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INTRODUCCION

La sepsis es causa de muerte de 5000 neonatos al afio, el 90% en paises en
vias de desarrollo, en quienes produce del 30 al 40% de las muertes. En
México la tasa es de 4 a 15.4 casos por cada 1000 recién nacidos vivos.(6 )

La sepsis neonatal se puede clasificar en temprana y tardia, la primera tiene
gran relacion con factores maternos, por lo tanto las bacterias aisladas con
mayor frecuencia son las enterobacterias; y en la sepsis tardia es la que se
adquiere posterior a 72 horas de vida con implicacion de los factores, del
huésped, medio ambiente y del agente, los factores del huésped que influyen
son la prematurez principalmente (lo cual implica mas dias de estancia
hospitalaria , ademas de invasion con catéteres intravasculares, canulas
endotraqueales, nutricion parenteral) y patologias asociadas (en relacién a
procedimientos quirdrgicos).

Los microorganismos relacionados con mas frecuencia en la sepsis neonatal
tardia son los Staphylococcus coagulasa negativa (aislamientos en INPer del
62%), estas bacterias tenian la peculiaridad de haber sido consideradas hace
algunos aflos como microorganismos colonizadores (los neonatos en 24 horas
ya se encontraban con colonizacion en region umbilical) por lo tanto en su
mayoria se asumian como contaminantes de cultivos de liquidos corporales y
no se le daba la importancia clinica que merecia.

Posteriormente sobrevino el cambio en la epidemiologia de los agentes
etiolégicos de la sepsis neonatal tardia donde los cocos Gram positivos se
posicionaron de la causa principal, desplazando a los bacilos Gram negativos,
esto puede deberse ademas por el incremento de sobrevida de los pacientes
prematuros (vide supra).

Con la introduccion de nuevas técnicas de Biologia Molecular para la
identificaciéon de DNA de microorganismos, se esta revolucionando la medicina,

para el diagnostico temprano y tratamiento oportuno en sepsis neonatal.



RESUMEN

INTRODUCCION:

La sepsis neonatal presenta una evolucién fatal en un alto porcentaje de
pacientes, motivo por el cual es de suma importancia implementar técnicas
para diagnostico temprano y por consiguiente tratamiento oportuno, la Biologia
Molecular es un area de oportunidad muy amplia en la realizacion de este tipo
de diagnostico, identificando material genético en regiones conservadas como
16S RNA, como lo hace la PCR en tiempo real, ademas de que el tiempo para
la obtencion de resultados practicamente es en horas, con lo cual mejora la
velocidad de identificacion de microorganismos, comparado con el hemocultivo,
para dirigir tratamientos con base a esta identificacion.

OBJETIVO:

Comparar los parametros diagnosticos de la técnica de SeptiFast contra
hemocultivo, en recién nacidos con sospecha de sepsis, en el Instituto
Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes” de la Ciudad de
México, Distrito Federal.

MATERIAL Y METODOS: Se incluyeron 61 muestras de recién nacidos
considerados sépticos de acuerdo a los criterios de la escala NOSEP-1. Se
emplearon dos muestras de sangre por paciente, la primera fue recolectada en
un tubo con EDTA (0.5-1.0mL; de acuerdo a estandarizacion previa), que se
emple6 para la deteccion molecular por el kit de PCR en tiempo real de la
marca Roche (SeptiFast Test). La segunda muestra (0.5-1.0mL) se utiliz6 para
inocular directamente una botella para hemocultivo empleando el equipo
automatizado BacT/ALERT® 3D (BIOMERIEUX).

RESULTADOS: De un total de 61 pacientes, 5 (8.2%) fueron detectados como
positivos por ambas técnicas identificAndose el mismo microorganismo
(concordancia microbiolégica), del total, 16 pacientes (26.22%) fueron positivos
para SeptiFast y 9 pacientes (14.7%) para el hemocultivo.

