MS, de la sensibilidad mediante Afred 60/AST y de
la deteccién de BLEE/carbapenemasa en el caso de las enterobacterias fue de 7,25
horas de mediana (IQR 6,83-7,83); mientras que la identificacion y sensibilidad por
diagndstico convencional se obtuvo tras 75 horas de mediana (IQR 21,0-100,0), es

decir, de unos 3 dias.

5.4.6 Comparacion de resultados del diagndstico rapido con hemocultivos

En la cohorte de intervencion, 72 pacientes (24,2%) tuvieron un aislamiento
significativo en los hemocultivos que acomparfiaban la muestra de orina. El
microorganismo aislado en hemocultivos coincidia con el identificado en orina

mediante el algoritmo de diagndstico rapido en 46/72 (63,9%).

5.5 Tratamiento antibidtico empirico

En la cohorte de intervencién el antibidtico empirico mas utilizado fue ceftriaxona
(149/297, 50,2%) seguido de piperacilina/tazobactam (103/297, 34,7%), meropenem
(66/297, 22,2%) y amoxicilina-clavulanico (28/297, 9,4%) mientras que en la cohorte
de comparacion el mas frecuente fue piperacilina/tazobactam (125/297,42,1%)
seguido de ceftriaxona (110/297, 37,0%), meropenem (90/297, 30,3%) y amoxicilina-
clavulanico (29, 9,8%). Las diferencias entre la cohorte de intervencidny la
comparativa fueron significativas para ceftriaxona (50,2% vs 37,0%, p =0,0017) y

meropenem (22,2% vs 30,3%, p =0,032).

5.6 Comunicacion de resultados y ajuste de tratamiento

El resultado del algoritmo de diagndstico rapido estuvo disponible en el mismo turno

de mafiana en que se recibié la muestra de orina en 280 pacientes (94,3%) y fue
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posible contactar telefénicamente para proporcionar la informacién obtenida del
algoritmo de diagndstico rapido el mismo dia en 267 (89,9%). Esto fue posible ya que
los resultados del antibiograma rapido en Alfred 60/AST pudieron ser interpretados
mediante lectura de las curvas de crecimiento, previo a la finalizacién de la incubacién
y al resultado definitivo automatizado, aproximadamente 5 horas tras la introduccién
de la orina. En 9 casos (3,0%) se contacto al dia siguiente de recibir la muestra y en los
21 casos (7,1%) restantes no fue posible contactar y se anotaron los resultados y las

recomendaciones en la historia clinica electrénica de los pacientes.

En el momento de la llamada 284/297 (95,6%) pacientes recibian tratamiento
antibiotico. Se recomendé mantener tratamiento en 190 (64,0%) y modificarlo en 107
(36,0%): iniciar tratamiento en 1 (0,3%), suspender en 6 (2,0 %) por considerarse tras la
entrevista que el aislamiento en orina suponia una colonizacion, reducir cobertura en
58 (19,5%), ajustar a un antibiético mas adecuado en 15 (5,0%) y ampliar cobertura en

27 (9,1%)

Los facultativos responsables del paciente aceptaron la recomendacién dada en el

90,9% de los casos.

La encuesta de satisfaccion con respecto a la informacion recibida fue contestada por
206 médicos receptores y fue considerada como muy util en 170 casos (82,5%), util en

33 (16,0%), e indiferente en 3 (1,5%).

5.7 Impacto clinico del algoritmo de diagndstico rapido

En el analisis univariable, observamos una menor duracién de tratamiento antibiotico,
menor gasto en antibidticos, menor estancia hospitalaria, menor necesidad de ingreso
en UCl y menor mortalidad en el grupo de intervencidn con respecto a la cohorte de
comparacion. Las diferencias en los dias de estancia en UCl y en la incidencia de

infeccidn por C. difficile (ICD) no fueron estadisticamente significativas (Tabla 12).
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Tabla 12. Comparacion de la evolucién y variables de resultado entre la cohorte
de intervencién y la cohorte comparativa seguln analisis univariable.

Variables Cohorte de Cohorte P
intervencion comparativa
(n=297) (n=297)

Estancia hospitalaria, dias 9 (6,0-18,0) 12 (7,0-30,0) <0,001
(mediana (IQR?)

Necesidad de ingreso en UCP (n, 22 (7,4%) 40 (13,5%) 0,015
%)

Dias de estancia en UCI 14 (3,8-25,5) 9.5 (4,0-23,5) 0,075
(mediana, IQR)

DOT* (mediana, IQR) 8(5,0-12,5) 10 (6,0-16,0) 0,008

Numero de antibidticos iv (media, 2,03 (DE 1,28) 2,4 (DE 1,61) 0,008
DE?)

Coste de antibiéticos, € (mediana, | 101.4 (40,1-277,0) 155.3 (52,8- 0,002

IQR) 402,1)

Mortalidad global (n, %) 18 (6,1) 33 (11,1) 0,028

Mortalidad relacionada (n, %) 1(0,3) 5(1,7) 0,056

IcD? (n, %) 8(2,7) 12 (4,0) 0,363

ABREVIATURAS: 2IRQ, rango intercuartilico; PUCI, unidad de cuidados intensivos; “DOT, dias de

cada tratamiento antibidtico recibido; YICD, infeccién por C. difficile, *desviacion estandar.

La comparacion de las cohortes con modelos de regresion logistico y lineal, ajustadas

por edad, sexo, indice de Charlson, tipo de servicio y gSOFA se muestran en la Tabla

13. Este analisis mostrd una reduccion relativa en la cohorte de intervencion del 12,0%

en dias de tratamiento antibidtico (IC95 0,69-0,89, p<0,001); del 14,0% en dias de

antibioterapia iv (IC 95 0,77-0,96, p=0,006); del 58,0% en la necesidad de ingreso en

UCI (0.0,23-0,74, p=0,003); del 11,0% en dias de estancia hospitalaria (1C95 0,72-1,11,
p=0,31); del 40% en dias de estancia en UCI (1C95 0,34-1,05, p=0,076); del 35,0% en la
infeccidn por C. difficile (1C95 0,26-1,65, p=0,36), del 49% (1C95 0,27-0,98, p=0,045) en
la mortalidad global y del 87,0% (IC 0,013-1,2, p=0,072) en la mortalidad relacionada.
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Tabla 13. Modelos de regresién y resultados relativos para las variables estudiadas.

Variables IRR°/OR" (IC 95%) p

Estancia hospitalaria 0,81 (1C95 0.72-1.11) 0,31
Necesidad de ingreso en UCI* 0,42 (1C95 0.34-1.05) 0,003
Dias de estancia en UCI 0,60 (0.72-1-11) 0,076
por* 0,78 (0.69-0.89) <0,001

Numero de antibiéticos ivf 0,86 (0.77-0.96) 0,006

ICD¢ 0,65 (0.26-1.65) 0,36

Mortalidad global 0,51 (0.27-0.98) 0,045
Mortalidad relacionada 0,13 (0.013-1.2) 0,072

3|RR, razdn de tasa de incidencia; POR, odds ratio; UCI, unidad de cuidados intensivos,
4DOT, dias de cada tratamiento antibiético recibido, €ICD, infeccién por C. difficile, fiv,
intravenosos. Andlisis ajustado por edad, sexo, tipo de servicio, indice de comorbilidad

de Charlson y gSOFA

6. DISCUSION

Los resultados de nuestro estudio indican que un algoritmo de diagndstico rapido en
pacientes con sospecha de sepsis urinaria, seguido de la comunicacién inmediata de
resultados y de consejo terapéutico por parte de un experto al médico responsable del
paciente, conlleva una reduccién en el consumo, el coste de antibidticos, la necesidad
de ingreso en UCl y la mortalidad global, con una tendencia ademas a la reduccion en
la estancia hospitalaria y la estancia en UCI. Este algoritmo esta basado en tincién de
gram, deteccidn de crecimiento por nefelometria laser, identificacién mediante

MALDI-TOF-MS y realizacion de antibiograma rapido mediante nefelometria laser,
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combinado con la intervencién de un experto en enfermedades infecciosas y en

optimizacidn del tratamiento antimicrobiano.

La infeccidon urinaria es uno de los motivos de consulta mas frecuentes por una
enfermedad infecciosa, constituye aproximadamente un 40% de las infecciones
bacterianas, es causa de unas 237.000 muertes anuales, 22293 y en Espafia es la

segunda causa mas frecuente de prescripcion de antibidticos?%4.

En pacientes sépticos, la inadecuacion del tratamiento antibidtico empirico se asocia a
una mayor morbimortalidad **° y la eleccién del antibiético adecuado es cada vez mas

dificil en la era de la multi-resistencia. 295206

El diagndstico microbiolégico convencional puede tardar hasta 24 horas en la
identificacion de una bacteria aislada de cultivo y hasta 48 horas en la determinacién
de la sensibilidad a antibidticos, tiempos demasiado largos que van a tener un impacto

en la morbimortalidad de la sepsis. 2°!

Sin embargo, existen nuevas tecnologias capaces de adelantar este diagnéstico. El
autoanalizador Alfred 60/AST (Alifax), con marca CE, es capaz de detectar crecimiento
bacteriano mediante nefelometria laser y puede reducir considerablemente el tiempo
los resultados de sensibilidad a antibidticos, tanto en hemocultivos 11>:207.208 como en
otro tipo de muestras!®20%210 Este sistema se ha utilizado como despistaje de

infeccién urinaria 118

pero su rendimiento no ha sido evaluado en pacientes con
sospecha de sepsis urinaria. Asi mismo, distintos estudios han evaluado la utilidad de
MALDI-TOF-MS para identificar el microorganismo causante de infeccidn urinaria sobre
muestra directa de orina con resultados variables.?3%211 También se ha evaluado el
papel de MALDI para realizacion de antibiograma rdpido sobre muestra directa de
orina observando una concordancia muy elevada con el diagndstico convencional y
obteniendo resultados en 4.5 horas.'34. Athamna et al?!? evaluaron de forma similar a
nuestro estudio la identificacion mediante MALDI-TOF-MS del pellet obtenido tras 3.5
horas de incubacién en Alfred AST de muestras de orina con muy buen rendimiento.

Sin embargo, el impacto clinico de la realizacién de este tipo de técnicas no ha sido

evaluado.
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En nuestro estudio la combinacion de la incubacidon de la muestra de orina en Alfred
60/AST combinado con la identificacion mediante MALDI-TOF-MS y la deteccion de
mecanismos de resistencia, del pellet obtenido tras la deteccidn de crecimiento, fue
capaz de adelantar la identificaciéon del microorganismo causante de infeccién urinaria
en el 92,8% de los casos. En el caso de las enterobacterias, causa mayoritaria de la
infeccidn urinaria, Alfred 60/AST proporciond la sensibilidad a antibiéticos en el 93,2%
de los pacientes, con una buena concordancia con respecto al diagnéstico
convencional, en un tiempo de unas 7,20 horas desde la recepcién de la muestra,
frente a las mas de 72 horas mediante el diagndstico convencional. Es interesante que
el antibiograma rapido pudo ser interpretado con antelacion al resultado definitivo del
mismo, mediante lectura de las curvas de crecimiento sin y con antibidtico, e
informado en el mismo turno en que la muestra fue recibida en el laboratorio en mas

del 90% de los casos.

Hemos encontrado diferencias significativas a favor de nuestra intervencién en varias
variables: DOT (8 dias vs 10 dias, p=0,006), nimero de antibidticos intravenosos (2,0 vs
2,4, p=0,006), la necesidad de ingreso en UCI (7,4% vs 13,5%, p=0,003) y la mortalidad
global (6,1 vs 11,1%, p =0,028).

La infeccidn urinaria se asocia en numerosos estudios con un uso indiscriminado de
antibidticos 213215, con el consecuente impacto negativo tanto en el paciente como en
la epidemiologia local. El diagndstico microbiolégico precoz es una parte fundamental
de los equipos PROA, de cara a permitir un tratamiento dirigido con el menor espectro
posible. La recepcion de la informacidn de forma rapida por parte del médico
responsable en el mismo turno en el que se remite la muestra al laboratorio ha
mostrado tener un impacto muy significativo en el consumo de antibioterapia. Este
impacto se debe en gran parte a la transmisién de la informacion por parte de un
especialista en enfermedades infecciosas capaz de recomendar el tratamiento
antibiético mas adecuado y la duracién en cada caso particular. El algoritmo de

diagndstico rapido constituye por tanto una herramienta y una oportunidad para

mejorar la prescripcion de antibidticos en pacientes con infeccién urinaria grave.
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En nuestro estudio observamos una adecuacion del tratamiento antibiético empirico
de aproximadamente 90%, adecuacidon mas elevada que la referida en la literatura,
probablemente por la baja tasa de resistencias en nuestro centro. Es posible que a ello
se atribuya la baja mortalidad encontrada en nuestro estudio con respecto a la
literatura 2° y que también que la diferencia de la mortalidad entre ambos grupos no

fuera significativa.

