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RESUMEN

El SeptiFast es una prueba de reaccion en cadena de la polimerasa,
conocido por sus siglas en el idioma ingles PCR
(polymerasechainreaction); esta es una técnica de biologia molecular que
fue desarrollada por Laboratorios Roche, con el afan de detectar en
tiempo real, de manera rapida los microorganismos que frecuentemente

causan cuadros de septicemia.

Los pacientes ingresados en las Unidades de Cuidados Intensivos,
por sus caracteristicas de encontrarse labiles hemodinamicamente, con
soportes para algun o algunos fallos de 6rganos, prima en ellos la rapida

estabilizacion y el diagndstico de su condicidn critica.

Nuevas pruebas en los laboratorios de biologia molecular estan
ayudando a disminuir los tiempos en cuanto a diagnosticos y por ende a
mejorar los tratamientos de estos pacientes. Es por ello que la rapidez de
una prueba diagnostica es una gran ventaja y es determinante en el

momento de inclinarse por una decision antimicrobiana.

Es de amplio conocimiento, que en cuanto a cuadros sépticos, errar

con el tratamiento antimicrobiano, es deletéreo.

Ultimamente en &reas donde se manejan pacientes criticamente
enfermos impera la necesidad de optimizar el tratamiento, en cuanto a
fallo de o6rgano, mas aun refiriéendonos a un paciente en condiciones
graves, por otro lado es irreparable el desacierto con respecto al uso
indiscriminado de antibiéticos, ya que son estos errores uno de los pilares

para la diseminacion de bacterias multirresistentes.
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Se necesita de herramientas cientificas, con informaciéon robusta,
que sean rapidas, precisas, infalibles, las cuales no existen. Sin embargo

se busca alta sensibilidad y especificidad.

Los hemocultivos, considerados el estdndar para el diagnéstico del
shock séptico, presentan una baja sensibilidad. Esta ventaja brinda
SeptiFast, al ser una muestra estéril, molecular en tiempo real y de

diagndstico rapido.

Se realiz6 este estudio, tomando 62 muestras de sangre, de 62
pacientes, todas tomadas de manera estéril, como se realiza en los
hemocultivos, todos con diagnostico de shock séptico, segun la definicion
de SOFA Score, y fueron llevadas la Laboratorio de Biologia Molecular del
Hospital Luis Vernaza.

Dentro de esta poblacion, de 52 afios de promedio, fue mas
frecuente el shock séptico en mujeres, el sitio de infeccibn mas frecuente

del térax, o sea la neumonia.

El 63% de las muestras analizadas por SeptiFast fueron negativas, y
el 15% se reportd Klebsiella como germen, esto con una mortalidad global
del 47%.

Existio la dificultad técnica en cuanto a la demora del informe, por lo
gue inicialmente se necesitaban 4 muestras para poder ser procesadas, lo
cual declina la gran ventaja que supone el método, ya que el reporte se

hacia casi a los 4dias.

Palabras clave:SeptiFast, Sepsis, Diagndstico temprano.
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ABSTRACT

Septi Fast is a polymerase chain reaction test, known by its
acronym in english PCR (polymerase chain reaction). It is a molecular
biology technique developed by Roche laboratories, with the aim of
detecting in real time and quickly the microorganism that frequently cause

sepsis.

Patients admitted to the Intensive Care Units, due to their
characteristics of being found with hemodynamically lasers, with supports
for some or some organ failures prevail in them the rapid stabilization and

the diagnosis of their critical condition.

New test in molecular biology laboratories are helping to decrease
the time in diagnoses and to try to improve the treatments of these
patients. That is why the speed of a diagnostic test is a great advantage

and is decisive in the moment of leaning for an antimicrobial decision.

It is widely known, that as for septic patients, to err with the

antimicrobial treatment, it is deleterious.

Recently, in areas where critically ill patients are managed, there is
a need to optimize treatment, in terms of organ failure, even more so when
referring to a patient in severe conditions. On the other hand, it is
irreparable the mistake with regard to the indiscriminate use of antibiotics,
since these errors are one of the pillars for the dissemination of

multiresistant bacteria.

Like trying to hit an arrow in the center, in the target game, you
need scientific tools, with robust information, that are fast, accurate,
infallible, which don not exist. However, high sensitivity and specificity are

sought.
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Hemocultures, the standards for the diagnosis of septic shock, have
a loss sensitivity. This advantage provides SeptiFast, an example of

sterile, molecular in real time and fast.

This study was carried out by taking 126 blood samples from 62
patients, all of them taken in a sterile manner, as is done in the blood
culture, all with a diagnosis of septic shock.

Within this population, on average 52 years old, septic shock was
more frequent in women, the site of most frequent infection of the thorax,

or the sea of pneumonia.

63% of the samples analyzed by SeptiFast were negative, and 15%
was reported as a germ, with an overall mortality of 47%.

Key words: Septi fast, Sepsis, Early diagnosis

Key words: Septi Fast, Sepsis
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La sepsis es un problema milenario, de diagndstico clinico
evolucionado en las dltimas centurias, y de reciente afinamiento en su

definicion.

La importancia de su mortalidad, dltimamente ha sido posicionada
como uno de las primeras causas a nivel mundial. En Estados Unidos se

reporta alrededor de 1°660.000 casos al afio.