CONCLUSIONES: con septifast se obtuvo mejor porcentaje de identificacion,
gue con el hemocultivo, resultados en mucho menor tiempo y menor cantidad

de muestra.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Debido al impacto que tiene la sepsis neonatal como causa de morbilidad y

mortalidad en las unidades de cuidados intensivos y el alto costo de la estancia
hospitalaria, por la demora en la identificacion del agente etioldégico por
metodologias tradicionales como el cultivo, es necesaria la busqueda e
implementacién de otras técnicas alternativas de diagnostico que permitan la
identificaciébn microbiana en un menor tiempo, como el caso de las técnicas de
Biologia Molecular, en las que el resultado es obtenido en cuestién de horas,
permitiendo asi, iniciar tratamientos oportunos, dirigidos, con el beneficio de
menores estancias hospitalarias, menos costos y mejor calidad de vida de los
pacientes.
Planteamiento para el desarrollo de esta investigacion:

1) En el 60% de los pacientes sépticos no hay aislamiento microbiologico.

2) El hemocultivo tiene un porcentaje de aislamiento 40%.

3) Cuando se cuenta con aislamiento microbiolégico, ya han pasado horas

de oro, muy valiosas (72 horas).

4) Evitar el uso y abuso de antimicrobianos.



MARCO TEORICO

La sepsis es una importante causa de morbilidad y mortalidad en nuestro pais,
principalmente en el grupo neonatal, Siendo causa de muerte de 5000
neonatos al afio, el 90% en paises en vias de desarrollo, en estos es la causa
del 30 al 40% de las muertes. En México la tasa es de 4 a 15.4 casos por cada
1000 recién nacidos vivos (3).

La sepsis neonatal se puede clasificar en temprana y tardia, la primera tiene
gran relacion con factores maternos por lo tanto las bacterias mas
frecuentemente aisladas son las enterobacterias; (1) y la tardia es la que se
adquiere posterior a 72 horas de vida con implicacion de los factores del medio
por el que nace, huésped y de los agentes, los factores del huésped que
influyen son la prematurez principalmente (lo cual implica mas dias de
estancia hospitalaria , ademas de invasién con catéteres intravasculares,
canulas endotraqueales, nutricion parenteral) y patologias asociadas (en
relacion a procedimientos quirdargicos).

Los microorganismos relacionados con mas frecuencia en la sepsis neonatal
tardia son los Staphylococcos coagulasa negativa (aislamientos en INPer del
62%), estas bacterias tenian la peculiaridad de haber sido consideradas hace
algunos afios como microorganismos colonizadores (los neonatos en 24 hrs ya
se encontraban con colonizacién en region umbilical) por lo tanto en su mayoria
se asumian como contaminantes de cultivos de liquidos corporales y no se le

daba la importancia clinica que merecia (1.2.3) .



La sepsis neonatal es una enfermedad de alto riesgo para mortalidad y su
diagnostico es muy dificil y tardado debido a los signos y sintomas que se
presentan son inespecificos, insidiosos y frecuentemente se confunden con
otras manifestaciones clinicas en el recién nacido incluyendo; prematurez
extrema, con inmadurez del sistema nervioso central, (centro respiratorio),
hipoglucemia, desequilibrio en electrolitos y alteraciones propias de la
inmadurez en el desarrollo pulmonar (2). El cultivo de sangre (hemocultivo) se
considera como el estdndar de oro para el diagnéstico de infecciones
bacterianas o de hongos en el torrente sanguineo y se requiere
aproximadamente de 24-48 horas de incubacion para microorganismos,
(bacterias, hongos) con un tiempo adicional de 24-48 horas para la
identificacion definitiva y evaluacion de la sensibilidad a los antibiéticos, lo cual
implica un tiempo en las mejores condiciones, para la identificacion del agente
etiolégico de 72 horas (2). Sin embargo, todos los sistemas de cultivo en sangre
sufren de varias limitaciones que influyen en la recuperacion del agente
infeccioso, algunas de estas son; baja sensibilidad, un baja carga bacteriana
en la muestra, volimenes pequefios de sangre, pacientes que reciben
tratamiento antimicrobiano profilactico y la presencia de microorganismo
insidiosos. La necesidad de una técnica para deteccién oportuna y tratamiento
adecuado del microorganismo causal dentro de las seis primeras horas es vital
para el prondstico del paciente. Al respecto se han implementado varias
técnicas de Biologia Molecular como la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para la identificacion de secuencias conservadas de los genes
bacterianos del acido ribonucleico ribosomal (rRNA) 16S, 23S y regiones
intermedias entre ambos. Asi mismo, la PCR se ha empleado para el
diagnostico de bacterias especie-especificas y también se ha adaptado para la
basqueda de multiples bacterias (PCR multiplex) que cominmente se detectan
en muy baja frecuencia o cuando si se conoce el agente causal (13). Sin
embargo, el empleo de muestras sanguineas para el diagnostico de sepsis
presenta algunos inconvenientes, ya que pueden estar presentes inhibidores
de la PCR, y/o la dificultad de tener una técnica que sea capaz de detectar un

amplio nimero de bacterias como agentes etiol0gicos (14).