La mayor limitacién de nuestro estudio es la ausencia de randomizacién. La politica de
antibioticos y el manejo del paciente no han cambiado en nuestro centro en los
diferentes periodos de ambas cohortes, y las cohortes eran comparables segun
comorbilidad y gravedad de presentacion, difiriendo en algunas enfermedades de base
y en el tipo de microorganismo finalmente identificado. Se ajustaron los resultados en
los modelos de regresion por edad, sexo, tipo de servicio y gravedad medida por

gSOFA.

Otra limitacion es que no pudimos valorar el tiempo hasta la administracién del

antibidtico correcto, ya que dicha variable no queda registrada informaticamente.

Destacar ademas que aproximadamente la mitad de los pacientes en ambas cohortes
no cumplian criterios de sepsis a pesar de haberse extraido hemocultivos y que
también aproximadamente la mitad no tenia una infeccién urinaria como infeccion
principal, ambos factores que pueden reducir el verdadero impacto que tendria la
intervencién en el caso de una verdadera sepsis urinaria. En este sentido, una mejor
seleccion de los pacientes, por ejemplo, pacientes con activacion de cédigo sepsis,
podria tener mayor impacto en el prondstico, en la estancia y en el consumo. Por
ultimo, las muestras se procesaron Unicamente en horario de mafiana y el impacto de

realizarla durante las 24 horas del dia podria variar.

En conclusién, nuestros hallazgos apoyan la utilizacién de un algoritmo de diagndstico
rapido sobre muestra de orina en pacientes hospitalizados con infeccién urinaria

complicada o sepsis urinaria y resaltan el importante papel del consejo proporcionado
por un especialista en enfermedades infecciosas cuando se proporciona la informacién

al clinico responsable del paciente.
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PARTE 3 PROYECTO SINTESIS. CODIGO SEPSIS: IMPLICACIONES PARA UN SERVICIO DE
MICROBIOLOGIA Y ENFERMEDADES INFECCIOSAS.

1. INTRODUCCION

En la busqueda de medidas que disminuyan la alta mortalidad de la sepsis, se han
implementado en todo el mundo alertas para detectarla precozmente, 1921,45144,145
Estas alertas estan disefiadas para guiar a los clinicos en la toma de decisiones
diagndsticas y terapéuticas, ademas de aumentar la adherencia a las medidas que han
mostrado tener un impacto en el prondstico de la sepsis. Sin embargo, pocos
hospitales tienen una intervencién homogénea y el nivel de evidencia acerca de su
66,158,216

impacto es variable.

7217 con el objetivo de promover

En Espafia se ha iniciado el proyecto “Cédigo Sepsis
cambios culturales para mejorar la atencion del paciente con sepsis grave o shock
séptico. Inicialmente se sumaron 11 sociedades cientificas, que en 2012 se reunieron y
empezaron a trabajar en diferentes frentes, en consonancia con la tendencia mundial.
Fruto de este trabajo, en 2015 se presento el “Documento de Consenso” en el que
participaron 15 sociedades espafiolas y que ha sido aprobado por el Ministerio de
Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad y por todas las comunidades auténomas, y se ha
incorporado dentro del Programa de Seguridad del Paciente 2015-2020, y del Plan
Nacional de Resistencia Antibidtica (PRAM) del propio Ministerio. Para la Comunidad
de Madrid, el documento de consenso para la implantacion del cédigo sepsis se

completé en abril de 2017 con las recomendaciones principales. 146

A pesar de que el diagndstico microbioldgico es un pilar fundamental en el manejo
adecuado de la sepsis, existen pocos datos acerca de la implicacién que estas alertas
tienen en el laboratorio de microbiologia 147150152218 3 nesar de que estos pacientes
son probablemente los que mas se beneficiarian de las nuevas tecnologias disponibles

para el diagndstico microbioldgico. 93°4115128,147,151,192,193,219-227

Por otro lado, debido a la amplia cartera de nuevas tecnologias y a las dificultades de
su interpretacién, es imprescindible combinarlas con la presencia de un especialista en
enfermedades infecciosas familiarizado con las nuevas técnicas y capaz de

proporcionar, en base a las mismas, un consejo diagndstico y terapéutico. El impacto
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gue una intervencion similar pueda tener en el prondstico del paciente no ha sido bien

estudiado.

228

En el presente trabajo hemos querido evaluar las implicaciones de la implementacidn

del cddigo sepsis en la practica rutinaria habitual en un Servicio de microbiologia

clinica y enfermedades infecciosas, la aplicacidén de las nuevas tecnologias en este tipo

de pacientes, la rentabilidad de las mismas con respecto al diagndstico convencional y

el potencial impacto de la intervencion por parte de enfermedades infecciosas.

2. OBIJETIVOS

1.

Evaluar las caracteristicas de los pacientes con cddigo sepsis de nuestro
centro, la adecuacién de la activacion de la alerta, la adecuacion del
tratamiento antimicrobiano, el diagndstico etioldgico, la evolucion y el

consumo de antibidticos.

Evaluar el impacto de la alerta de cddigo sepsis en el laboratorio de
Microbiologia: nimero de hemocultivos recibidos de pacientes con cdadigo
sepsis respecto al total, nUmero de muestras periféricas recibidas sobre el
total, nUmero de muestras en las que se aplican las nuevas tecnologias para

diagnéstico rapido.

Medir el impacto de la alerta en las interconsultas de enfermedades

infecciosas: nimero de interconsultas por cédigos sepsis sobre el total.

Evaluar si existe un impacto clinico sobre el paciente, de una llamada urgente

al laboratorio de microbiologia en el momento de activar un cédigo sepsis.

Evaluar si la valoracién por un especialista en enfermedades infecciosas tiene
un impacto en el tratamiento antibiético, en la estancia hospitalaria o en el

prondstico del paciente.

Evaluar los factores relacionados con la mortalidad en este tipo de pacientes.
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3. METODOLOGIA

3.1 DISENO Y PERIODO DEL ESTUDIO

Estudio prospectivo observacional que evalla los pacientes con activacion de cédigo
sepsis en el Hospital General Universitario Gregorio Marandn entre noviembre de 2022

y junio de 2023.

3.2 AMBITO DEL ESTUDIO

Estudio realizado en el Hospital General Universitario Gregorio Marafion. Nuestra
institucién es un hospital de 1.349 camas que atiende a pacientes provenientes de 13
centros de salud, con una poblacién aproximada de 750.000 habitantes. Se trata de un
hospital de alta complejidad que consta de 7 unidades de pacientes criticos (2 UCls
médicas, 2 UCls post-quirdrgicas, 1 unidad coronaria, 1 UCI pediatrica, 1 UCI de
neonatologia) y atiende inmunodeprimidos incluyendo pacientes trasplantados de
organo sélido y receptores de trasplante de progenitores hematopoyéticos. El Servicio
de Microbiologia y Enfermedades Infecciosas de nuestro hospital esta compuesto tanto
por facultativos de laboratorio como por facultativos que realizan las interconsultas de
los pacientes ingresados con sospecha de infeccion. El contacto entre ambos grupos es
estrecho y continuo de manera que existen varias alertas creadas para informar de los
resultados mas criticos desde el laboratorio al clinico correspondiente de manera que

exista una correcta interpretacion y actuacién de acuerdo a dichos resultados.

El laboratorio de Microbiologia recibié 164.510 muestras para cultivo bacterioldgico en

2023, con una media mensual de 13.709 muestras.

El area de interconsultas del servicio de microbiologia, realizé 5.293 interconsultas en
2023, con una media mensual de 440 interconsultas en pacientes hospitalizados a cargo

de otros servicios.
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3.3 PACIENTES Y METODOS

3.3.1. Criterios de inclusion

Pacientes mayores de 18 anos en los que se activa CS en el HGUGM entre noviembre de

2022 y junio de 2023.

3.3.2. Criterios de exclusion

Seran excluidos del estudio los pacientes menores de 18 afios.

3.3.3. Alerta de cddigo sepsis

El 18 de noviembre de 2022 se implementd en nuestro centro la alerta de “cédigo

sepsis”.

Dicha alerta no estd automatizada, se activa manualmente por parte del personal
médico o de enfermeria en funcién de la sospecha de sepsis y la situacién del paciente,
en base a las definiciones de los consensos ya mencionados previamente Sepsis 2 y
Sepsis 3. De forma resumida, se activa el cédigo en presencia de sospecha de infeccién,
shock séptico y/o qSOFA mayor o igual a 2 y/o presencia de SIRS y disfuncién de uno o

mas érganos.

Como parte del protocolo de actuacidn, se recomienda encarecidamente la extraccion
de hemocultivos y de muestras procedentes del potencial foco de infeccion siempre
que sea posible, seguido del inicio de tratamiento antibidtico, a valorar en funcién de

las caracteristicas del paciente y de la adquisicién de la infeccion.

Debido a que la alerta de sepsis no es transmitida automaticamente al laboratorio, se
recomienda también la llamada al laboratorio de microbiologia para informar del
paciente con alerta de sepsis ademas de informar del envio de muestras que deberan
procesarse rapidamente en el laboratorio. Sin embargo, en el periodo de estudio, esta

llamada no se produjo en todos los casos.
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3.3.4 Diagnostico microbiolégico

El laboratorio de microbiologia del HGUGM funciona diariamente 24 horas al dia con un

microbidlogo de guardia disponible también 24 horas.

Los hemocultivos recibidos son procesados inmediatamente introduciéndose en un

sistema de incubacién automatica. En caso de deteccién de positividad por este Sistema,

se realiza un algoritmo de diagndstico rdpido que consiste en:

Tincion de Gram.

Realizacion de subcultivos en placas de cultivo en medio sélido tipo agar sangre,

agar chocolate y agar Brucella.

Realizacion de antibiograma de muestra directa de hemocultivo con método
disco-placa en funcidn de la tincion de Gram: siembra en Muller-Hinton para
cocos Gram positivos en racimo y bacilos Gram negativos, siembra en agar

sangre para cocos Gram positivos en cadena.

En caso de visualizaciéon de cocos Gram positivos en racimo en una Unica
extraccidn, no se prosigue con el algoritmo diagndstico, sino Unicamente con

cultivo convencional.

En el resto de los casos, identificacion sobre muestra directa mediante MALTI-

TOF-MS tras obtencion de pellet.

En los dias laborables, en los hemocultivos positivos a primera hora de la
mafiana, con visualizacidon de bacilos Gram negativos, se realiza antibiograma

rapido mediante sistema ALFRED 60/AST.

En el caso de visualizacién de cocos Gram positivos en racimo, identificaciéon de
S. aureus en muestra directa por MALDI-TOF-MS o ausencia de identificacién por
MALDI-TOF-MS, se realizard GeneXpert de S. aureus para deteccion de gen MecA
y SCC de cara a identificar si se trata de S. aureus sensible (SAMS) o resistente

(SARM) a meticilina.

En la siguiente jornada se realiza la lectura de los antibiogramas realizados

mediante técnica disco-placa, de acuerdo a los criterios EUCAST.
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e Serealiza ademas antibiograma mediante microdilucion en caldo, bien del pellet
obtenido directamente del hemocultivo, o de la colonia obtenida del subcultivo

en medio sdlido.

Este algoritmo se realiza tanto en pacientes con activacidon de cddigo sepsis como en

pacientes con bacteriemia sin activacion del cédigo sepsis.