La comprension, del concepto extrapolado de otras patologias, como
el infarto agudo de miocardio y el accidente cerebrovascular, tal como la
sobrevivencia a la sepsis es dependiente del tiempo, es recientemente

relevado en las salas de emergencia.

Es por ello que el diagnostico microbiolégico es de capital
importancia en esta patologia, ya que estd demostrado que tanto la
demora como el errar en el tratamiento empirico, tiene un desenlace letal

para el paciente.

Los hemocultivos, son el estdndar de oro, con respecto al
diagnéstico microbiolégico de la sepsis. Penosamente poseen
limitaciones, como el hecho de que su reporte demora aproximadamente
48horas, la posibilidad de contaminacién, el simple hecho de que solo
sean diagnostico el 20% de las muestras.

La necesidad de wuna herramienta de rapido diagnostico

microbiolégico, se hace imperativa.
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Las cualidades de dicha herramienta deben ser de rapida respuesta,
reproducible en cualquier campo, que tenga alta sensibilidad vy
especificidad, cualidades en ocasiones dificiles en cuanto al campo de la

medicina.

La medicina molecular, es una rama de la medicina que en este
campo que nos atafie, se encarga del diagnostico y tratamiento de las
enfermedades causadas por microorganismos, haciendo el detalle de la

parte genética de los mismos.

Existen varias pruebas en el campo de la medicina molecular, que

sigue en constante evolucion durante los dltimos 20 afios.
Amodo clasificatorio, existen 2 grandes agrupaciones:

1) En la cual se toma muestra de un hemocultivo
positivo, como por ejemplo FISH del inglés fluorescence in situ
hybridization, que como se entiende requieren que se inocule la
muestra en un botella de hemocultivo.

2) Es la que se toma muestra de sangre directamente
del individuo, siendo la misma técnica de los hemocultivos. Son
los métodos amplificados, donde a diferencia de los anteriores,

Nno se necesita inocular la muestra en la botella de hemocultivo,

El LightCycler SeptiFast se instituye como una de las pruebas
de reaccion en cadena de la polimerasa, PCR, del inglés polymerase
reaction chain, para la rapida identificacibnmicrobiolégica de los
patbgenosmasfrecuentes relacionados a sepsis del torrente

sanguineo.

Suele reportarse dentro de 6 a 8 horas, de base amplia de
hasta 25 microorganismos sean bacteria gram positivas, gram

negativas u hongos.
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Eso muestra gran ventaja frente a las 48horas promedio con
respecto a los hemocultivos, ademés de su mayor sensibilidad.

Como toda prueba tiene algunos inconvenientes, como la
posibilidad de contaminacién, pero que se reduce con la

manipulacion de expertos,

Un campo aun en estudio es el estudio de muestras de liquidos
biolégicos de lugares estériles, como liquido cefalorraquideo, lavado

bronco-alveolar y de valvulas cardiacas, en el caso de endocarditis.
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CAPITULO I

OBJETIVOS

Determinar la utilidad del SeptiFast como herramienta

diagnostica temprana para el shock séptico.

1. Medir en dias el tiempo de aislamiento bacteriano

mediante SeptiFast.

2. Conocer cudl es el microorganismo mas
frecuentemente aislado en SeptiFAST de pacientes con Shock

séptico.

3. Establecer si la determinacion temprana del

diagndéstico microbioldgico impacta en la mortalidad.

17



CAPITULO 1lI

MARCO TEORICO

3.1 ETIMOLOGIA

La palabra sepsis viene del vocablo griego sépsis, que
literalmente significa putrefaccion, o descomposicion de materia
organica, siendo nombrada en La lliada de Homero, y utilizada en el

siglo IV antes de Cristo, en el Corpus Hipocratico *.

3.2 HISTORIA

Edwin Smith en 1862 en Luxor, Egipto hallo la primera

descripcién de Sepsis?.

En Egipto se narra claramente no solo en el papiro hallado por
Smith, sino también en el papiro de Ebers procedente de 1400 A.C.
como curar las heridas con sustancias naturales que se han validado

el dia de hoy, como lo son la miel y grasa®.

En Grecia, el Cuerpo Hipocratico basan la patogenia en el
humoralismo clasico. Se describié ademas el pus buena (pepsis) y el
pus mala (sepsis), “y la ausencia de pus se interpretaba como signo

de,mal pronéstico.

Galeno, no aporto nada con respecto a la terapéutica, es
maserigié la maxima “pus bonum et laudabile”, haciendo referencia
gue la presencia de pus, no debia ser removida ya que era parte de

la evolucién de la enfermedad.®

Luego de ello, en el siglo XIX, el medico hangaro, Ignaz Philipp
Semmelweis, evidencio que la buena practica de un lavado de

manos, disminuyo el nimero se casos de sepsis puerperal’.

18



Como suele ocurrir casi siempre, el caso de Semmelweis no
fue la excepcion, fue rechazado, hasta méasalla de su muerte por
dicha observacién.Luego con esta simple observacion, Pasteur y
Koch erigieron los conceptos de microorganismos como causa de

enfermedad®.

Luego de ello vino 1 vasto periodo de receso para la sepsis.

3.3. DEFINICION

En el inicio de los afios 80 hasta 2000, existieron 2 definiciones
de dos médicos, Angus y Martin que se incluyeron en la ya conocida
ICM-9. La mayoria de la informacién parte de grandes estudios de
series de casos 0 bases informaticas hospitalarias en Estados
Unidos®™*.