La prueba ideal, para el diagnostico de sepsis neonatal, continua siendo dificil
de alcanzar. Aunque los cultivos de sangre actualmente, son el criterio
aceptado estandar, que generalmente tardan de 48 a 72 horas en reportarse, y
cuando hay una exposicidn previa a antibioticos, interfieren con el crecimiento
en el cultivo de sangre, la prueba de reaccion en cadena de polimerasa,
usando primers universales bacterianos y de hongos, en las que conservan
las regiones de 16S rRNA, genes que son comunes en todas las bacterias y
no se encuentran en otros microorganismos, ademas esta prueba septifast,
contiene para su identificacion 25 microorganismos, que son las especies que
en mas del 90% se presentan el las unidades de cuidados intensivos (19).

Hay pocos estudios, con el uso de primers universales PCR, para el
diagnostico de neonatos con sospecha de sepsis. Y algunos han demostrado
resultados prometedores (20).

El hemocultivo es la prueba " gold standard” para la deteccion de bacteriemia y
fungemia, pero presenta muchas limitaciones, en el sentido de, falsos positivos,
resultado de no realizar una técnica de recoleccion de muestra adecuada,
como contaminacién, vy falsos negativos, como resultados de la utilizacién
previa de antibibticos, es por esto que esta nueva alternativa, juega un papel
importante para el diagnostico infecciones, en la etapa neonatal (g).

Se ha venido utilizando desde hace unos afos a la fecha, la biologia molecular,
utilizando reaccion en cadena a polimerasa, regiones 16s rRNA, para tratar de
mejorar, porcentajes de aislamiento en diferentes patologias como son;
Endocarditis Infecciosa, Sepsis en pacientes neutropenicos con neoplasias

hematolégicas, bacteriemias o fungemias, con resultados muy alentadores(20).

Existe poca bibliografia, para diagnostico de sepsis neonatal utilizando,

métodos de biologia molecular.
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JUSTIFICACION

Si mejoramos los tiempos en la identificacion de microorganismos, presentes
en sangre de los neonatos con sepsis, seria de vital importancia iniciar y a la
vez dirigir terapias con antimicrobianos y asi evitar la evolucion natural de este
padecimiento en estos pacientes, con la seguridad, en menor tiempo, de la
eficacia de nuestra decision terapéutica, mediante la identificacion precisa del

material genético del microorganismo identificado.

La utilizacion de biologia molecular, para identificar microorganismos en
sangre, requiere menor cantidad de muestra, el reporte de resultados es en
menor tiempo, comparado con hemocultivo, lo cual nos favorece para iniciar
tratamiento antimicrobiano dirigido, siendo la Biologia Molecular un campo
relativamente nuevo y poco estudiado en sepsis neonatal, con lo que
proponemos la utilizacién de esta nueva tecnologia, ya que contamos con ella

en el Instituto Nacional de Perinatologia.
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OBJETIVO GENERAL

1. Comparar los parametros diagnosticos de la técnica de SeptiFast contra
hemocultivo, en recién nacidos con sospecha de sepsis, en el Instituto
Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes” de la Ciudad de
México, Distrito Federal.

OBJETIVO PARTICULAR

1. Describir las identificaciones microbiologicas por Septifast, obtenidos de
recién nacidos con sospecha de sepsis.
2. Describir los aislamientos microbiolégicos por Hemocultivo, obtenidos de

recién nacidos con sospecha de sepsis.
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HIPOTESIS

Septifast es una prueba diagnostica de Biologia Molecular, con mejores
parametros diagndsticos en comparacion con el Hemocultivo para el

diagnostico de sepsis neonatal.
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MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO:

Prospectivo y transversal

CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes de edad neonatal.

Ambos géneros.

Cualquier peso y edad gestacional.

Nacidos en el Instituto Nacional de Perinatologia, con sospecha de sepsis, sin
la utilizacion previa de antimicrobianos.