El resto de muestras se procesan también de forma urgente, siempre que se alerte
previamente mediante llamada telefénica al microbidlogo de guardia, quien decidira las
técnicas de diagndstico rdpido pertinentes en cada caso de acuerdo al sindrome del

paciente, tales como:

e Tincion de Gram en el caso de muestras de orina, liquidos estériles, muestras de

tracto respiratorio inferior, lesiones cutaneas y abscesos.

e Antibiograma de muestra directa mediante disco-placa o E-test en caso de
visualizacidon de un microorganismo con un Unico morfotipo en la tincidon de
Gram de muestras de: orina, aspirados traqueales, lavado broncoalveolar,

abscesos.

e Pruebas de deteccién de antigenos mediante inmunocromatografia: deteccién
de antigeno GDH vy toxinas A/B de C. difficile en heces (C. diff Quick Chek
Complete®), deteccidn de antigeno de S. pyogenes en muestras de piel y partes

blandas.

e PCR especificas GeneXpert® de C. difficile (deteccidén de toxina B) en el caso de
deteccidén de antigeno por inmunocromatografia y GeneXpert de S. aureus en

muestras de piel y partes plandas.

e Paneles sindromicos de PCR multiple Filmarray Biofire® (panel de
meningitis/encefalitis en LCR, panel de neumonia en muestras de tracto
respiratorio inferior, panel gastrointestinal en muestras de heces una vez

descartado C. difficile).
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3.3.5 Intervencion por parte del especialista en enfermedades infecciosas

El drea de interconsultas de enfermedades infecciosas funciona los dias laborables de 8
a 15h, y no existe en nuestro centro una guardia especifica para valoracién las 24 horas.
Las alertas de “Cédigo sepsis” activadas el dia anterior y el mismo dia son revisadas por
el equipo de enfermedades infecciosas y valoradas en funcién del area donde se
encuentre el paciente. No todos los pacientes son valorados, ya que, al no haber guardia
de 24 horas, algunos pacientes son dados de alta o fallecen antes de poder ser
evaluados. Ademas, en ocasiones el paciente estd en un area de transito o en un area

donde no es posible la valoraciéon mientras la alerta esta activa.

Los interconsultores de enfermedades infecciosas intervienen en el manejo del paciente
en los siguientes aspectos.

e Consejo sobre el diagndéstico microbiolégico (extraccion de muestras o
realizacién en el laboratorio de técnicas adicionales), en caso de carecer de
diagndstico etioldgico en el momento de la valoracion.

e Consejo sobre la necesidad de otro tipo de pruebas para valoracién del foco de
la sepsis, como pruebas bioquimicas, radioldgicas o endoscdpicas.

e Consejo sobre el ajuste de tratamiento antibidtico, tanto en aquellos con

diagndstico etioldgico como en aquellos sin diagnodstico.

3.3.6 Recogida de datos

Se recogieron a través de la historia clinica del paciente los siguientes datos: edad, sexo,
comorbilidad, *’ gravedad, necesidad de ingreso en UCI, foco sospechoso de infeccidn,
adquisicién de la infeccion, °® pruebas microbioldgicas realizadas, técnicas realizadas
en el laboratorio, resultados microbiolédgicos, tratamiento antibiético recibido en el
ingreso, adecuacién del tratamiento empirico, estancia hospitalaria y evolucién en el dia

30.

Se recogid, ademas, si se habia avisado al laboratorio de microbiologia inmediatamente

tras la activacién del cédigo sepsis y si el paciente habia sido valorado por el equipo de
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enfermedades infecciosas, ademas de las recomendaciones emitidas y su aceptacién

por parte del médico responsable del paciente.

3.3.7. Definiciones

1. Sepsis: de acuerdo a las definiciones segun los consensos Sepsis-2 y Sepsis-3. 1°
Resumidamente se consideré el diagndstico de sepsis en pacientes con sospecha
de infeccion, qSOFA de 2 o mds, o SIRS ademas de disfuncién de uno o mas
érganos.

2. Shock séptico: de acuerdo a las definiciones de Sepsis-3. 1°

3. Tratamiento empirico adecuado, si se cumple:

o Eleccién de antibiético adecuada: en caso de diagndstico microbiolégico
si proporciona cobertura frente al microorganismo detectado. En caso de
ausencia de diagnodstico etioldgico, si es adecuado a las guias clinicas
correspondientes de tratamiento empirico.

4. Control de foco adecuado: drenaje en presencia de abscesos, empiema, tejido

desvitalizado, retirada o recambio de catéter en caso de infeccién asociada a

catéter urinario o infeccion asociada a catéter vascular.

3.3.8 Analisis estadistico

Las variables cualitativas se describen mediante sus frecuencias absolutas y relativas.
Las variables cuantitativas se resumen con su media, desviacion estandar (DE) o en su
mediana y rango intercuartilico (IQR) en caso de asimetria. En todos los casos se

comprobé la distribucién de la variable frente a modelos tedricos.

Las variables cualitativas se compararon con el test de la Chi cuadrado o test de Fisher.
Las variables cuantitativas que siguen una distribucién normal (expresadas en media y
desviacion estandar (DE) se compararon con el test de comparacidon de medias (t de
Student). Cuando no fue posible asumir la distribucidn normal (test de Kolmogorov-
Smirnov) se utilizaron métodos no paramétricos (test U de Mann Whitney o test de la

mediana). En este Ultimo caso su expresién se muestra en mediana (p50) y su rango
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intercuartilico (IQR p25-p75). Se rechazé la hipdtesis nula de igualdad entre los grupos
comparados cuando la p<0,05. Se utilizé el paquete de software SPSS© (IBM SPSS
Statistics 26.0)

3.3.9 Aspectos éticos

El estudio se realizo siguiendo las normas éticas internacionalmente aceptadas, de
acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki, respetando la normativa legal
aplicable y las recomendaciones de buena practica clinica (CPMP/ICH/135/95). El
proyecto fue aprobado por nuestro comité de ética local con el cédigo

MICRO.HGUGM.2023-016.

4. RESULTADOS

En el periodo comprendido entre el 18 de noviembre de 2022 y el 30 de junio de 2023,
el codigo sepsis se activd en 327 pacientes. De ellos, 308 (94,2%) tuvieron un
diagndstico final de infeccidn y 19 pacientes (5,8%) tuvieron un diagndstico alternativo.
De los 308 pacientes con diagndstico final de infeccidon, 265 (81%) cumplian criterios de
sepsis, y dentro de ellos, 108 (33,0%) de shock séptico segun las definiciones

previamente descritas.

4.1 Caracteristicas clinicas

Las caracteristicas clinicas de los pacientes se resumen en la tabla 14. De forma global,
la mediana de edad fue de 72 afios (IQR 57-83) y el 57,8% eran varones. La mediana de

la puntuacién del indice de Charlson fue de 5 (IQR 2-7).

La mayoria de las alertas se activaron en el Servicio de Urgencias (212 pacientes,
64,8%) y la mayoria fueron consideradas de adquisicion comunitaria (247 pacientes,
75,5%). El foco sospechoso de infeccién fue principalmente urinario (114, 34,9%),

seguido de respiratorio (105, 32,1%) e intraabdominal (53, 16,2%).
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Tabla 14. Caracteristicas de los 327 pacientes con activacion de codigo sepsis

Variable Frecuencia (%)
N=327
Caracteristicas basales
Edad, afos (mediana, IQR) 72 (57-83)
Sexo (varones) 189 (57,8)
indice de Charlson (mediana, IQR) 5(2-7)
Servicio donde se activa el CS.
Urgencias 212 (64,8)
ucl 68 (20,8)
Servicio médico 23 (7,0)
Servicio quirargico 11 (3,4)
Oncohematologia 13 (4,0)
Adquisicién
Comunitaria 247 (75,5)
Relacionada a la asistencia sanitaria 55 (16,8)
Nosocomial 25(7,6)
Alergia a betalactamicos 16 (4,9)
Presentacion clinica
Foco
Urinario 114 (34,9)
Respiratorio 105 (32,1)
Intra-abdominal 53 (16,2)
Piel y partes blandas 20 (6,1)
Gastrointestinal 10(3,0)
Catéter intravascular 9(2,8)
Infeccidn del sitio quirdrgico 5(1,5)
Sistema nervioso central 4(1,2)
Otros 7(2,1)
Criterios de sepsis
No sepsis 62 (19,0)
Sepsis sin shock séptico 157 (48,0)
Shock séptico 108 (33,0)
Ingreso en UCI 96 (29,4)
Antibioterapia empirica
Piperacilin/tazobactam 125 (38,2)
Monoterapia 101 (30,9)
Combinacion 24 (7,3)
Meropenem 91 (27,8)
Monoterapia 41 (12,5)
Combinacion 50 (15,3)
Ceftriaxona 73 (22,3)
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Monoterapia 42 (12,8)
Combinacidn 31(9,5)
Aztreonam 4(1,2)
Levofloxacino en monoterapia 5 (1,5)
Otros 29 (8,9)
Evolucién dia 30
Curado 240 (73,4%)
Muerto 51 (15,6%)
Recurrencia de infeccion 30(9,2%)
Infeccion por C. difficile 6(1,8%)
Dias de hospitalizacion (mediana, IQR) 10 (5-19)

4.2 Muestras y diagnodstico microbioldgico

Se tomé al menos una muestra para el laboratorio de microbiologia en 326 pacientes.

El nimero, el tipo de muestras y su positividad se resumen en la Figura 14.

Se recibieron un total de 1.799 muestras: 978 hemocultivos (326 sets de 3
hemocultivos), 291 muestras de orina para urocultivo, 119 muestras de orina para
antigenos de neumococo y Legionella, 188 exudados nasofaringeos para PCR de virus
respiratorios (Gripe, VRS y SARS-CoV-2), 49 muestras de tracto respiratorio inferior, 98
exudados nasales, 39 heces, 11 muestras de absceso intra-abdominal, 22 muestras de

piel y partes blandas 4 LCR.

En el mismo periodo se recibieron en el laboratorio 28.173 extracciones de
hemocultivos y 62.521 muestras de otro tipo para cultivo bacteriolégico. Por tanto, los
hemocultivos recibidos de pacientes con cddigo sepsis constituyeron un 3,4% de todos

los hemocultivos recibidos en el laboratorio y el resto de muestras de pacientes con

codigo sepsis un 1% de todas las muestras periféricas recibidas para cultivo

bacterioldgico.

En total, 230 (70,3%) tenian una muestra con un resultado microbiolégicamente
significativo. Sin embargo, sélo se considerd que 209 pacientes (63,9%) tenian un

diagndstico etioldgico de acuerdo al foco causante de la sepsis.
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ABREVIATURAS: AG, antigenos de neumococo y Legionella; PPB, piel y partes blandas; LCR, liquido

cefalorraquideo.

Figura 14. Muestras recibidas y positividad de los 327 pacientes con codigo sepsis

De ellos, 90 (27,5%) tenian bacteriemia significativa y en 119 (36,4%) otro tipo de
muestra proporciond el diagndstico. Considerando sdlo a los pacientes con sepsis, la
proporcion de pacientes con diagndstico microbioldgico fue mayor (188/265, 70,9%),

figura 2. La etiologia se resume en la tabla 2.

Global Sepsis
N=327 N=265

B Sin diagnéstico
B Bacteriemia

280/0 B Otras muestras
positivas

Figura 15. Diagndstico etiologico global y en pacientes con diagnéstico final de

sepsis.
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Tabla 15. Etiologia de la sepsis en 327 pacientes con activacidon de Cédigo Sepsis

Frecuencia (%)
Etiologia
N=327
Sin etiologia 118 (36,1)
Gram negativos 102 (31,2)
E. coli 50 (15,3)
BLEE® 7(2,1)
BLEE y carbapenemasa OXA-48 1(0,3)
K. pneumoniae 18 (5,5)
BLEE 2(0,6)
BLEE y carbapenemasa OXA-48 4(1,2)
P. mirabilis 11 (3,4)
Otras enterobacterias 14(4,2)
Pseudomonas aeruginosa 8 (2,4)
Legionella pneumophila 1(0,3)
Gram positivos 38 (1L6)
S. pneumoniae 18 (5,5)
S. pyogenes 7(2,1)
S aureus 5(1,5)
Enterococcus spp. 7(2,1)
S. gallolyticus 1(0,3)
Anaerobios 11(3,4)
C. difficile 4(1,2)
Otros 5(1,5)
Polimicrobiana 27 (8,3)
Flungica 5(1,5)
Candida spp 4(1,2)
P. jirovecii 1(0,3)
Virus 17 (5,2)
Gripe A 9(2,7)
SARS-CoV-2° 7(2,1)
VRS® 1(0,3)
Virus+bacteria 9 (2,7)

ABREVIATURAS: BLEE, betalactamasa de espectro extendido; "SARS-CoV-2, Severe Acute Respiratory

Syndrome-CoronaVirus-2; VRS, Virus Respiratorio Sincitial.
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4.3 Técnicas de diagndstico rapido

En el periodo de estudio se realizaron 731 técnicas de diagndstico rapido en las muestras

procedentes de los 327 pacientes con cddigo sepsis.