La definiciébn de Martin posee una sensibilidad de 17% al 81%
y una especificidad de 88% a 100% a diferencia de la de Angus que
se encuentra con una sensibilidad del 47 al 50% y de especificidad
del 92%*.

La sociedad de medicina critica, de las siglas SCCM del inglés
Society of Critical Care Medicine y el colegio de MédicosAmericanos
del térax, de las siglas ACCP del inglés American College of Chest
Physicians en el afio 1992, realizo las definicién clasica SIRS, sepsis

y sepsis severa y shock séptico™”.

El mayor inconveniente radica que el término SIRS, es su baja
especificidad, y su sensibilidad puede llegar tan sensible que abarca
muchas patologias.
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En 2004, se conforman las primeras guias de la campafa
sobreviviendo a la sepsis, definicibn sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica, SIRS, de las siglas en inglés syndrome
inflamattory respuests systemic), sepsis, sepsis severa y shock

séptico™.

Luego de ello en 2006, se evidencié que en Europa la

especificidad de los criterios para infecciones graves era del 18%.

Ultimamente en 2012, un estudio observacional realizado en
Paises Bajos, se encontré que hubo diferencia entre si los datos
eran ingresados de modo manual versus automatizadosdentro de
este estudio se hayo que un porcentaje alrededor del 15% se
encontraban infectados pero no cumplian con criterios de SIRS.

Existen documentos de estudios publicados que demuestran
que el desenlace para pacientes que no cumplian criterios de SIRS
presentaban alrededor del 50%, mayornumero de fallo de 6rganos
como inestabilidad hemodinamica, necesidad de
ventilacionmecanica se hallaban con diagnéstico de insuficiencia
renal agudas y por ende su mortalidad fue mayor, que el grupo de
pacientes que si cumplieron con criterios de SIRS, siendo una

diferencia de 7%.

La Clasificacion Internacional deEnfermedades, solo
demuestra el vacio o la gran diferencia existente entre las
definiciones clinicas y administrativas. A pesar de todas estas
limitantes, se estima un crecimiento anual en sepsis del 13%, con
una letalidad estimada en descenso anual del 4%, eso en
Norteamérica, debido a que la poblacién continta envejeciendo, son
pacientes con polifarmacia, muchas comorbilidades, pacientes en
trasplantes, inmunosupresion, terapias biologicas, y altas médicas
hospitalarias con mejores diagnésticos de salida, con respecto a

sepsis.
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Con respecto a los diagnésticos de sepsis, en Europa,
usualmente se utiliza bases de datos de los sitios de internacion
hospitalarios y no se rigen tanto por la clasificaciones CIE-10, sino
mas bien por base de datos de las unidades de cuidados intensivos,

elaboradas en estudios observacionales.

Otra realidad diferente sucede en Latinoamérica, no solo por
nuestras diferencias antropométricas, sino hasta genéticas,
penosamente los datos estadisticos, al igual que en otras tematicas
son pobre.

Segun las definiciones 1 de cada 3 pacientes que ingresa a
UCI, lo hace con diagnéstico de sepsis severa, mientras que otras
series reportan 110 casos por 10.000 personas.

Finalmente en el afio 2016, se realizé el Tercer Consenso en
cuanto a Definicion de Sepsis, el cual se detalla de la siguiente

manera:

SIRS, solo queda como una herramienta para pesquisar
cuadros infecciosos, mas no como grupo de caracteristicas clinicas

gue enmarcan el criterio de sepsis

Se utiliza el score SOFA, del inglés Secuential Organ Failure
assessment y el qSOFA de las siglas en ingles quick SOFA, ahora si

como herramienta de diagndstico de sepsis.
Se elimina el término sepsis grave.

Shock séptico, se continua utilizando, siendo definido como
persistencia de hipotension arterial, ya que requiere drogas
vasopresoras y/o el paciente tenga un nivel de lactato sérico

elevado, todo ello luego de una adecuada reposicion de volumen.
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3.4 EPIDEMIOLOGIA

Segun reportes de entidades como la OMS, las infecciones
mismas de los pulmones siguen siendo las principales causas de
sepsis, y la mortalidad se triplica en esta area de los paises en vias

de desarrollo, donde incluimos a nuestro pais.

La causa microbioldgica ha tomado un giro importante al pasar
el tiempo, inicialmente las bacterias gram-negativas encabezan la
lista, en los ultimos 15afios, las bacterias gran positivas se han
tornado la primera causa de sepsis. Finalmentelas
infeccionesfungicas han tomado capital importanciacomo causante
de sepsis.La fuente de sepsis mas frecuentemente reportada ha sido
la de origen pulmonar.El shock séptico y la sepsis severa se acercan
a una mortalidad del 50%'°. Seguramente la disminucién de la
letalidad sea debida a los protocolos y difusidbn de guias para el

manejo de estos pacientes.

Queda a casi modo deconsenso que la sepsis severa y shock
séptico tiene como fuente infecciosa el pulmén. Pero esto difiere de
las poblaciones estudiadas.

En Ecuador, asi mismostenemos datos aislados, dado por

UCIS de mayor trascendencia, como Quito o Guayaquil.

Con respecto a nuestra Institucion, elHospital Luis Vernaza,
consta de camas para atender pacientes criticos, siendo estas 60
camas de atencion polivalente, para pacientes quemados, aparte de
camas de postoperatorio y 8 camas del area de reanimacion.