Definicion: pacientes con sepsis: puntuacion en la escala NOSEP-1 mayor a 8.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes sin datos de sepsis 6 con antimicrobianos, debido a la realizacion

de algun procedimiento quirurgico.

SITIO DE REALIZACION

Instituto Nacional de Perinatologia en las Unidades de Cuidados Intensivos

Neonatales y de Cuidados Intermedios, Laboratorio de Microbiologia del

Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes”.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO Y PROCEDIMIENTOS:

Este estudio fue realizado en el Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro

Espinosa de los Reyes” de la Secretaria de Salud, en el periodo comprendido
del 7 de octubre de 2008 al 18 de febrero de 2009. Se incluyeron pacientes
recién nacidos considerados sépticos de acuerdo a los criterios de la escala

NOSEP-1, (cuadro 1) que evalla las siguientes variables:

14



Cuadro |.Variables y puntuaciones de la
escala NOSEP -|

Variables Puntuacion
PCR = |4 mg/L 5
Neutrofilos = 50% 3
Trombocitopenia < 150 x 10%/L 5
NPT = 14 dias 6
Fiebre = 38.2 °C 5
Calificacidn =8

(para diagnéstico de sepsis)

Limite de O- 24 puntos



Procedimiento:

Se emplearon dos muestras de sangre por paciente, la primera fue recolectada
en un tubo con EDTA (0.5-1.0mL; de acuerdo a estandarizacion previa), que se
empled para la deteccion molecular por el kit de PCR en tiempo real de la
marca Roche (SeptiFast Test). La segunda muestra (1-1.5mL) se utilizé6 para
inocular directamente una botella para hemocultivo empleando el equipo
automatizado BacT/ALERT® 3D (BIOMERIEUX). EI DNA fue extraido
realizando la lisis mecénica de la muestra sanguinea, empleando el Kit
SeptiFast Lys MGrade y el equipo MagNa Lyser® (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany). Se utiliz6 el SeptiFast Prep Kit MGrade para la
extraccion de DNA siguiendo las instrucciones del fabricante. Se emplearon
sondas de hibridacién para la deteccion de los amplicones. Fueron introducidos
a cada muestra controles internos, que consistian de una mezcla de moléculas
de DNA sintético de doble cadena con sitios de reconocimiento para primers
idénticos a las secuencias blanco, pero diferentes en los sitios de unién las
sondas. Se empled un control negativo para cada serie procesada. La PCR en
tiempo real se llevd a cabo en el equipo LightCycler® 2.0 (Roche Diagndstic
GmbH, Mannheim, Germany), usando el LightCycler SeptiFast Kit MGrade.
Fueron empleadas 3 mezclas diferentes de enzimas para la amplificacion de
los blancos (Gram negativos, Gram positivos y hongos). Los controles de
reactivo se emplearon como controles positivos de reaccion de PCR. La
fluorescencia emitida fue medida en cada uno de los cuatro canales de
deteccién (610, 640, 670 y 705nm). Para la identificacion de especies se hace
un analisis de las temperaturas melting de las muestras y controles en cada
uno de los cuatro canales y el reporte es generado por un software conocido
como SeptiFast identification software (SIS) (Roche Diagnéstic GmbH,
Mannheim, Germany). Los microorganismos que son detectados por este kit se

resumen en la tabla I.
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Para el procesamiento de los hemocultivos, las botellas inoculadas se incuban
en el modulo de incubacion del BacT/ALERT 3D por un periodo no mayor de 12
dias, si después de 5 dias de incubacién no hay crecimiento, se reporta como
negativo. Cuando hay un cultivo positivo, se procede a inocular en medios
especificos, incubandolos por 24 a 48 horas a 37°C en atmésfera de CO,y se
hace una extension en laminilla para tincion de Gram. Se realizan pruebas de
oxidasa y catalasa y se inoculan paneles de identificacion y sensibilidad
MicroScan® (Dade Behring Inc.) especificos y se incuban por 18 a 24 horas a
37°C en atmosfera de CO,. Se adicionan reactivos reveladores a ciertas
posiciones del panel y se lee en el equipo AutoScan-4® (Dade Behring Inc.),
generdndose un reporte de identificacion y sensibilidad del microorganismo
encontrado.