e Sobre hemocultivo positivo (N=90):
o Tincion de Gram en todos los casos (90/90, 100%)
o ldentificacién directa de pellet obtenido de botella de hemocultivo
positivo mediante MALDI-TOF-MS en 59/90 pacientes (65,6%)
O Antibiograma Alfred 60/AST para bacilos Gram negativos en 12/90
(13,3%)
o GeneXpert®S. aureus en 3/90 (3,3%)
e Sobre muestra de orina para urocultivo (N=291)
o Tincion de Gram urgente en 125/291 (43,3%)
o Antibiograma preliminar mediante disco-placa en 71/291 (24,4%)
e Antigenos de neumococo y Legionella pneumophila en 119 orinas remitidas para
realizacion de dicha técnica.
e Sobre muestra de tracto respiratorio inferior (N=49)
o Tincién de Gram urgente en 35/49 (71,4%)
o Panel PCR multiple Filmarray Biofire® Pneumonia plus en 11/49 (22,4%)
e PCR de PCR gripe/VRS/SARS-CoV-2 en 188 exudados nasofaringeos remitidos
para dicha determinacion.
e Sobre muestra de piel y partes blandas (N=22)
o Antigeno de S. pyogenes 3/22(13,6%)
o GeneXpert® S. aureus 3/22 (13,6%)
e Sobre muestra de heces (N=39)
o Antigenoy toxina C. difficile en 39/39 (100%)
o PCR GeneXpert® C. difficile en 3/39 (7,7%)
o Panel PCR multiple Filmarray Biofire® gastrointestinal en 4 (10,3%)
e Sobre muestra intra-abdominal (N=11)
o Tincién de Gram urgente en 10 (90,9%)

e Sobre LCR (N=4)
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o Tincién de Gram urgente en 4/4 (100%)

o Panel PCR multiple Filmarray Biofire® Meningitis/Encefalitis en 2/4 (50%)

4.4 Alerta al laboratorio de microbiologia

La llamada urgente al laboratorio de microbiologia tras la activacién del cédigo sepsis
(“alerta de laboratorio de microbiologia”) se produjo en 213 pacientes (65,1%). La
comparacion entre aquellos casos en que se alerto al laboratorio frente a aquellos en
los que no se alerté se muestra en la Tabla 17. No encontramos diferencias en las
caracteristicas basales de ambos grupos ni en el servicio donde se activé el CS ni en la
adecuacion del tratamiento empirico, muy elevada en ambos. Se llegd a un diagndstico
etiolégico en una proporciéon similar en ambos grupos, sin embargo, en el grupo de la
alerta fue mas frecuente la realizacion de técnicas rapidas (54,5% vs 43,0%, p=0,045) y
el diagndstico microbioldgico precoz (59.6% vs 36%, p<0.001). En los pacientes en los
gue se desescalé tratamiento antibidtico, la desescalada fue mas precoz en el grupo de
la alerta (desescalada en el dia 3 frente al dia 4, p=0,003). Aunque encontramos una
tendencia a favor de la alerta en DOTs, desescalada de antibidtico, dias de estancia y

mortalidad, las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

4.5 Tiempos de respuesta laboratorio de microbiologia y métodos de diagndstico

En los 209 pacientes con diagndstico microbioldgico acorde a foco sospechoso de la
sepsis, el tiempo hasta el diagndstico microbiolégico fue inferior a 24 horas en
162(77,5%), entre 24 y 48 horas en 31 (14,8%) y de mas de 48 horas en 16 (7,7%). En
44/90 (48,9%) pacientes bacteriémicos, se aislé el mismo microorganismo en el
hemocultivo y en una muestra periférica de la fuente de infeccién, y en 17 de ellos
(36.6%) el diagndstico microbioldgico fue mas rdpido en la muestra periférica que en el

hemocultivo.

El diagndéstico microbioldgico se realizd por cultivo en la mayoria de los pacientes
(154/209, 73,7%), por técnicas moleculares en 22 (10,5%), por prueba de antigenos en

16 (7,7%) y por varias de estas técnicas en 17 (8,1%).
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Tabla 17. Diferencias entre los pacientes en los que se alert6 al laboratorio y aquellos
en los que no se activo la alerta

Variables Alerta No alerta P
Microbiologia Microbiologia
=213 N=114

Caracteristicas generales, mediana (IQR)

Edad (afios) 70 (55-82) 74 (60-85) 0,588

Indice de Charlson 5(2-7) 5(3-7) 0,365
Servicio

Urgencias | 140 (65,7%) 72 (63,1%) 0,640

Servicios médicos 17 (7,9%) 8 (7,0%) 0,150

Servicios quirtrgicos 5(2,3%) 6 (5,2%) 0,161

Presentacion clinica, n (%)
Shock séptico 69 (32,4%) 39 (34,2%) 0,730
Ingreso en UCI 70(32,9%) 38(33,3%) 0,930

Diagndstico microbioldgico, n (%)

Bacteriemia | 55 (25,8%) 35 (30,7%) 0,340

Diagndstico etioldgico | 141 (66,2%) 68 (59,6%) 0,242

Diagnéstico precoz | 127 (59,6%) 40 (36,0%) <0.001

Técnicas de diagndstico rapido | 116 (54,5%) 49 (43,0%) 0,045
Manejo, n (%)

Tratamiento empirico adecuado | 196 (92,0%) 99 (86,8%) 0,861

DOT, mediana (IQR) 10 (6-19) 11 (5-17) 0,500

Ajuste de antibidtico | 133 (62.4%) 68 (59.6%) 0,860

Desescalada | 116 (54.5%) 55 (48.2%) 0,281

Dia de desescalada, (n=171), mediana 3 (2-4) 4 (3-5) 0,003
(IQR)
Evolucién

Mortalidad, n (%) | 30 (14.1%) 21 (18.4%) 0,300

Estancia hospitalaria, mediana (IQR) 9(6-17) 10 (5-20) 0,660
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5.6 Tratamiento antibiético y adecuacion

Todos los pacientes recibieron al menos una dosis de tratamiento antibidtico. Los mas
utilizados, solos o en combinacién, fueron piperacilina/tazobactam (125 pacientes,

38,2%), meropenem (91 pacientes, 27,8%) y ceftriaxona (73 pacientes, 22,3%).

El tratamiento empirico se considerd adecuado en 295/327 (90,2%), segun la definicion
descrita previamente. En los 32 pacientes restantes, los motivos de inadecuacién se
debieron a una dosis insuficiente en 13/32 (40,6%), y a una cobertura inadecuada en

19/32 (59,4%).

4.6 Intervencion por parte de especialista en enfermedades infecciosas

La mayoria de los pacientes (257/327, 78,6%) fueron evaluados por un especialista en
enfermedades infecciosas. Setenta pacientes no fueron valorados, principalmente por
no tener guardia 24 horas, de forma que 10 pacientes fueron dados de alta y 20
fallecieron antes de poder ser valorados; y 40 pacientes se encontraban fuera de area

de posible intervencion.

En el mismo periodo de tiempo evaluado, el servicio de Microbiologia y Enfermedades
Infecciosas realizé 3.140 interconsultas en pacientes hospitalizados. Por tanto, las

interconsultas correspondientes al cddigo sepsis constituyeron un 8,2% del total.

En el momento de la evaluacion, 139/257 (54,1%) pacientes disponian de un diagndstico
microbioldgico que permitia valorar la adecuacion del tratamiento antibiético empirico
y su posible ajuste. Se realizaron recomendaciones diagndsticas en 143/257 (55,6%)
pacientes con una mediana de 2 recomendaciones de pruebas diagndsticas por
paciente, lo que contribuyé a obtener un diagndstico etioldgico en 18 pacientes

adicionales (7,0%).

En cuanto al tratamiento antibidtico, en mas de la mitad de los pacientes evaluados se
recomendd la desescalada del tratamiento (132/257, 51,3%). El resto de
recomendaciones terapéuticas fueron: continuar con el mismo tratamiento en 80/257

(30,7%), ajustar dosis en 5/257 (1,9%), retirar en 12 (4,7%), y ampliar el espectro segin

127



informacién microbiolégica en 26 pacientes (10,1%). La aceptacion de las

recomendaciones por parte del médico responsable del paciente fue de 91,4%.

Para medir el impacto de la intervencidon por parte de enfermedades infecciosas,
excluimos los 22 pacientes que no pudieron ser valorados por alta o fallecimiento
precoz. El impacto medido en el resto de pacientes se resume en la Tabla 18.
Encontramos diferencias significativas a favor de la valoracidn por enfermedades
infecciosas en cuanto a la desescalada (59,9% vs 33,3%, p =0,001) y los dias de estancia
hospitalaria (10 vs 14 dias, p =0,041), sin embargo estas diferencias podrian explicarse
por encontrar mayor comorbilidad, gravedad de la sepsis y mayor diagndstico etioldgico
en el grupo en el que no se realizd la intervencion (Tabla 18). No encontramos

diferencias significativas en el consumo de antibidticos ni en la mortalidad.
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Tabla 18. Diferencias entre los pacientes valorados y no valorados por un especialista

en enfermedades infecciosas, excluyendo aquellos pacientes no valorados por muerte

o alta precoz.

Variables Intervencion EI  No intervencion EI P
=257 =48
Caracteristicas generales, mediana (IQR)
Edad, afios 70 (56-82) 74 (63-87) 0,330
Indice de Charlson 5(2-7) 6 (3-8) 0,007
Presentacion clinica, n (%)
Sepsis | 215 (83,6%) 39 (81,2%) 0,365
Shock séptico 72 (28,0%) 21 (43,7%) 0,020
Ingreso en UCI 78 (30,4%) 26 (54,2%) 0,001
Servicio de activacion CS, n (%)
Urgencias 168 (65,3%) 27 (56,2%) 0,220
Unidad de criticos 50 (19,4%) 16 (33,3%) 0,035
Servicio médico 31(12,0%) 2 (4,1%) 0,101
Servicio quirurgico 8(3,1%) 3(6,2%) 0,288
Diagndstico microbioldgico, n (%)
Bacteriemia 82 (31,9%) 1(2,1%) <0.001
Diagnéstico etioldgico 168 (65,3%) 23 (47,9%) 0,011
Manejo, n (%)
Adecuacion tratamiento antibidtico 220 (85,6%) 46 (95,8%) 0,122
DOT, mediana (IQR) 11 (7-18) 13 (6-24) 0.12
Ajuste de tratamiento antibidtico, n (%) 172 (66.9%) 23 (47.9%) 0.05
Desescalada, n (%) | 154 (59.9%) 16 (33.3%) 0.001
Dia de desescalada (n=170), median (IQR) 3(2-4) 5(2-9) 0.67
Mortalidad, n (%) 25(9,7%) 6(12,5%) 0,610
Estancia hospitalaria, mediana (IQR) 10 (6-18) 14 (8-24) 0,041
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4.7 Control del foco

Se considerd que 214 (65,4%) pacientes no requerian ninguna intervencién para el
control de foco. En los 113 (34,6%) pacientes restantes, se realizé un control de foco
adecuado dentro de las primeras 72 horas en 85 (26,0%) pacientes y no se realizd en 28

(8,6%).

4.8 Evolucion y resultados

De forma global, 96/327 pacientes (29,4%) requirieron ingreso en la UCI debido a sepsis,
mientras que 23 (7,0%) fueron rechazados para ingreso en una unidad de cuidados
criticos debido a sus comorbilidades. Doce pacientes ya se encontraban en una unidad

de cuidados criticos por otro motivo en el momento de la activacién del codigo sepsis.

En el dia 30 de evolucion, 240/327 pacientes (73,4%) estaban curados, 30 (9,2%) habian
desarrollado una recurrencia de la infeccién, 6 (1,8%) desarrollaron diarrea por C.
difficile y 51 habian fallecido, lo que supuso una mortalidad global del 15,6%. Esta
mortalidad se considerd relacionada con la sepsis en 43 pacientes (13,1%) y no

relacionada en 8 (2,4%).
La mediana de estancia hospitalaria fue de 10 dias (IQR 5-19).

La mortalidad y la duraciéon media de la estancia fueron mayores en los pacientes que
cumplian criterios de sepsis que en los que sélo presentaban infeccién (18,3% frente a
0%, p<0,001y 11 dias frente a 6 dias, p=0,001). La mortalidad de los pacientes con shock
séptico fue del 30,6 %.

Para el analisis de los factores asociados a mortalidad, s6lo hemos tenido en cuenta los
265 pacientes con sepsis, encontrando asociacién con la edad, la presencia de shock

séptico, y la falta de control foco si estaba indicado (Tablas 19 y 20).
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Tabla 19. Analisis univariable de factores asociados a mortalidad en 265 pacientes con

criterios de sepsis e infeccion.