La poblacion es variada, atendiendo pacientes neurocriticos,
traumatizados, quemados, trasplantados, de cirugia cardiovascular,
postoperatorio de cirugias mayores o complejas de cerebro, térax y

abdomen, que se ven expuestos a complicaciones infecciosas;

22



ademas de quienes ya ingresan por problemas infecciosos, de
diferente indole, como neuroinfecciones, cardiovasculares, de partes
blandas, muy frecuentemente catastrofes abdominales, urinarias, de
importante realce, las infecciones nosocomiales, comolo son
asociadas a dispositivos intravasculares, asociadas asondas
urinarias, del sitio quirdrgico, y de gran importancia la neumonia
asociada a los cuidados de la salud, previamente denominada

asociada a la ventilaciéon mecanica.

El auge de microorganismos multirresistentes, crea un ambito
casi novedoso a esta patologia, al tomarle el pulso a un grave

problema, del usoindiscriminado de antibiéticos.

La sepsis severa y shock séptico se situ6 alrededor del 20% de

nuestros ingresos anuales, que rodean a los 1000 pacientes™®.

3.5FISIOPATOLOGIA

Normalmente el proceso infeccioso se localiza y se mantiene
mientras se repara el tejido que ha sido invadido por los

microrganismaos.

Cuando se desencadena una respuesta inflamatoria
descontrolada de elementos anti-inflamatorios y pro-inflamatorios, se

desencadena la sepsis™®.

Los leucocitos, que dentro de su actividad quimiotactica, son
los que producen los signos clasicos de flogosis: calor, rubor,

edema.
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A nivel intracelular, hay diferentes vias para desencadenar esta
respuesta, basicamente se da por el reconocimiento y union de
macrofagos con receptores, algunos de ellos llamados del inglés,
pattern recognition receptores (PRRs), esto expresa citoquinas,

quimiocinas, todo esto a nivel molecular®.

Este desbalance de la respuesta descontrolada del huésped al
germen es lo que desarrolla la sepsis y que puede avanzar a shock
séptico y de la mano a los multiples fallos de érganos que acabarian
con el individuo, dependiendo del microrganismo, sus productos

téxicos, y de una predisposicién genética del individuo?.

3.6 DIAGNOSTICO CLINICO y de LABORATORIO

En cuanto al cortejo sintomatico, es muy variado, de ahi que el

diagnostico debe de contar con un alto indice de sospecha.

Los signos clinicos que componen al SIRS, del inglés
syndrome inflammatory respuests systemic, y la florida sinologia o
sintomatologia de la sepsis son: taquicardia, mas de 90 latidos por
minuto, taquipnea, mas de 20 respiraciones por minuto, fiebre, mas
d 38,3C o hipotermia, menos de 36C, ileo, hipotension arterial,
menos de 90mmHg o una presion arterial media menor de 70mmHg,
, ¥ los que se describen para el lugar infectado por el microrganismo
y ademas los de los diferentes 6rganos afectos, signos de mala
perfusion, alteracion del estado mental, piel fria y sudorosa, aumento
del tiempo del llenado capilar, cianosis sobre todo de rodillas, un

sigho ominoso®>?%. Lo que se resume en el SOFA score *°.

Dentro del laboratorio se encuentra: leucocitosis mayor a
12.000, o leucopenia menor de 4000, o un recuento normal que

presente el 10% de formas inmaduras. Reactantes de fase aguda,
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como la proteina C reactiva con mas de dos desviaciones estandar
por encima de los valores referenciales, aunque hoy un poco se
encuentra en discusion, y ante esto ha surgido la procalcitonina,
como su reemplazo y que encontrandose por encima de dos
desviaciones estandares apoyaria al diagndstico de sepsis. Aparte
que se evidencie una PaO2 /FiO2 menor a 300, oliguria, definida
como una diuresis menor a 0,5ml/kg/hora que se presente durante
dos horas, luego de una adecuada reposicion de liquido durante la
reanimacion, a mas del aumento de creatinina por encima de
0,5mg/dl. Sumado a esto hiperglicemia mas de 140mg/dl, sin tener
antecedentes de diabetes. Aparte otro sistema afectado es la
coagulacion, al presentar TPT mayor de 60segundos, plaquetopenia
por debajo de 100.000, INR, del inglés razon normalizada
internacional por encima de 1.5. ictericia, diagnosticada con valores

mayores a 4mg/d**

El aumento de lactato por encima de sus valores normales, 2.2

han sido relacionados con su diagndstico y pronostico.

Esto acompafiado de un diagnostico evidente del foco séptico
por gabinete de imagenes, es capital, para poder determinar la
remocion o drenaje del foco, en caso necesario; donde el eco-

sonografo ha tomado en los ultimos tiempos un rol principal.

3.7 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

La muestras para diagnostico microbiolégico pueden proceder
de liquido cefalorraquideo, cavidad pleural, cavidad abdominal,
secrecion endotraqueal o lavado, cepillado bronco-alveolar, demas

cavidades, y de sitio quirdrgico.
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Las indicaciones para tomar hemocultivos® es que el paciente
se sospeche un proceso séptico, a excepcion de los
inmunodeprimidos en quienes la probabilidad de estar infectados
prima en su condicion final; estas muestras deben ser tomadas

preferiblemente antes de administrar los antibi6ticos.

La muestra representativa para diagnosticar bacteremia o
fungemia es la sangre, pero pese a que el paciente presente sepsis
es muy poco frecuente que se encuentre microorganismos en dicha

muestra, ya que la bacteremia es intermitente.