Por la técnica de Biologia Molecular para Septifast se pueden identificar 25

microorganismos, los cuales se muestran en la Tabla I.

Tabla I. Lista de microorganismos que se pueden detectar por SeptiFast.

Gram (-) Gram (+) Hongos
Escherichia coli Staphylococcus aureus  Candida albicans
Klebsiella Estafilococos coagulasa Candida tropicalis
pneumoniae/oxytoca negativa
Serratia marcescens Streptococccus Candida parapsilosis

pneumoniae
Enterobacter Streptococcus spp Candida globrata

cloacae/aerogenes

Proteus mirabilis Enterococcus faecium Candida krusei
Pseudomonas Enterococcus faecalis Aspergillus fumigatus
aeruginosa

Acinetobacter baumannii
Stenotrophomonas

maltophilia

17



Los tiempos de procesamiento de las muestras se ejemplifican en el siguiente

diagrama:

ANALISIS ESTADISTICO:

Através de pardmetros diagnosticos.
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RESULTADOS

De un total de 61 muestras, 5 (8.2%) fueron detectados como positivos por
ambas técnicas identificAndose el mismo microorganismo (concordancia
microbioldgica). Del total de muestra, 16 (26.22%) fueron positivos para
SeptiFast y 9 (14.7%) para hemocultivo, 41 (67.2%) muestras fueron
negativas por ambos métodos Tabla Il.

En la Tabla Ill se reportan los parametros diagnésticos de Septifast con
relacion al hemocultivo.

En la Tabla IV se describen la concordancia de resultados entre Septifast y la
escala clinica de sepsis neonatal Nosep-1., el 100% de estos pacientes con
concordancia microbiologica presentaron una calificacion mayor a 8 en escala
NOSEP-1., El reporte de los parametros diagnosticos de Septifast con relacion
a la escala NOSEP-1 se muestran en la Tabla V.

Por géneros con septifast positivo, 11 pacientes (68.7%) fueron masculinos y 5
pacientes (31.2%) femeninos, por peso, con septifast positivo mayores de
1500 gramos fueron 7 pacientes (43.7%) y menores de 1500 gramos fueron 9
pacientes (56.2%)., De acuerdo a la edad gestacional, con septifast positivo
mayor a 35 semanas de gestacion fueron 7 pacientes (43.7%) y menores de
35 semanas de edad gestacional fueron 9 pacientes (56.2%)., En el 100% de
los pacientes con concordancia microbioldgica, se identificaron datos de
respuesta inflamatoria sistémica, 3 pacientes (60%), presentaron sepsis

tempranay 2 pacientes (40%) sepsis tardia Tabla VI.

Tabla Il. Cuadro comparativo de 2 x 2 entre SeptiFast y Hemocultivo.

Hemocultivo
+ .
. + 5 11
SeptiFast
- 4 | 41
Kappa=0.46

19



Tabla lll. Parametros diagnosticos,

Septifast con Hemocultivo.

Sensibilidad 56%
Especificidad 79%
Valor predictivo positivo 31%
Valor predictivo negativo 91%

Tabla V. Resultados

concordancia entre Septifast

NOSEP-1.
SEPTIFAST NOSEP-1 (+) NOSEP-1 (--)
(+) 16 10 6
(--) 41 6 39
Kappa=0.42

Tabla V. Parametros diagnosticos,

de Septifast comparado contra la
escala clinicade NOSEP -1

Sensibilidad: 62%
Especificidad: 87%
VPP: 62%
VPN: 86%

20



Variables encontradas Tabla VI.

VARIABLES SEPTIFAST (+) SEPTIFAST (-) total:

total : 16 45

Hemocultivo positivo 5 4

Hemocultivo negativo 11 41

NOSEP -1 mayor a 8 10 6

NOSEP -1 menor a 8 6 39

Sepsis temprana 3

Sepsis tardia 13

Genero  Masculino 11 18

Genero  Femenino 5 27

Edad gestacional mayor 7 14

35 sdg

Edad gestacional menor 9 31

35 sdg

Peso mayor a 1500 grs 7 15

Peso menor a 1500 grs 9 30

Concordancia con 5

hemocultivo

( mismo-microorganismo)

Discordancia con 0

hemocultivo

(diferente -

microorganismo)

SIRS 10 7

En la Tabla VII se comparan los microorganismos identificados mediante las

técnicas de Septifast y Hemocultivo.
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Tabla VII comparacibn de microorganismos identificados mediante las

técnicas de Septifast y Hemocultivo.