Variables Muertos Vivos p
N=48 N=217
Caracteristicas basales
Edad, afios, mediana (IQR) 83 (74-87) 69 (56-82) <0.001
Sexo (varones), n (%) | 28 (58,3%) 124 (57,1%) 0.91
indice de Charlson, mediana (IQR) 7 (5-8) 5 (2-7) <0.001
Presentacion clinica
Shock séptico | 33 (68,8%) 75 (34,6%) <0.001
Ingreso en UCI | 13 (27,1%) 72 (33,2%) 0.26
Foco de infeccién
Urinario, n (%) | 15 (31,3%) 85 (39,2%) 0.19
Respiratorio, n (%) | 17 (35,4%) 59 (27,2%) 0.16
Intra-abdominal, n (%) | 10 (20,8%) 32 (14,7%) 0.20
Diagndstico microbiolégico
Diagnoéstico etiologico, n (%) | 30 (62,5%) 157 (72,4%) 0.12
Bacteriemia, n (%) | 15 (31,3%) 75 (34,6%) 0.80
Diagnéstico precoz (<24horas), n (%) | 26 (54,2%) 122 (56,2%) 0.45
Manejo
Antibiético empirico adecuado, n (%) | 45 (93,4%) 192 (88,5%) 0.21
Control de foco adecuado, n (%) | 38 (79.2%) 201 (92.6%) 0.01

Tabla 20. Andlisis multivariable de mortalidad en 265 pacientes con criterios de sepsis

e infeccion
Variable OR (95% CI) p
Edad 1,06 (1.02-1.10) 0.001
indice de Charlson 1.12 (0.94-1.35) 0.21
Shock séptico 5.31 (2.32-12.12) <0.001
Control de foco adecuado 0.27 (0.095-0.749) 0.01
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5. DISCUSION

Nuestro estudio evalla los primeros pacientes con activacién de cédigo sepsis en
nuestro centro encontrando que se trata de pacientes con una mediana de edad
elevada, multiples comorbilidades, y con infecciones mayoritariamente comunitarias,
activandose el cddigo sepsis principalmente en el servicio de Urgencias. La adecuacién
del tratamiento antibiético fue superior al 90% vy la mortalidad atribuible, a pesar de la

edad y la comorbilidad, fue de Unicamente 15,6%.

Para el laboratorio de microbiologia constituyd una carga de trabajo menor ya que sélo
el 1% de las muestras recibidas para bacteriologia procedieron de estos pacientes,
siendo mds elevada (3,4%), aunque llamativamente pequeia, la proporcidon de
hemocultivos recibidos de cédigo sepsis con respecto al total. Desde su implantacién en
nuestro centro, nuestro servicio ha incentivado encarecidamente la llamada urgente al
laboratorio para un procesamiento rapido de las muestras y para una valoracion de la
optimizacion del diagndstico microbioldgico, principalmente en muestras distintas de
los hemocultivos, ya que en esta area ya se realizaba previamente un algoritmo de
diagndstico rapido para todas las bacteriemias. Esta llamada se realizd Unicamente en
dos tercios de los pacientes, siendo en ellos mas frecuente la realizacion de técnicas de
diagndstico rapido, la obtencién de un diagndstico microbioldgico precoz, una
desescalada mas rapida y una tendencia favorable en la estancia hospitalaria y el
consumo de antibidticos que no fue estadisticamente significativa. El porcentaje de
pacientes con diagndstico microbioldgico y bacteriemia fue similar en ambos grupos, lo
cual probablemente explique parcialmente la ausencia de diferencias mas significativas.

En nuestro estudio, aproximadamente un tercio de los pacientes tuvo bacteriemia, cifras

acordes con la literatura,??®

mientras que mas de un tercio tuvieron un diagndstico
etioldgico a través de una muestra diferente del hemocultivo. La mayoria de estudios
acerca del diagndstico microbioldgico de la sepsis se centran en muestras de sangre o
hemocultivos, y sin embargo estas cifras apoyarian la implantacién de algoritmos de
diagndstico rapido en otras muestras para este tipo de pacientes. En nuestro estudio se

realizaron 657 técnicas de diagndstico rapido en muestras distintas de hemocultivo, lo

que constituye un 92,1% del total de técnicas rapidas realizadas en estos enfermos.
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La repercusiéon del cédigo sepsis fue mayor en el drea de interconsultas de
enfermedades infecciosas, conde el cddigo sepsis fue motivo de aproximadamente un 8
% de todas las interconsultas. La valoracidn por enfermedades infecciosas no fue
universal pero no se pudieron extraer conclusiones acerca de su impacto por las
importantes diferencias basales y en la gravedad entre los pacientes con y sin valoracién,
teniendo en cuenta ademas un sesgo de supervivencia por no poder valorarse los
pacientes que fallecieron precozmente debido a que no se dispone de guardia de 24
horas de enfermedades infecciosas en nuestro centro. Viale et al 22 estudiaron el
impacto, sobre pacientes con sepsis grave o shock séptico atendidos en urgencias, de la
valoracién por un especialista en El en menos de 1h, encontrando una reduccion en la
mortalidad en el dia 14. En nuestro caso, no encontramos este impacto una vez excluido
los pacientes con mortalidad precoz, lo que podria deberse a diferentes motivos. En
primer lugar, en nuestra institucion no existen una guardia de enfermedades infecciosas
las 24 horas del dia, por lo que consideramos que la valoracion precoz se realizaba antes
de las 24 horas, pero el tiempo de valoracién dista mucho de la primera hora
considerada en el estudio referido. En segundo lugar, consideramos pacientes con alerta
de sepsis y analizamos el impacto clinico en pacientes que cumplian criterios de sepsis
segun las definiciones de sepsis 2 y sepsis 3, mientras que Viale et al estudiaron el
impacto en pacientes con sepsis grave y shock séptico, pacientes con mayor mortalidad
y mayor impacto potencial. En tercer lugar, en ese estudio la adecuacion del tratamiento
antibiotico empirico fue del 54% en general, y del 74% en la cohorte de intervencion,
significativamente inferior a la encontrada en nuestro estudio, que es llamativamente
alta (90,2%). Por ultimo, la mortalidad global en ese estudio (41% en el dia 30) fue muy
superior a la encontrada en nuestros pacientes (18% global en pacientes con sepsis;
30,6% en el caso shock séptico). En nuestro estudio, los factores asociados a mortalidad
en el andlisis multivariable fueron la edad, la gravedad de presentacién (presencia de
shock séptico) y la falta de control del foco de la sepsis, no encontrando relacién con el

foco, el diagndstico microbiolégico o la adecuacion de tratamiento empirico.

Otros estudios no demuestran un impacto de los equipos PROA en la mortalidad de los

pacientes con sepsis, sin embargo si lo tienen en la adecuacion de la antibioterapia y el
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consumo de antibidticos 239231, tendencias que hemos visto en nuestro estudio y que

apoyan la inclusion de estos equipos en los equipos multidisciplinares de cddigo sepsis.

Nuestros resultados sugieren que la mayor parte de los cddigos sepsis se activaron
correctamente ya que un 81% de los pacientes cumplian los criterios de sepsis y tuvieron
diagndstico de infeccion. Sin embargo, varios datos sugieren una infra-activacion del
codigo sepsis. En primer lugar, las cifras totales, con una media de 45 pacientes al mes,
cifra muy baja para un centro con 5 unidades de criticos para pacientes adultos. En
segundo lugar, la activacidon mayoritaria en el servicio de Urgencias frente a la practica
inexistencia de cédigo sepsis en otros servicios médicos y en servicios quirurgicos,
probablemente por una menor concienciacidn en estas dreas que ya ha sido observada
en otros centros con CS??°, En tercer lugar, y en linea de lo anterior, un 75% de cddigo
sepsis con adquisicion comunitaria de la sepsis, orientan a una infrarrepresentacién muy
importante de las sepsis nosocomiales. Por ultimo, el porcentaje de hemocultivos
procedentes de pacientes con cddigo sepsis constituyd sdlo un 3,4% del total de
hemocultivos recibidos en el laboratorio; si bien no tenemos cifras del porcentaje de
sepsis entre los pacientes en los que se extraen hemocultivos en nuestro centro, en un
estudio multicéntrico espafiol se observd que el 66% de los pacientes en los que se
extraian hemocultivos en urgencias cumplian criterios de SIRS y un 18% tenia un gSOFA
de 2 0 mas, 232 con lo que podriamos esperar un porcentaje de pacientes con criterios
de sepsis entre 5y 20 veces mayor que los cddigo sepsis activados. Esta infranotificacion
podria compensarse mediante alertas automaticas informatizadas de acuerdo a escalas

definidas en funcion de las constantes vitales.

Nuestro estudio tiene varias limitaciones. En primer lugar, se trata de un estudio
observacional donde no hemos podido evaluar el impacto real de la intervencién por
parte de El. Una aleatorizacién no seria éticamente aceptable teniendo en cuenta la alta
participacién del servicio de microbiologia y El en pacientes con bacteriemia y sepsis y
la literatura previa favorable a dicha participacion. Por este mismo motivo, la alta
implicacion del laboratorio de microbiologia desde la implantacidn del codigo sepsis en
nuestro centro, hace dificil encontrar un gran impacto entre los pacientes en los que se

alerté rapidamente al laboratorio de aquellos que no, ya que en un porcentaje muy
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elevado de todos ellos se realizaron técnicas de diagndstico rapido. En segundo lugar, la
rutina del laboratorio varia en funcion del horario, teniendo su principal actividad en
horario laboral de lunes a viernes por la mafiana, factor que no ha sido tenido en cuenta
a la hora de valorar las técnicas rapidas realizadas y los tiempos de respuesta globales.
Entercer lugar, debido a diferencias en el momento de la administracién del tratamiento
antibidtico y su registro en el sistema informatico, no ha sido viable evaluar el tiempo
hasta la administracién del antibidtico empirico adecuado, lo cual puede haber tenido

un impacto en el prondstico que no hemos podido medir.

En conclusién, encontramos una infranotificacion de sepsis nosocomiales en nuestro
medio, con una mayoria de activacién de cddigo sepsis en el drea de Urgencias,
correspondientes a sepsis comunitarias en pacientes de edad avanzada, con multiples
comorbilidades, y a pesar de ello con una mortalidad menor a la esperada
probablemente asociado a una adecuacién muy elevada del tratamiento empirico. La
carga de trabajo para el laboratorio de microbiologia fue menor, aunque se realizaron
técnicas de diagnodstico rapido en numerosas muestras. La realizacion de técnicas
rapidas fue mas frecuente cuando se alerté al laboratorio tras la activacion del cédigo
sepsis, lo cual se asocid a un diagndstico mas rapido y con una tendencia a un menor
consumo de antibidticos y menor estancia hospitalaria. Se precisan medidas que
aumenten la cantidad de pacientes que puedan beneficiarse de la activacién de cédigo
sepsis, como la automatizacién de alertas en funcién de las constantes vitales, para
detectar la sepsis antes del desarrollo de shock séptico, donde la mortalidad es

practicamente del doble.
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DISCUSION FINAL: RETOS FUTUROS DEL DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO EN LA
SEPSIS y PAPEL DEL MICROBIOLOGO Y DE LA ESPECIALIAD DE ENFERMEDADES
INFECCIOSAS.

1. Larevolucién de las ciencias 6micas
En los préximos afios continuaremos asistiendo a la revolucién tecnoldgica presente en
los laboratorios de Microbiologia gracias a los avances exponenciales en el mundo de la
secuenciacion genémica. Secuenciar el primer genoma humano completo llevé 14 afios
y costo 3 billones de ddlares, mientras que actualmente es posible secuenciar multiples
genomas de forma simultdanea por menos de 100 ddlares. 233 La pandemia COVID-19 ha
ayudado a expandir las técnicas moleculares en el diagndstico microbiolégico hasta
estar presente hasta en los laboratorios mds pequefios. Ya en afios previos, la
tecnologia habia sustituido a las pruebas bioquimicas para la identificacidon bacteriana,
y aunque el cultivo bacteriano continta siendo un pilar fundamental de la
microbiologia, las técnicas moleculares empiezan a sustituirlo en cada vez mas
ocasiones. Es mas, en el auge del estudio del microbioma humano, se ha introducido el
concepto de “materia oscura” para referirse a los millones especies de bacterias
descubiertas mediante secuenciacion que no han podido aislarse en el laboratorio
mediante cultivo. Los microorganismos, primeros habitantes de nuestro planeta, se
han adaptado a infinitos ambientes, reconditos e inimaginables por el ser humano,
imposibles de reproducir en el laboratorio. La interaccién entre microorganismos y el
microambiente en el que se desarrollan supone también un drea de desconocimiento
tan compleja que los avances tecnolégicos no han conseguido resolver. Este gap ha ido

234 235

acortandose con un gran desarrollo también de nuevos métodos de cultivo

236 enlo

desconocidos hasta el momento, cada vez mas automatizados y disponibles
que se ha denominado “culturémica”. Se desconoce de momento el papel patogénico
de esta materia oscura pero probablemente juegue un papel importante en la
respuesta del huésped a diversos patdgenos, de vital importancia en el caso de la
sepsis. Los avances en el conocimiento del microbioma y de la interaccién de el mismo

con el ambiente in vivo y ex vivo daran pie a ulteriores investigaciones que puedan

tener una aplicacidon mas practica en el campo de la medicina.
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De esta manera, no sélo la tecnologia dentro de los laboratorios de microbiologia
tendra implicaciones en el prondstico de la sepsis, sino que también los avances en
gendmica humana que implican a los servicios de Genética clinica jugardn un papel
protagonista, actualmente mds focalizados en la oncologia y las enfermedades
hereditarias. Y junto a la gendmica, la inteligencia artificial que nos ayude a interpretar
el exceso de informacion del que ya disponemos actualmente. Informaticos y
bioingenieros que actualmente ya estan muy presentes en los equipos de investigacion,

seran muy necesarios también en las areas clinicas en contacto directo con el paciente.