La toma de muestra, el volumen tomado, y el numero de
cultivos, ademés del uso previo de antibioticos, son las principales
determinantes para diagnostico bacteremia.

En cuanto a la técnica®®, se debe realizar bajo técnica aséptica,
desinfectando con alcohol al 70% y luego con tintura de yodo o
clorhexidina. Se podra puncionar vena o arteria, no de un acceso

venoso recién colocado.

En lo referente al volumen tomado, es igual tomar 1 conjunto
de hemocultivos, es decir 1 botella para aerdbico y 1 botella para
anaerobio, cada una llena de 10mililitros, o tomar 3 botellas de

hemocultivos, cada una con 10mililitros.

Finalmente mientras mas botellas de hemocultivos se tomen,
se tendra mayor redito en el diagnostico, sabiendo que si se toman 4
botellas de hemocultivos se acercara el 100% de diagnéstico

microbiolégico?’.
3.8. OTROS TIPOS DE DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

Otros métodos de diagndstico etiolégico incluyen®®, MALDI-
TOF-MS, del inglés matrix-assisted laser desorption/ionization time-

of-flight mass spectrometry,y pruebas moleculares multiplex
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3.8.1. Dependientes de cultivo positivo

Como su nombre lo indica, este grupo de pruebas, requieren
previamente la inoculacion de muestra en botellas para
hemocultivos, que cuando se positivizan, se toma muestra de estas

para identificar al microrganismo.

PNA FISH

Verigene

3.8.2. Métodos amplificados
Reaccion en cadena de la polimerasa, de microrganismo especifico

Staph SR
Xpert MRSA/SA

Tecnologia de amplia base

Prove-It Sepsis

Film Array BC-ID
3.8.3. DIRECTO DE SANGRE
SeptiTest
VyooAssay
MagicPlex Sepsis Test
T2 Candida magnetic resonance assay

IRIDICA BACBSI
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3.8.3.1 SeptiFast®

LightCycler SeptiFast es una prueba desarrollada en Alemania por la

compafia Roche, cuyas caracteristicas se basan en:
PCR en tiempo real

Uso de sondas de transferencia de doble fluorescencia, FRET, del

inglés dual-fluorescence energy transfer probes

Software con analisis de la curva de diferenciacion de patégenos

Detecta 25 patdgenos, que son los que mas frecuentemente se

asocian a sepsis, dentro de ellos estan:
BACTERIAS GRAM (+)
Staphylococcus aureus
Staphylococcus coagulasa negativo
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus spp.

Enterococcus faecium

Enterococcus faecalis
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BACTERIAS GRAM (-)

Escherichia coli

Klebsiella (pneumoniae/oxytoca)

Serratia marcescens

Enterobacter (cloacae/aerogenes)

Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa

Acinetobacter baumannii

Stenotrophomonas maltophilia

HONGOS

Candida albicans

Candida tropicalis

Candida parapsilosis

Candida glabrata

Candida krusei

Aspergillus fumigatus
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Chang et al, en un meta andlisis de 34 estudios, recolecto
6012pacientes con 22% episodios de infecciones confirmadas por

bacterias u hongos™®.

Algunos estudios si se realizaron de manera ciega, y amplio rango
de referencia tanto clinicos como paraclinicos. Este sesgo, determino que

la sensibilidad fuese del 75%, y la especificidad fue del 92%.

Se determind que los pacientes con alta probabilidad de sepsis, se
benefician de esta prueba®.

3.8.3.1.1. TECNICA

Previa homogenizaciéon de la muestra durante 30 minutos, se
procede a realizar lisis con las perlas del SeptiFast Lys**>*34% proceso
que se realiza en la cabina, previamente aséptica, logrando que se rompa
la matriz, de una muestra de 1,5ml sea ésta, sangre, liquido

cefalorraquideo, lavado bronco-alveolar.

Luego esta muestra se lleva al MAGNA Pure, en donde se coloca
para realziar una lisis mecéanica, siendo esta fase la extracciéndel ADN,
en 28minutos, que sera amplificado por el MASTERMIX, cada uno,
respectivamente para bacterias Gram (+), Gram (-) y hongos, que se

desarrolla en 30minutos.

Prontamente se realiza en la cabina, la mezcla de 50uL de
MASTERMIX con 50uL de ADN, se coloca en capilares y va al equipo de
amplificacion, en donde se procesa durante 2horas 15minutos.

30



3.9. LA PROBLEMATICA

La mitad de los casos de shock séptico, no se logra identificar

el microorganismo™.

Se sabe que la positividad de los hemocultivos es baja, y su
tiempo de reporte alrededor de 48horas, lo que hace que el
tratamiento sea empirico, en un paciente en el cual tiene alto riesgo
de fallecer. Ademas de que dependera de como se tome la muestra

y de como se llegue a su procesamiento.

Es asi que se plantea que el diagndstico molecular sea la
herramienta de tan pronto diagnostico etiolégico del shock séptico, y

permitir asi optimizar la terapéutica antimicrobiana.
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CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO (O MATERIALES Y METODOS).