SEPTIFAST

HEMOCULTIVO
+ -

Escherichia coli SCN
Klebsiella pneumoniae Enterococcus faecalis
Staphylococcus Pseudomonas
epidermidis aeruginosa
Streptococcus SCN
pneumoniae SCN Yy E. faecalis
Streptococcus bovis SCN

E.coli

Streptococcus sp.

K. pnumoniae/oxytoca
Streptococcus sp y E.
coli

SCN

E. coli

S. epidermidis

S. epidermidis
Streptococcus mutans

41
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DISCUSION

En este estudio nos damos cuenta de que la tecnologia viene creciendo a
pasos agigantados, ya que el poder identificar en las muestras de sangre,
previamente preparadas para extraer el DNA de los microorganismos, se lleva
un valor importante, la prueba septifast, por el porcentaje mayor en la
identificacién, que en este rubro el gold standar hemocultivo, continua siendo
la herramienta mas infalible, por sus pruebas in vitro, que se traducen en una
menor falla, en cuanto a las decisiones en el tratamiento antimicrobiano, sin
dejar pasar y reconocer que el tiempo en estos pacientes como en todos los
demas con sepsis en una condicion que marca la evolucion, en el desenlace
gue en la mayoria de las veces es fatal, cuando no se es asertivo, en el inicio

temprano del manejo antimicrobiano.

En un estudio realizado en Zhejiang, China, en 2007 (8), reportan sus
resultados, con porcentajes de aislamiento, positividad 8.33% en PCR y
hemocultivo 5.67% de aislamiento y en nuestro estudio tenemos mayor
porcentaje de aislamiento de PCR (Tabla Il) en lo que reportamos aislamiento
en PCR 26.22 % y en Hemocultivo 14 %, con lo cual concluimos en nuestro

estudio en el Instituto Nacional de Perinatologia, en México Distrito Federal.

En otro estudio realizado en Chandigarh, India, en el afio 2009, en el que
diagnostican sepsis neonatal usando la PCR con primers de regiones
conservadas 16S rRNA, antes y después del inicio de antibioticos,
comparandolo con Hemocultivo, en 242 pacientes estudiados, reportando
Hemocultivo positivo en 52 pacientes (21.4%) y reportan identificacion por PCR
en 57 pacientes de los 242 (23.5%), con los cual en los estudios publicados en
la literatura mundial, estamos en acuerdo que con la Biologia Molecular se
estan obteniendo mejores resultados en la identificacion de microorganismos

en la sepsis neonatal (9).

23



En las variables encontradas, una que representa, un reporte universal, es la
edad gestacional, ya que a menor edad gestacional, es directamente
proporcional con sepsis neonatal, ademas del peso del neonato, que
directamente proporcional a la frecuencia de sepsis, (menor peso mayor
probabilidad de sepsis).

En la identificacién de microorganismos aislados, representa un mismo valor,
tanto bacterias Gram negativas (Escherichia coli), Gram positivas
(Staphylococcus coagulasa negativa) las cuales representan en los reportes
de sepsis neonatal, las mas importantes, ademas de lo reportado en nuestro
estudio, ya que estos microorganismos forman parte de mas del 90-95 %,
siendo estos los que producen sepsis y son parte del kit de septifast con el

cual trabajamos, quedando dentro de lo reportado en la literatura mundial.

Una de las desventajas, es que aun se esta trabajando en algunos Kits para

realizar antibiogramas en las identificaciones microbioldgicas.
Proponemos continuar, en la investigacion de esta herramienta diagnostica,

para contar con mayor universo de pacientes y posteriormente tener material

para realizar antibiogramas, para darle mayor valor a estas identificaciones.
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CONCLUSIONES

. Se obtuvo mayor porcentaje de aislamiento con Septifast, que con el
gold standar hemocultivo,

. El reporte en tiempos es una ventana muy grande por septifast ya que
en transcurso de 6 horas y no dias se entrega el reporte del
microorganismo aislado, nos abre la puerta a nuevas aéreas de
oportunidad, para el diagnostico de la sepsis neonatal.