2. Elfinal del “tratamiento empirico”
Como hemos comentado previamente, el gran desarrollo tecnoldgico que estamos
experimentando, la disponibilidad, abaratamiento y simplificacién cada vez mayor de
las técnicas moleculares hara posible probablemente universalizar esta tecnologia para
guiar a los profesionales en la prescripcion de tratamientos y disminuir cada vez mas el
empirismo. Cuesta creer aun en que llegaremos a un momento en el que el concepto
de tratamiento empirico haya desaparecido completamente, pero sin duda, la
revolucién tecnoldgica jugard un papel fundamental en su consecucion. El objetivo de
las técnicas sera determinar con exactitud el agente causante de una infeccién en un
tiempo tan corto que permita esperar los resultados antes de realizar la eleccién del

tratamiento antibidtico.

Hasta llegar a ese momento en el que dispongamos de técnicas muy sensibles, ultra-
rapidas, econdmicamente asumibles, en el que nuestros conocimientos y experiencia
sean tan amplios como para guiarnos completamente por sus resultados, tendremos
que conformarnos con “atinar” en el tratamiento empirico, al menos la primera dosis, y
apostar mas a “lo que no tiene el paciente” mas que a saber exactamente lo que tiene.
Algunos hospitales utilizan ya sistemas de inteligencia artificial que predicen de forma
precisa la posibilidad de que un paciente tenga un microorganismo multi-resistente
para guiar el tratamiento empirico. Esta podria ser una primera aproximacion que

ayudaria a adecuar el tratamiento empirico de una forma mas precisa. 23724
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Ademads de las nuevas tecnologias, en el dambito comunitario, tenemos que destacar los
test antigénicos, ampliamente utilizados en el laboratorio, pero en auge tras la
pandemia COVID-19. Se trata de test sencillos y baratos que uno puede adquirir en su
farmacia habitual para realizar “auto-diagndstico” y que en situaciones concretas

pueden ayudar a disminuir la transmision, 242

ademads de tener el potencial de reducir
consultas en A. Primaria y reducir también la prescripcion de antibidticos para
infecciones respiratorias en el ambito comunitario. En el caso de la sepsis y como
hemos visto en nuestro proyecto, muchos test de este tipo pueden ser muy utiles para
determinar multi-resistencia (deteccion de BLEE o carbapenemasas) con elevada

sensibilidad y especificidad, ademds de un coste mucho menor que las técnicas

moleculares.

3. Larelacion entre el microbidlogo y el médico prescriptor
Como hemos visto en nuestro proyecto, los resultados positivos tienen un impacto
mayor en el ajuste del tratamiento ya que, al menos en parte, un resultado positivo nos
da la suficiente confianza para modificar el tratamiento empirico a uno dirigido,
mientras que la ausencia de deteccién de un patdgeno nos genera una incertidumbre
que favorece la inercia terapéutica La psicologia es un factor vital a la hora de ajustar o
no prescribir un tratamiento, y el prescriptor debe tener una confianza total en los
resultados de la microbiologia o al menos en el consejo dado por un especialista que
conozca perfectamente el rendimiento de una técnica y sus puntos débiles. En un
mundo donde dispondremos de técnicas como la secuenciaciéon gendmica de nueva
generacion que amplifique el ADN de cualquier microorganismo en un corto espacio de
tiempo, sera indispensable un amplio conocimiento de las técnicas para poder realizar
una interpretacion precisa y correcta, ya que error en el ambito de la sepsis puede
tener consecuencias graves. Es interesante ver que estudios preliminares sugieren una
alta sensibilidad de algunas técnicas moleculares en sangre incluso en infecciones
leves, 485243 por lo que en el futuro estas técnicas no seran reservadas Gnicamente
para pacientes sépticos, sino para cualquier tipo de infeccidn, siempre que tengan un

coste asumible.
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La adaptacion de los médicos prescriptores a este tipo de técnicas es también de vital
importancia, y sin embargo, con el gran desarrollo tecnolégico es imposible que
especialistas en otras areas estén familiarizados con todas las técnicas disponibles y
sean capaces de interpretar resultados de una manera que les permita confiar y ajustar
el tratamiento antimicrobiano. El papel del microbiélogo y de los equipos PROA sera
vital en este sentido, y la actualizacién continua indispensable. Pero ademads de la
formacién en nuevas tecnologias, sera fundamental la formacidn en la comunicacién
de resultados, que tenga en cuenta también las caracteristicas del paciente y su
situacion clinica. Si nos limitamos a realizar un informe que esté disponible en la
historia clinica electrénica del paciente, el esfuerzo de aplicar las nuevas tecnologias no

tendra la misma utilidad. 12

No es dificil imaginar que en el futuro nos encontraremos con un informe de resultados
interpretado por inteligencia artificial, que en el contexto del paciente, proporcione
probabilidades de que el resultado sea significativo para el paciente en cuestion y
aporte las recomendaciones de tratamiento mds oportunas. Hasta entonces, los
microbidlogos del futuro tendran como mision principal de decidir qué prueba realizar
y a qué tipo de paciente, ademas de la interpretacidon de resultados y la especializacion
en técnicas concretas debiendo conocer su sensibilidad, especificidad y valores
predictivos. La habilidad de una buena comunicacién basada en unos conocimientos

precisos de la tecnologia, deberd acompafiar al desarrollo tecnolégico.

4. El problema de la multi-resistencia
El abuso de antibidticos que nos ha llevado a la era de la multi-resistencia continda de
momento a pesar del gran desarrollo en antibidticos al que hemos asistido
recientemente, estimandose para el ailo 2050 10 millones de muertes por esta causa
(WHO 2019). Existe un gran trabajo en este sentido por parte de los equipos PROA,
pero es imprescindible también un cambio cultural a nivel poblacional para superar el
sobre-uso de los antibidticos. De momento la inmensa mayoria de antibidticos se

prescriben de forma empirica, especialmente fuera del hospital donde se precisa tomar
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decisiones rapidas sin disponer practicamente de técnicas para realizar un diagndstico

microbiolégico.

En los ultimos afios se han desarrollado numerosos antibidticos que a dia de hoy
facilitan el tratamiento de bacterias multi-resistentes. Sin embargo, también ha
complicado considerablemente la eleccién del tratamiento antibidtico empirico en un
contexto de infeccidon nosocomial y presencia de multirresistencia. Tal como la historia
nos ha ensefiado hasta ahora, con el uso de nuevos antibidticos, aparecen
consecuentemente nuevos mecanismos de resistencia frente a ellos, que convendra
conocer en detalle para valorar la mejor estrategia de tratamiento. En este contexto, no
podremos deshacernos de antiguos antibidticos que aun podremos utilizar como
rescate en situaciones desesperadas a pesar de su potencial toxicidad y, por otro lado,
debido al uso de antibidticos de cada vez mas amplio espectro, y principalmente de uso
intravenoso, la alteracién de la microbiota de los pacientes y la infeccién por C. difficile
continuara siendo un grave problema. En el futuro proximo, es esperable que tratar la
infeccién nosocomial sea un reto auin mayor que el actual, y que el especialista en

enfermedades infecciosas y PROA sea una necesidad cada vez mayor en los hospitales.

5. Desarrollo de nuevos antibidticos y “no antibiéticos”
En el momento en que seamos capaces de disponer del diagndstico microbiolégico
antes de iniciar el tratamiento antibiético, sera muy interesante disponer de
antibidticos que, en lugar de tener un espectro amplio, tuvieran un espectro reducido
frente a bacterias concretas, que afectara lo menos posible al resto de la microbiota del
paciente. La industria farmacéutica deberia estar atenta a esta perspectiva y no
centrarse sélo a antibidticos de espectro cada vez mas amplio. La administracién oral
deberia ser también una prioridad en el desarrollo de nuevos antibidticos, ya que
probablemente en el futuro detectemos la etiologia de una forma muy precoz, sin que
el paciente precise hospitalizacién, y este tipo de opciones, afadidas a las que ya
tenemos para bacterias “sensibles” tendran una gran cabida. Por otro lado, cada vez
disponemos de mas estudios en los que la via oral muestra ser igual de efectiva que la

via intravenosa incluso en infecciones complicadas. 206244249,
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También estan actualmente en el auge, aunque con un uso muy limitado, otro tipo de
antimicrobianos diferentes de los antibiéticos. En especial, ha cobrado especial interés
la fagoterapia. Los bacteriéfagos son virus que matan determinadas bacterias y que se
han utilizado para disminuir la carga bacteriana en casos aislados de infeccion,
especialmente para infecciones que no responden al tratamiento antibiético o para
aquellas con resistencia a los mismos. Los fagos tienen diversas ventajas: son muy
especificos para una bacteria determinada por lo que su actividad frente al resto del
microbioma es escasa 2°°. Por el contrario, encontrar el fago apropiado, conocer la
dosis necesaria y adquirir mdas experiencia en su efectividad y potenciales efectos

251 También existen

adversos son aun importantes limitaciones de esta terapia.
opciones interesantes de medicamentos utilizados para enfermedades no infecciosas
pero que tienen efecto antibacteriano con menor impacto en la microbiota humana.
252,253 por (ltimo, dado que las bacterias requieren de metales para su proliferacién,
sustancias que tienen como diana los sistemas de transporte de estos metales pueden,
como los metaloforos han mostrado ser una opcidon prometedora para las infecciones

254

causadas por bacterias multi-resistentes. *>* y cada vez se dispone de mas estudios

gue apoyan el uso de iodéforos para disregular el flujo de los metales con la

consecuente muerte bacteriana. 2°°

Al igual que hemos comentado en apartados previos, este desarrollo de nuevos
agentes antibacterianos, probablemente mas disponibles en un futuro préximo, hard

mas necesaria la presencia de un experto en todas las opciones disponibles.

6. Duracion del tratamiento antibiético
La duracién del tratamiento antibidtico ha ido acortandose con los afios y cada vez mas
estudios apoyan tratamientos cortos para la mayor parte de sindromes, incluyendo
sepsis y bacteriemia, todos resumidos y con actualizaciones continuas en la popular
pagina web bradspellberg.com/shorterisbetter. Con este movimiento, que cumple 15
anos, el dogma de “completar el ciclo antibidtico” se pone cada vez mas en

entredicho®>®

y cada vez parece mas evidente que tratamientos cortos son igual de
efectivos y con menor impacto ecoldgico. Por tanto, es esperable que en el futuro las
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duraciones de tratamiento de diversas infecciones cambien en funcién del
conocimiento al respecto. Es de esperar también la adquisicién de experiencia con los
tratamientos de larga vida media con dosificacidn Unica y accién prolongada, con
reciente aparicidon en nuestra armamentistica, y que sin embargo en el campo de la
sepsis no han tenido tanto desarrollo. La falta de experiencia y los ensayos principales
en infecciones leves los hace una opcién poco atractiva, y sin embargo, cada vez
tenemos mas experiencia utilizdndolos en infecciones complicadas. Si disponemos de
diagndstico microbioldgico precoz, serdan una opcion muy interesante para el
tratamiento de sepsis por gram positivos, y pueden ir asociados a una importante

coste-eficiencia.

7. Biomarcadores
Los biomarcadores son indicadores de la situacion clinica de un paciente que se
pueden determinar con precision en el laboratorio. En relacion con la sepsis, se han
valorado numerosos biomarcadores relacionados con la gravedad y el prondstico que
ademas pueden ayudar a tomar decisiones terapéuticas. Los mas conocidos son la
procalcitonina, la proteina C reactiva, la enzima lactato deshidrogenasa, la Interleucina
6 y el factor de necrosis tumoral alfa, pero los biomarcadores estudiados en la sepsis
son innumerables, aportando la mayoria informacién atil pero sin grandes
repercusiones en el prondstico del paciente con sepsis. (Pierrakos 2020) De momento
no disponemos del biomarcador perfecto y parece mas probable que alcancemos mds
precision con una combinacién de ellos mas que con uno en particular, ayudados por
férmulas y algoritmos automatizados que nos permitan diferenciar infeccidon de un

proceso no infeccioso, ademds de orientar hacia la gravedad.