4.1 disefo de la investigacion

Este estudio es de tipo observacional, descriptivo, de corte
transversal, fue desarrollado en el Servicio de Medicina Critica, en la
Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital Luis Vernaza, de donde se

obtuvo una muestra no probabilistica por conveniencia.
4.2 poblacion y muestra

La poblacion de este estudio estuvo conformada por los pacientes
que ingresaron en la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital Luis
Vernazacon diagnéstico de shock séptico, obteniendo una muestra no
probabilistica de pacientes que cumplieron los criterios de inclusién

4.2.1. Criterios de inclusion

e Pacientes ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos del
Hospital Luis Vernaza con cuadro clinico de shock séptico.

e Pacientes con edad superior a 16 afios

e Pacientes en quienes se tom6 muestra de sangre para SeptiFast
sin estar expuestos a terapia antimicrobiana previa

e Pacientes cuyas muestras fueron analizadas en el laboratorio de
Medicina Molecular y que fueran reportadas en la historia clinica

electrénica respectiva.

32



4.2.2. Criterios de exclusion

epacientes que fallecieron en las primeras 24horas de
ingreso a la Unidad de Cuidados Intensivos.
ePacientes en quienes solo se tomd muestra para

andlisis microbiol6gico mediante hemocultivos.
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4.3 operacionalizacion de las variables

VARIABLE de | DEFINICION DIMENSIO | INDICADOR | ESCALA de
CATEGORIZACION N MEDICION
Genero Caracteristicas | Cualitativa | Masculino Nominal
antropomeétrica | dicotomica
s dadas por Femenino
los
cromosomas
sexuales
Edad Tiempo que Cuantitativa | 18 — 35 Escala
transcurre discreta
entre el 36-65
nacimiento y la 65y mas
muerte de un
individuo
Origen de la Lugar Cualitativo Encéfalo Nominal
infeccion anatémico que | policotomico |
constituye la Torax
fuente Corazén
originaria de
infeccion Abdomen
Vias biliares
Urinario

Partes blandas
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Agente causal | Cualitativo Enterococo Nominal
de la infeccién | policotomico
Germen Estafilococo
aislado
Klebsiella
Acinetobacter
Pseudomona
Proteus
Escherichia
Tiempo de Periodo Cualita ldia Nominal
aislamiento de transcurrido tiva
SeptiFAST entre latoma | dicotomica 2dias
de muestra 3dias y
sanguinea
mas
hasta el
momento de
aislamiento del
germen
Condicion del Estado Cualita Vivo Nominal
egreso fisiolégico del | tivo
. . Muerto
paciente al dicotomico
egreso de
terapia
intensiva
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4.4 instrumentos

Historia clinica electrénica de los pacientes ingresados en la Unidad
de Cuidados Intensivos con cuadros sépticos. Reportes de los estudios de
laboratorio molecular en muestras sanguineas de pacientes
seleccionados. Hoja de recoleccion de datos, en donde constan las
variables a estudiar de género, edad, origen de infeccion, germen aislado,

tiempo de aislamiento microbiolégico del SeptiFast y condicion del egreso.
4.5 ejecucion de la investigacion

Se procedi6 a estudiar a los “pacientes seleccionados que
ingresaron con cuadros sépticos de diferente origen y que fueron tratados

en la Unidad de Cuidados Intensivos.

Para cumplir con el objetivo 1, se cuantifico en dias, las fechas que
se tomo6 la muestra sanguina de cada uno de los pacientes hasta el
momento de aislamiento molecular ya sea bacteriano o  micético

mediante SeptiFast.

En afan de cumplir el objetivo 2, se analiz6 la moda entre los
gérmenes causales de los cuadros sépticos de cada uno de los pacientes,

obteniendo como resultado cual es el masfrecuente aislado.

Para cumplir el objetivo 3, se procedio a analizar la mortalidad de los
pacientes incluidos en la muestra y se establecio si existe relacion entre el
tiempo que tomo en ser reportado el germen aislado y el estado de

egreso del paciente.

Los datos tomados para el desarrollo de esta investigacion fueron
tabulados en el programa estadistico SPSS version 22, se analizaron y
procesaron en el mismo y se realizo tablas analiticas, cuadro y graficos

para la interpretacion de los resultados, del presente estudio.
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CAPITULO V

RESULTADOS

5.1. ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

El estudio incluyo un total de 63 pacientes con diagndstico de shock
séptico, en quienes se tomd muestra de sangre en dos tubos EDTA, cada
uno con 4mililitros de volumen, bajo las mismas mediadas asépticas en
que se tomaron los hemocultivos y fue transportada a Laboratorio

Molecular para su procesamiento.

El rango de edad de los pacientes vario desde los 16 afios hasta los

87 afios, teniendo como promedio 52afios.

N Vélido 63
Perdido
0
S

Media 52,32
Mediana 54,00
Minimo 16
Maximo 87
Suma 3296

TABLA 1. Distribucion de muestra segun edad.

Fuente: elaboracion propia.
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El género con mayor incidencia de sepsis
representando el 55.6%.

fue de 35 mujeres,

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia [Porcentaje| valido acumulado
\Valido Femenino 35 55,6 55,6 55,6
Masculino 28 44,4 44,4 100,0
Total 100, 100,
63
0 0

TABLA 2. Distribucion de muestra segun género.

Fuente: elaboracion propia.

En cuanto a su condicion de egreso se evidencié que la mortalidad

fue de 47,6%

Condicion al egreso

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia [Porcentaje| valido [acumulado
\Valido Muerto 30 47,6 47,6 47,6
Vivo 33 52,4 52,4 100,0
Total 63 100,0 100,0

TABLA 3. Condicion al egreso.