. La limitante de que no se reporta el perfil de sensibilidad, de modo que
aun se prefiere el hemocultivo.

. La limitante en el costo de esta prueba septifast, no permite que tome
ventaja en contra del hemocultivo, hasta el momento, a pesar de que en
este estudio concluimos tener mejor porcentaje de identificacion
microbiolégica y en tiempos muy valiosos, para la evolucion de los
pacientes.

La sensibilidad y especificidad, sumados los valores predictivos nos
orientan a que esta herramienta diagnostica, representa un nuevo
campo en el diagnostico temprano de la sepsis neonatal, ademas de
superar el porcentaje de identificaciones microbioldgicas, con la limitante

de carecer de antibiograma.

25



BIBLIOGRAFIA

1. Mandell G, Bennett J, Dolin R. Enfermedades infecciosas Principios y
practica. 62 edicion. Espafia 2006, Editorial Elsevier, 2352-2359.

2. Remmington J, Klein J, Wilson B, Baker C. Infectious Diseases of the
Fetus and Newborn Infants. 6a edicién. United States of América 2006,
Editorial Elsevier, 513- 544.

3. Saltigeral P, Valenzuela F, Avendafio B, Plascencia |, Martinez N.
Agentes causales de sepsis neonatal temprana y tardia: una revisién de
diez afios en el “Hospital Infantil Privado” Revista de Enfermedades
Infecciosas 2007, 20 :99- 105.

4. Tenover F, Arbeit R, Goering R,Mickelsen P, Murray B, Persing D,et-al
Interpreting  Chromosomal DNA Restriction Patterns Produced by
Pulsed-Field Gel Electrophoresis: Criteria for Bacterial Strain Typing.
Journal Of Clinical Microbiology,1995; 33: 2233-2239.

5. Mahieu M, de Muynck OA, de Dooy J, Laroche MS, Van Acker J.
Prediction of nosocomial sepsis in neonatos by jeans of a computer
weigthedbedside scoring system (NOSEP store). Crit Care Med 2000;
28: 2026- 33.

6. Reyna F Jesus, Ortiz | Federico, Navarro G Sujey, Pérez A Beatriz,
Recién nacidos pretermino con sepsis nosocomial: comparaciéon de dos
consensos y una escala clinica, utilizados en la identificacién de sepsis
mediante un estudio de evaluacion de pruebas diagnosticas
Revista de Enfermedades Infecciosas en Pediatria Vol. XXI Num. 85

7. Radul Villegas Silva, Raul Muro Flores, Juan Gardufio Espinoza, Maria
Luisa Cuevas, Diagnéstico etioldgico de sepsis neonatal basado en
factores de riesgo e indices hematolégicos, ENF INF MICROBIOL 2008
28 (2): 51-59

8. Yi-dong W, Lihua C, Xiu-jing Wu, et al.Gram-specific probes based real
time PCR for detection and discrimination of bacterial neonatal sepsis. J
Clin Microbiol JCM 2008: 02237-07v1.

26



9. Sourabh Dutta. MD, PhD; Anil Narang, MD; Anuradha Chakraborty, PhD;
Pallab Ray, MD. Diagnosis of Neonatal Sepsis Using Universal Primer
Polymerase Chain Reaction Before and After Starting Antibiotic Drug
Therapy, ARCH PEDIATR ADOLESC MED/ VOL 163(No. 1) JAN 2009.

10.Emrich, T.; Moczko, M.; Lohmann, S.; Mayr, J.; Stockinger, H.;
Haberhausen, G. LightCycler(R) SeptiFast Test: rapid detection of
nosocomial pathogens by real-time PCR: P962, Clinical Microbiology &
Infection, Volume 12 Supplement 4, April 2006.

11.1. Pachiadakis, V. Karavassilis, A. Vasdeki, A. Melidou,A. Goudouva, P.
Lisgara, E. Petinaki, A. Maniatis (Larissa, GR), Molecular detection of
microbes, Clinical Microbiology and Infection, Volume 12, Supplement 4,
2006

12. Michela Paolucci, Maria Grazia Capretti, Paola Dal Monte, Luigi
Corvaglia, Maria Paola Landini, Stefania Varani, Andrea
Pession,Giacomo Faldella and Vittorio Sambri, Laboratory diagnosis of
late-onset sepsis in newborns by multiplex real-time PCR, DOI
10.1099/jmm.0.003848-0 G 2009 SGM

13. Mancini, N., Clerici, D., Diotti, R., Perotti, M., Ghidoli, N., De Marco, D.,
Pizzorno, B., Emrich, T., Burioni, R. & other authors (2008). Molecular
diagnosis of sepsis in neutropenic patients with haematological
malignancies.JMed Microbiol 57, 601-604.