Ligado a un diagndstico microbiolégico preciso, deberemos tener herramientas que nos
ayuden a diferenciar infeccion de colonizacién. Como hemos visto en nuestro estudio, y
especialmente con las muestras de orina, muchas se extraen por la facilidad de
obtenerlas, sin que realmente haya sospecha de ser el foco de procedencia de la
sepsis. Por tanto, un biomarcador o una combinacién de biomarcadores que nos

ayuden en el diagndstico, especialmente en pacientes en los que la clinica es poco
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orientativa (ej, neonatos o ancianos), ayudara a una mejor utilizacion de los
antibidticos. Es esperable que en el futuro, detectemos material genético en sangre de
microorganismos que no estan produciendo realmente una infeccion, y en este
contexto necesitaremos herramientas adicionales, probablemente asociadas a

algoritmos e inteligencia artificial que apoyen o descarten su papel patogénico.

También nos podrian ayudar en una fase pre-analitica, a seleccionar el paciente que
realmente tiene una infeccién y precisa de toma de muestras y aplicacién de tecnologia

para el diagndstico, ayudando al coste-eficiencia de estas técnicas.

8. La especialidad de Enfermedades Infecciosas
En todas las especialidades médicas, el desarrollo del conocimiento y de nuevas
tecnologias conlleva cada vez mas una sub-especializacion que permita adquirir

suficiente experiencia para utilizarlas con pericia.

La Microbiologia es una mas, pero con una expectativa de desarrollo mucho mayor,
como hemos desgranado en apartados previos. La disponibilidad de nuevas técnicas
sera cada vez mayor y la interpretacion de los resultados microbioldgicos cada vez mas

compleja.

En nuestro proyecto, los resultados de las nuevas tecnologias han ido siempre
combinados con la transmisiéon de la informacion por parte de un especialista clinico,
ya que un resultado por si mismo, transmitido mediante un informe, no podra nunca
tener el mismo impacto que una informacidn interpretada y comunicada por un clinico

que pueda valorar ademas la situacién del paciente.

Esta es sélo una pequeia parte del papel del experto en enfermedades infecciosas, la
de valorar al paciente en conjunto con un resultado microbiolégico, pero ha
demostrado en muchas entidades concretas, disminuir la mortalidad de los
pacientes.®3257-263 En un momento en el que muchos profesionales dedicados a las El
ya se han sub-especializado, es realmente sorprendente que no dispongamos aln de la
especialidad de El en Espaia. Pero si miramos al futuro préximo, tal como hemos
hecho en esta discusion, la necesidad de la especialidad es apremiante para
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acompaniar de una forma efectiva a la revolucion tecnolégica de los laboratorios de

Microbiologia.

Con este proyecto y esta tesis, queremos contribuir a resaltar el papel del especialista
en El y sumarnos a la reivindicacién realizada por muchos profesionales, asociaciones
de pacientes y por la Sociedad Espanola de Microbiologia Clinica (SEIMC) de la creacion
de la especialidad de El en nuestro pais, que esperamos ver como una realidad

préximamente.
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CONCLUSIONES

1.

Los paneles sindrémicos de PCR multiple aportaron un diagndstico etiolégico,
adicional al proporcionado por el diagndstico convencional en casi un 30% de los
pacientes con sospecha de infeccidn cubierta por dichos paneles y proporcionaron
el mismo resultado que el diagndstico convencional en el 10 %, adelantando los
resultados en mas de 72 horas. Es de destacar los hallazgos de falsos negativos
para Listeria monocytogenes y H. influenzae en el panel de meningitis/encefalitis,
un factor a considerar a la hora de realizar ajuste de tratamiento antibiético
cuando se sospecha una meningitis bacteriana.

El resultado de los paneles de PCR multiple motivé un ajuste de tratamiento
antimicrobiano empirico en casi la mitad de los pacientes (45.1%) en las 24 horas
siguientes a la informacion rapida.

El impacto de la intervencion fue mayor en aquellos pacientes con un resultado
positivo en la PCR multiple: mayor ajuste de tratamiento, menor consumo de
antimicrobianos, menor realizacién de pruebas complementarias y menor estancia
hospitalaria.

La combinacién de la incubacidn de la muestra de orina en Alfred 60/AST junto con
la identificacion mediante MALDI-TOF-MS y la deteccién de mecanismos de
resistencia, del pellet obtenido tras la deteccidn de crecimiento, fue capaz de
adelantar la identificacién del microorganismo causante de infeccién urinaria en el
92.8% de los casos. En el caso de las enterobacterias, causa mayoritaria de la
infeccidn urinaria, Alfred 60/AST proporciond la sensibilidad a antibiéticos en el
93.2% de los pacientes, con una buena concordancia con respecto al diagndstico
convencional, en un tiempo de unas 7.20 horas desde la recepcidn de la muestra,
frente a las mas de 72 horas mediante el diagndstico convencional. En mas del 90%
de los casos pudo ser informado en el mismo turno en el que se recibié la muestra.
El algoritmo de diagndstico rapido, propuesto en nuestro estudio, sobre muestra
de orina de pacientes con sospecha de sepsis urinaria, seguido de la comunicacién
inmediata de resultados y de consejo terapéutico por parte de un experto al

médico responsable del paciente, conlleva una reduccién en el consumo, el coste
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10.

11.

de antibidticos, la necesidad de ingreso en UCl y la mortalidad global, con una
tendencia ademas a la reduccion en la estancia hospitalaria y la estancia en UCI

Los primeros pacientes con activacion de cédigo sepsis (CS) en nuestro centro son
pacientes de edad avanzada, con multiples comorbilidades, que se encuentran
principalmente en el servicio de Urgencias con infecciones mayoritariamente
comunitarias, las mas frecuentes de foco urinario y respiratorio. La adecuacién del
tratamiento antibidtico fue muy elevada (mayor al 90%) y la mortalidad baja pesar
de la edad y la comorbilidad (15.6%).

El impacto del CS para el laboratorio de microbiologia fue pequefio ya que sélo el 1%
de las muestras recibidas para bacteriologia procedieron de estos pacientes, siendo
mas elevada (3.4%), aunque llamativamente pequefia, la proporcion de
hemocultivos recibidos de CS con respecto al total. Estos datos indican una baja
activacion del CS sobre el total de pacientes con sospecha de sepsis.

La llamada urgente al laboratorio de Microbiologia tras la activacion del cédigo
sepsis se realizd Unicamente en dos tercios de los pacientes, siendo en ellos mas
frecuente la realizacion de técnicas de diagndstico rapido, la obtencidn de un
diagndstico microbioldgico precoz, una desescalada mas réapida y una tendencia a
una menor estancia hospitalaria y a menor consumo de antibiéticos que no fue
estadisticamente significativa.

La repercusién del CS en el drea de interconsultas de Enfermedades Infecciosas (El)
fue mayor que en el laboratorio, siendo el motivo de aproximadamente un 8 % de
todas las interconsultas.

La valoracién por enfermedades infecciosas no fue universal y comparando los
pacientes valorados frente a los no valorados encontramos un mayor ajuste de
tratamiento antibiotico, una desescalada mas frecuente, menor consumo de
antibidticos y menor estancia hospitalaria. Sin embargo, existian importantes
diferencias basales y en la gravedad entre los grupos que podrian explicar estas

diferencias.

Como factores relacionados con la mortalidad en los pacientes con CS encontramos:

edad, comorbilidad, presencia de shock séptico, y falta de control de foco adecuada.
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Basel, February 4, 2020

Abstract no.: 3778

Abstract title: High clinical impact on antimicrobial stewardship using multiplex PCR syndromic panels for
severe community-acquired infections: a real-life experience

Session title: Optimised prescribing through diagnostics

Session date: 20.04.2020

Session time: 13:30h - 14:30h

Session type: Mini-oral Flash Session

Dear Ana Alvarez-Uria,
As your above-mentioned abstract has been accepted at this year’s ECCMID in Paris, you — as the presenting

author — were required to register before 15 February 2020.

High clinical impact on antimicrobial stewardship using multiplex PCR syndromic

panels for severe community acquired infections: a real life experience

Alvarez-Uria, M. Valerio, M. Kestler, C. Sanchez-Carrillo, S. de la Villa, C.

Veintimilla, M. Machado, P. Mufioz, E. Bouza

Background: The different PCR panels of Biofire FilmArray have been individually
studied with a focus on etiological diagnosis accuracy. Our study evaluates the clinical
impact of using several FilmArray panels for severe community acquired infections
(CAl) as a part of an antimicrobial stewardship program run by a Clinical Microbiology

Department.

Materials/methods: Prospective study in a 1349-bed tertiary hospital from October
2018 to September 2019. Patients with CAl requiring admission in which sepsis was
suspected (blood cultures obtained) with additional samples available in the
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Laboratory, were included. Meningitis/Encephalitis, Respiratory and Gastrointestinal
FilmArray panels were performed in Cerebrospinal fluid (CSF), nasopharyngeal swabs
(NPS) and feces respectively. Rapid results were informed to physicians in charge of
each patient and antimicrobial adjustment was advised by a clinical microbiologist
within the working shift. Conventional methods and FilmArray panels were compared
regarding diagnostic yield and turnaround time (TAT). Antimicrobial adjustment within

24 hours after rapid results was recorded.

Results: During the study period, 146 samples from 142 patients were included.
Filmarray panels were applied to the following samples: 46 fecal samples, 51 NPS and
49 CSF. Overall, 119/142 patients (83.5%) were clinically diagnosed with an infection.
Of them, 102 were diagnosed with an infection covered by the three panels:
respiratory infection in 50, gastrointestinal infection in 25 and central nervous system
infection in 27. Seventeen cases had infection of other location and the remaining 23
were finally diagnosed with a non-infectious process. Of the 102 patients with an
infection covered by the panels, an etiological diagnosis was obtained in 64 (62.7%): 54
(52.9%) by FilmArray panels and 25 (24.5%) by conventional methods (both yielded
positive results in 13, 12.7%). Mean TAT was 2.4 hours for FA vs 94 hours for
conventional methods. Antimicrobial adjustment within 24 h of rapid results was made

in 64/142 patients (45%): de-escalation in 50 (35.2%), escalation in 14 (19.8%).

Conclusions: Filmarray panels provide higher diagnostic performance than
conventional methods in a TAT as short as 2 hours. A high impact on antimicrobial
stewardship was observed, leading to an early adjustment of empirical treatment in

almost half of the patients.
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ANEXO Il. TRABAJO ACEPTADO COMO POSTER EN EL CONGRESO ECCMID 2024

“ECCMID B

The congress of & ESCMID

Basel, 29/01/2024

Dear Ana Alvarez-Uria Miyares,

Thank you for submitting an abstract to the 34t European Congress of Clinical Micrabiology and Infectious

Diseases - ECCMID 2024,

Abstract number: 05850
Title: Can a fast call to the microbiclogy laboratory improve the diagnosis and management of patients

with sepsis alert?

The ECCMID 2024 Programme Committee is pleased to inform you that your abstract has been accepted for a

paper poster presentation and allocated to the following session:

Can a fast call to the microbiology laboratory improve the diagnosis and
management of patients with sepsis alert?

Ana Alvarez-Urfa, AlImudena Burillo, Alicia Galar, Agustin Estévez Prieto, Belén
Rodriguez Marquez, Emilio Bouza, Patricia Mufioz Garcia

INTRODUCTION: Sepsis alerts have been implemented worldwide to improve sepsis
outcomes. However, to obtain an optimal result the timely collaboration of multiple
people and professional bodies (nurses, physicians, Microbiology, radiology, etc.) is
required. “Sepsis alert” was implemented in our center in November 2022. An urgent
call to the Microbiology laboratory was encouraged as part of the protocol, so the
samples are immediately processed and rapid tests are performed. Unfortunately, this

call was not always carried out in routine practice. In the present study we aim to
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evaluate whether this call had any impact on the diagnosis, treatment or outcomes of

the patients.

METHODS: Calls made to the Microbiology laboratory for "sepsis alert" in our center
during the study period (November 2022-June 2023) were prospectively recorded.
Data on baseline conditions, presentation, microbiological diagnosis, antibiotic
treatment and outcome or adult patients with sepsis alert activation were

retrospectively collected. Patients with and without this call were compared.