Fuente: elaboracion propia.




En lo referente a la fuente de la infeccion, se encontré que sin foco
determinado hubieron 3 pacientes, correspondientes al 4,8%; en
infecciones de origen neuroldgico, especificamente del encéfalo se
presentaron 6 casos, que representa el 9,5%; en cuanto al térax, como
foco pulmonar se encontraron 23 casos, que se relaciona con el 36,5%,
siendo el de mayor porcentaje; con respecto a la cavidad abdominal se
hall6 18 casos, lo que se compagina con el 28,6%; siendo el de segundo
mayor porcentaje; en lo que respecta al origen urinario se encontré 6
pacientes,lo que evidencia el 9,5%; en partes blandas se hall6 3 casos, lo
que representa el 4,8%; en el orden de la sepsis en sangre, es decir

bacteremia o fungemia, se recopilo 4 casos, lo que es el 6,3%.

Origen de la Infeccion

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia |Porcentaje | valido acumulado
\VValido Foco no

determinado 3 8 8 8
Encéfalo 6 9,5 9,5 14,3
Torax 23 36,5 36,5 50,8
Abdomen 18 28,6 28,6 79,4
Urinario 6 9,5 9,5 88,9
Partes Blandas 3 4,8 4,8 93,7
Hematoldgico 4 6,3 6,3 100,0

Total 100,

63 0 100,0

TABLA 4. Fuente de la sepsis

Fuente: elaboracion propia.
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En el estudio del germen aislado a través del SeptiFAST, 1 caso de

enterococo, lo que equivale al 1,6%; en cuanto al estafilococo aureus,

estreptococo y pseudomona se evidencio 2 casos para cada germen, lo

gue corresponde a 3,2%; de Escherichia coli se encontré 6 casos, lo que

se correlaciono con el 9,5%; de Klebsiella hubieron 10 casos lo que se

relaciona al 15,9%; y encontramos finalmente 40 casos de reporte

negativo, que corresponden al 63,5%.

Germen aislado por Septifast

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia [Porcentaje| valido [acumulado
Vélido Negativo 40 63,5 63,5 63,5
Enterococo 1 1,6 1,6 65,1
Staphylococcus
2 3,2 3,2 68,3
Aureus
Streptococo Spp 2 3,2 3,2 71,4
Klebsiella 10 15,9 15,9 87,3
Pseudomona 2 3,2 3,2 90,5
E. Coli 6 9,5 9,5 100,0
Total 100, 100,
63
0 0

TABLA 5. Germen aislado por SeptiFAST

Fuente: elaboracion propia.
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Al estudiar los dias de reporte del SeptiFAST, encontramos como
minimo 1 dia, y como méaximo 22 dias, obteniendo como promedio 4,5; y

un valor de moda de 2.

Tiempo en dias de reporte de Septifast

N Vélido 63

Perdidos 0
Media 4,57
Mediana 3,00
Moda 2
Desviacion estandar 5,101
Minimo 1
Méaximo 22
Suma 288

TABLA 6. Reporte en dias de SeptiFAST

Fuente: elaboracion propia.

Con respecto del germen aislado a través de SeptiFAST y la fuente
de infeccién, se encontr6 que en la sepsis en sangre, en si bacteremia,

hubo 1 Escherichia coli, 2 Klebsiella y 1reporte negativo.

En lo que respecta a la sepsis de partes blandas hubo 1 caso

reportado como Klebsiella y 2 casos reportados como negativos.

Ahora en encéfalo, urinario y foco no determinado, se encontré 3
casos en cada uno, desglosandose de la siguiente manera: en encéfalo 1
enterococo, 1 Klebsiella y 1 Escherichia coli; en foco urinario se encontro

1 estafilococo aureus, y 2 Escherichia coli.
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A nivel de cavidad abdominal, se hallaron 8 casos, de los cuales 5
correspondieron a Klebsiella, 2 a escherichia coli y 2 mas a estreptococo,

aparte 1 caso debido a Pseudomona.

Finalmente, la fuente de origen pulmonar, como se habia
mencionado anteriormente, se hallaron 20 casos negativos, y adema sl

caso para estafilococo aureus, 1 caso Klebsiellay 1 para Pseudomona.

Origen de la Infeccion*Germen aislado por Septifast tabulacion cruzada

Recuento

Germen aislado por Septifast

Staphylococcus Streptococo
Negativo Enterococo Aureus Spp Klebsiella Pseudomona E.

(o]
=X

S

Total

Foco no determinado

Encefalo 3
Torax. 20
Abdomen 8
Urinario 3

Partes Blandas 2

N = o g s

Hematologico 1
Total 40

- 0o o o o o =
N © © =~ o =~ o
M O o o v o o
N ©O © O i =~ o

®» = o N N o =

23
18

63

TABLA 7. origen de la sepsis, con detalle del microorganismo

especifico.
Fuente: elaboracion propia.

Al analizar la relacion entre las variables como origen de la infeccion
y condicién del egreso de la Unidad de Cuidados Intensivos, en lo que es
acorde al encéfalo y urinario, encontramos que fallecen 11 casos en lo
gue respecta a térax y 11 casos ademas en abdomen, y luego de ello 1
caso en el grupo de foco no determinado, y asi mismo 1 caso de blandas;
por ultimo se evidencid, que térax y abdomen relevaron 11 casos cada

uno, en sepsis severa o choque séptico que fallecieron.