14. Lehmann, L. E., Hunfeld, K.-P., Emrich, T.,Haberhausen, G.,Wissing,
H., Hoeft, A. & Stu'ber, F. (2007). A multiplex real-time PCR assay for
rapid detection and differentiation of 25 bacterialand fungal pathogens
from whole blood samples. Med Microbiol Immunol (Berl) 197, 313-324.

15. Fraser, N., Davies, B. W. & Cusack, J. (2006). Neonatal omphalitis: a
review of its serious complications. Acta Paediatr 95, 519-522.

16. G. Lisby, H. Westh (Hvidovre, DK) Evaluation of SeptiFast — a new
commercially available broad-range real-time PCR assay for detection of
bacteria and fungi in blood. Clinical Microbiology and Infection, Volume
12, Supplement 4, 2006.

27



17. F. Lamoth, K. Jaton-Ogay, J. Bille, G. Prodhom, L. Senn, T. Calandra,
O. Marchetti (Lausanne, CH) Clinical utility of Septifast PCR in
neutropenic cancer patients with persistent fever despite antibacterial
therapy, (EORTC-MSG criteria, CID, 2001).

18. Landt O. Rapid detection and identification: combination of LightCycler
real-time PCR and arrays, TIB MOLBIOL, Berlin, Germany, Clin Chem
Lab Med 2008; 46(4):45-A66 © 2008

19. J. Steinmann, J. Buer, P.-M. Rath, A. Paul, F. Saner. Invasive
aspergillosis in two liver transplant recipients: diagnosis by SeptiFast ,
Transpl Infect Dis 2009: 11: 175-178. All rights reserved

20. Alvarez, M.; Parra, J.; Pena, A.; Carlos, S.; Chueca, N.; Torres, M.;
Perez-Lopez,J. A.; Piedrola, G.; Maroto, M. C.; Garcia, F. SeptiFast for
the investigation of bacterial and fungal DNA in sterile fluids: Clinical
Microbiology & Infection, Volume 14 Supplement 7, May 2008, p S578

21. Varani, S.; Stanzani, M.; Nardi, L.; Paolucci, M.; Vianelli, N.; Baccarani,
M.; Landini, M.; Monte, P. Dal; Cauvrini, F.; Giannini, B.; Melchionda, F.;
Pession, A.; Sambri, V. Comparison of real-time PCR and blood culture
for the diagnosis of bloodstream infections in onco-haematologic
patients: microbiological and clinical assessment: Clinical Microbiology &
Infection, Volume 13 Supplement 1, April 2007, p S393.

22.Abdul-Redha, R. J., Balslew, U., Christensen, J. J. & Kemp, M. (2007).
Globicatella sanguinis bacteraemia identified by partial 16S rRNA gene
sequencing. Scand J Infect Dis 39, 745-748.

23.Breitkopf, C., Hammel, D., Scheld, H. H.,Peters, G. & Becker, K. (2005).
Impact of a molecular approach to improve the microbiological
diagnostics of infective heart valve endocarditis. Circulation 111, 1415-
1421.

24.Dombrovskiy, V. Y., Martin, A. A., Sunderram, J.& Paz, H. L. (2007).
Rapid increase in hospitalization and mortality rates for severe sepsis in
the United States: a trend analysis from 1993-2003. Crit Care Med 35,
1244-1250.

28



25.Raghavan, M. & Marik, P. E. (2006). Management of sepsis during the
early “golden hours”. J Emerg Med 31, 185-199.

26. Adriana Vince, Snjezana Zidovec Lepej, Bruno Barsic, Davorka Dusek,
Zdravko Mitrovic , Ranka Serventi-Seiwerth and Boris Labar, LightCycler
SeptiFast assay as a tool for the rapid diagnosis of sepsis in patients
during antimicrobial therapy, DOI 10.1099/jmm.0.47797-0 G 2008 SGM.

29



	Portada
	Índice
	Texto