RESULTS: During the study period, 327 patients had a “sepsis alert”. A call to the
Microbiology laboratory was made in 213 (65.1%). Results and comparisons are
summarized in table 1. We found no differences in baseline conditions or severity of
presentation between groups. We were also unable to find any differences between
the services where the alert was triggered. A high proportion of patients had adequate
empirical treatment in both groups and adjustment of antibiotics following empirical
treatment was similar. While a similar proportion of patients had an etiological
pathogen identified, early diagnosis (<24hours) was more frequent in those with a
Microbiology alert. We found a trend toward lower mortality and shorter hospital stay

in patients with the microbiological alert that were not statistically significant.

CONCLUSIONS: Patients with sepsis alert and a Microbiology laboratory rapid call had
a faster microbiological diagnosis. Although we found a trend toward a better outcome
in cases in which the call was made, the differences were not significant. These results

support a fast call to the microbiology laboratory in patients with sepsis alert.
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The congress of & ESCMID

Basel, 29/01/2024

Dear Ana Alvarez-Urfa Miyares,

Thank you for submitting an abstract to the 34™ European Congress of Clinical Microbiology and Infectious

Diseases - ECCMID 2024.

Abstract number: 05726

Title: Does infectious disease consultation have any impact on patients with sepsis alert?

The ECCMID 2024 Programme Committee is pleased to inform you that your abstract has been accepted for a

paper poster presentation and allocated to the following session:

Does infectious disease consultation have any impact on patients with sepsis alert?

Ana Alvarez-Uria, Alejandro Cobos, Sofia De La Villa, David Alonso Menchén, Emilio

Bouza, Patricia Mufioz Garcia

INTRODUCTION: Sepsis alerts have been implemented worldwide to improve sepsis
outcomes. However, interventions following these alerts are not uniform. In our
center, ID consultants evaluate all bacteremias occurring in the hospital. The rest of
patients with sepsis that do not have significant microbiological results are evaluated
at the discretion of the responsible physician. In the present study we aim to evaluate

the impact an infectious diseases (ID) specialist intervention.
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METHODS: retrospective study in a tertiary care hospital in which adult patients with
sepsis alert activation were evaluated (November 2022 -June 2023).Patients with ID
intervention were compared to those without it. We excluded patients who died in the

first hours or were discharged early so they could not be evaluated for these reasons.

RESULTS: During the study period, 327 patients had a “sepsis alert”. Twenty-two were
excluded due to early death or early discharge. Results of the remaining 305 patients
are summarized in table 1. Significant differences in baseline conditions and severity of
sepsis were found. We identified that there was a higher proportion of patients who
were not evaluated by ID specialists in critical care units than in other services where
the alert was activated. Patients with ID intervention had a higher proportion of
bacteremia and microbiological diagnosis but less severity of sepsis and less admission
to the ICU. Both groups had a high proportion of adequate empirical treatment but
adjustment and de-escalation was more frequent in the ID intervention group. No
differences in mortality were found. We found a significantly shorter hospital stay in

the ID intervention group.

CONCLUSIONS: Adjustment of treatment and de-escalation was more frequent in
patients evaluated by ID specialists, probably influenced by a higher proportion of
microbiological diagnosis. No differences in mortality were found and a shorter length
of stay in the ID intervention group could be partially explained by a less severe
presentation of sepsis and less ICU admission. These results have motivated a
systematic ID evaluation in patients with sepsis alert, regardless of the microbiological

findings, especially in critical care units.
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Dear Ana Alvarez-Uria Miyares,

Thank you for submitting an abstract to the 34th European Congress of Clinical Microbiclogy and Infectious

Diseases - ECCMID 2024,
Abstract number: 08062
Title: Clinical impact of a rapid diagnostic bundle for the management of patients with suspected sepsis

of urinary origin

The ECCMID 2024 Programme Committee is pleased to inform you that your abstract has been accepted for a

paper poster presentation and allocated to the following session:

Clinical impact of a rapid diagnostic bundle for the management of patients with
suspected sepsis of urinary origin

Belén Rodriguez-Marquez, Ana Alvarez-Uria, Lara Vesperinas, Alejandro Cobos, Patricia
Mufioz Garcia, Emilio Bouza, Almudena Burillo

INTRODUCTION: In adult patients with both blood cultures (BCs) and urine cultures
(UCs) simultaneously sent to the Microbiology laboratory, information regarding a
rapid examination of the urine sample to assess the etiologic diagnosis and patient

management is very limited.

Our study evaluated the impact of a rapid diagnostic bundle (RDB) applied to UCs in

such patients followed by antimicrobial stewardship counselling.
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METHODS: Observational cohort study conducted from April 15, 2022, to October 30,
2023. A total of 297 patients were included in the intervention group. The RDB
involved incubating the urine in a light scattering system (Alfred AST®). Direct MALDI-
TOF identification was carried out on positive samples, and a preliminary antibiogram
(P-AST) was conducted for Enterobacterales using Alfred AST®. An infectologist
provided this information and advice to the responsible clinician regarding necessary
antibiotic treatment modifications. For the control group, only the conventional
routine information was used. A bootstrapping cluster analysis was performed on
paired patients who were matched for age, sex, department, type of patient, Charlson

score, and gSOFA.

RESULTS: Results are summarized in table 1. We observed no significant differences in
the baseline conditions and severity of presentation between the two groups.
However, the patients who underwent intervention showed a significant improvement
in several aspects such as reduced duration of admission, fewer days of antibiotic
treatment, lower expenditure on antibiotics, need for ICU admission, and lower
mortality rate. There were no significant differences in the duration of admission to

the ICU or the incidence of CDAD.

CONCLUSIONS: In adult patients with suspected SUO and simultaneous urine and
blood cultures collected, a rapid diagnostic bundle directly on urine samples coupled

with AMS proved accurate and useful for adequate and early management.
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Immediate communication of results to physicians may help adjust antibiotic
treatment when inappropriate and reduce the use of antibiotics, AB costs, LOS, ICU

stay and mortality.

Table 1. Comparison of patients with and without an RDB and antimicrobial

stewardship counselling

Variables Intervention cohort Comparison p
N=297 cohort
N=297
General conditions, median (IQR)
Age (years) 74 60-85) 73 (60-83) 0.652
Charlson comorbidity index 5(3-5) 5(3-7) 0.592
Type of patient, n (%)
Medical 217 (73) 217 (73) 0.998
Surgical 18 (6) 19 (6)
Immunossupressed 27 (9) 27 (9)
Oncohematologic 35(12) 34 (11)
qSOFA (n, %) 0.205
0 179 (60.3) 193 (65.0)
1 111 (34.0) 95 (32.0)
2 17 (5.7) 9(3.0)
Reason for admission, n (%) 0.001
Urinaty tract infection 118 (39.7) 106 (35.7)
Other type of infection 93 (31.3) 63 (21.2)
Unrelated to infection 86 (28.9) 128 (43.1)
Microorganism in urine (n, %) 0.003
Enterobacterales 205 (69.0) 175 (58.9)
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Non fermenting GNB 5(1.7) 21(7.1)
MDR 40 (13.5) 32(10.8)
Gram positive cocci 19 (6.4) 32 (10.8)
Yeasts 10(3.4) 16 (5.4)
Microorganism in blood (n, %) 0.513
Enterobacterales 39 (13.1) 39 (13.1)
Non fermenting GNB 3(1.0) 8(2.7)
MDR 8(2.7) 4(1.4)
Gram positive cocci 17 (5.7) 21(7.1)
Yeasts 1(0.3) 0
Outcome
Length of stay (median, IQR; days) 9 (6-18) 12 (7-30) <0.001
Days of therapy (median, IQR; 8(5-12.5) 10 (6-16) 0.008
days)
Antibiotic cost (median, IQR; €) 101.4 (40.1-277.0) 155.3 (52-8- 0.002
402.1)
Mortality (n, %) 18 (6.1) 33(11.1) 0.028
CDAD (n, %) 8(2.7) 12 (4.0) 0.363
Admission ICU (n, %) 22 (7.4) 40 (13.5) 0.016
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en un campo donde es urgentemente necesaria

2. Definicion de Objetivos / Definition of Objectives

Los distintos estudios que componen esta memoria de tesis doctoral
tienen unos objetivos claramente establecidos. Los criterios y las
definiciones son claras y se ajustan al estado internacional del arte en
sus materias correspondientes.
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3. Metodologia / Methodology

Los métodos en los distintos trabajos estan bien descritos y se ajustan
a modelos bien reputados y establecidos en el mundo cientifico.

4. Relevancia de los resultados / Relevance of Results

El primer estudio evalua el impacto de la utilizacion de los nuevos
paneles sindrOmicos en pacientes ingresados con infecciones graves
de distinta naturaleza.

En el segundo estudio el objetivo es evaluar el papel de un examen
rapido de la orina en pacientes con cuadros de sepsis de origen
urinario

El tercero evalua las implicaciones de esta dinamica de actuacion
para un servicio de Microbiologia

Los tres estudios sugieren la necesidad de cambios muy importantes
en la estructura y disponibilidad de los servicios de Microbiologia y
E. Infecciosas si se pretende cambiar sustancialmente la dindmica de
trab ajo actual en pacientes con sospecha de sepsis

5. Discusion y Conclusiones / Discussion and Conclusions

La autora discute adecuadamente la aportacion y estado del arte de
cada una de las areas en las que se lleva a cabo su trabajo.

Ademas, en un ultimo apartado, hace una demostracion de su
conocimiento y madurez en este campo ofreciendo su vision global
del presente y sobre todo del futuro del diagndstico rapido del
paciente infectado grave en los hospitales del mafiana. Esta parte de
su tesis es, a mi juicio, particularmente brillante ya que la doctoranda
tiene que moverse en un terreno donde la ausencia de datos dejan
espacio a la ideacion y a la creatividad.
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Valoracion global / Global Assessment

Me parece una tesis excelente en la que he tenido el privilegio de
observar muy directamente y a pie de obra su concepcion, ejecucion
y construccion.

Me parece que la informacion producida responde perfectamente a
los criterios que para obtener el titulo de Doctor exige la Universidad
Complutense de Madrid.
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1. Originalidad / Originality
El proyecto SINTESIS, en el que se basa la presente tesis doctoral, constituye
un proyecto pionero en el ambito de la microbiologia ya que el impacto clinico
de muiltiples técnicas novedosas basadas en la biologia molecular, la
espectrometria de masas o la nefelometria-ldser, evaluadas en este trabajo, no
estd bien establecido.
Ademds, la aplicacion de este tipo de técnicas a pacientes graves y con sepsis
no ha sido bien evaluada previamente.
Por otro lado, no existen ademds trabajos similares que estudien un conjunto de
medidas como el expuesto, que implique la interpretacion de los resultados por
un especialista en enfermedades infecciosas y la comunicacion y el consejo al
médico responsable del paciente.

2. Definicion de Objetivos / Definition of Objectives
Los objetivos del proyecto son claros y medibles, estan bien definidos por las
variables del estudio.

3. Metodologia / Methodology
La metodologia es adecuada al planteamiento del estudio y a los objetivos, se
trata de un trabajo prospectivo y de intervencion, con una adecuada seleccion
de los pacientes y un adecuado tamario muestral. La recogida de datos ha sido
también adecuada y el proyecto ha sido aprobado por el comité de ética de
nuestro centro en cada parte.
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4. Relevancia de los resultados / Relevance of Results
El proyecto apoya la utilizacion de nuevas tecnologias en la sepsis, lo cual no
habia sido bien establecido en la literatura. En concreto, el algoritmo de
diagnostico rapido realizado en pacientes con sospecha de sepsis urinaria ha
tenido un impacto favorable en la mortalidad de los pacientes, lo cual apoya su
implementacion en los laboratorios de microbiologia y constituye un resultado
muy relevante.

5. Discusion y Conclusiones / Discussion and Conclusions
La presente tesis consta de 3 partes, cada una con su propia discusion de los
resultados obtenidos, sus implicaciones, la literatura previa disponible, las
limitaciones del estudio y las conclusiones, todas ellas adecuadas a los
objetivos. Incluye ademds una interesante discusion final sobre el papel futuro
de la microbiologia y las enfermedades infecciosas en la sepsis, con potenciales
ideas para proyectos futuros.

Valoracion global / Global Assessment

Globalmente, la presente tesis se considera MUY BUENA, por su disefio y metodologia,
por su gran aplicabilidad a la prdctica clinica habitual y por aportar datos muy
importantes sobre el impacto clinico de paquetes de medidas y de algoritmos de
diagnostico rapido, de los que carece la literatura. Esta tesis se ha realizado con un
trabajo diario de varios afios, con un gran desarrollo profesional de la doctoranda, y
que ademds ha ayudado a muchos pacientes
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