La sepsis de origen hematoldgico no reporto mortalidad (0%),
seguida de la sepsis de partes blandas y de foco indeterminado con 1
caso cada una de ellas. Urinario y a nivel de encéfalo se comprobd 3

casos de fallecimiento,
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Origen de la Infeccion*Condicién al egreso tabulacién

cruzada
Recuento
Condicion al
egreso
Muerto Vivo | Total
|Origen de la Foco no
, . 1 2 3
Infeccion determinado
Encéfalo 3 3 6
Torax 1
11 23
2
Abdomen 11 7 18
Urinario 3 3 6
Partes Blandas 1 2 3
Hematoldgico 0 4 4
Total 3
30 3 63

43



CAPITULO VI

DISCUSION

La sepsis, es un complejo de sindromes que intentan englobar la tan
variada sintomatologia y sinologia de esta entidad. Dentro de la literatura
se encuentran definiciones como lo son la sepsis severa y su progresion
al shock séptico, que son las entidades mas estudiadas y de mayor causa
de ingreso a las unidades de cuidados intensivo, la ultimadefinicion en
2016, intenta homogeneizar conceptos y producto de esto, es que se

encauza este estudio en estas dos espectros del tema.

La prioridad del diagndstico inicialmente sindromico y posteriormente
microbiolégico de esta patologia es capital, en el desenlace de miles de

pacientes a nivel mundial.

El patron de referencia, para el diagndstico microbiol6gico, son los
hemocultivos, que con sus limitaciones son de gran peso para determinar
no solo de manera epidemiolégica la causa microbiolégica de la sepsis,

sino para optimizar la terapéutica.

El tiempo corre y cada minuto que se atrasa en ser atendida y
adecuadamente tratada un evento de sepsis, impacta en el pronéstico de

esa vida en peligro.

Dentro del tratamiento, es decisivo que el clinico tome en iniciar o

posteriormentemejorar el tratamientoantimicrobiano.

Con estas premisas en donde se erige, el diagndéstico a través de
laboratorio molecular, unatecnologiaaun en desarrollo, que ha dado luces
y respuestas en otros ambitos. Ademas de la identificacion microbiologica,
también aporta informacion en razon de la resistencia bacteriana de

determinado germen, lo cual espor hoy un problema de gran interés.
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Ciertamente, el determinar fehacientemente la presencia de
ADN bacteriano o micético en toma de sangre de manera
aséptica, cumpliendo las indicaciones clasicas para la toma de
los hemocultivos, le da credibilidad a este tipo de diagndstico,
existen otras técnicas que parten de la positividad de los
hemocultivos para iniciar el procedimiento de deteccion
molecular, pero que no ahorrarian el tiempo que si se logra

determinar la presencia del germen, como lo hace SeptiFast.

SeptiFAST, cumple estas ventajas, al ser una prueba de
respuesta rapida, directamente tomada de la sangre del paciente,
lo cual se estima que su proceso se demore en ser reportado
entre 6 a 8 horas. Es por eso que Chang et al, en un meta-
andlisis concluye que es un ensayo para diagnostico en
pacientes con alta sospecha de sepsis, y lograr asi en corto
tiempo la identificacion del germen y poder reducir el espectro de

tratamiento antimicrobiano.

Siendo el 20% de los ingresos hospitalarios a nuestra
Unidad de Cuidados Intensivos, pacientes sépticos, es de
notable relevancia, la identificacion microbiolégica del cuadro
séptico, en este grupo de pacientes, para asi poder reducir
rapidamente el espectro terapéutico, exponer menos a los

pacientes a gérmenes potencialmente multirresistentes.

El panel de 25 posibles gérmenes causales de sepsis, y
pode determinarlos por presencia de ADN, en tiempo real, y en

corto tiempo, es la gran ventaja de esta prueba.

El manejo del shock séptico en nuestra institucion no dista
del que se lleva a cabo a nivel mundial. El arribo de esta prueba
al panel de biologia molecular trajo consigo una postura

dicotomica en el servicio, y de esta nace el presente estudio.

45



El tema costo fue uno de los grandes pilares de discusion,
ya que la prueba bordea un valor alrededor de $600, la curva de
aprendizaje del servicio de biologia molecular, es una prueba que
conlleva en series mundiales una sensibilidad del 72% y una
especificidad del 92%. Pese a que tiene unos puntos vulnerables
dentro de su proceso. Es una prueba de trabajo modestamente
exigente, y que al final de unas horas obtiene un resultado, que
se lleva control durante todo el proceso; hay pasos que se han
automatizado como la lisis mecanica, lo que hace menor chance

a contaminacion.

Al inicio no fue una ventaja la rapidez del test ya que se
necesitaban recopilar 4muestras de diferentes pacientes para
realizar un proceso que evalué las 4 muestras, ademés del

control, lo cual se lo hacia con el afan de ahorrar insumos.

A pesar de que es una prueba aun en desarrollo, contar con
un ensayo de esta magnitud, merece ser objeto de estudio para
lograr experiencia y quizas porque no llegar a incorporarla dentro

de un protocolo institucional.

Aparte del Hospital Luis Vernaza, el Hospital Carlos
Andrade Marin de Quito, también cuenta con la prueba, pero no

se cuenta con dichos datos.

Dentro de este estudio, se consider6 una toma usual de
hemocultivos y procalcitonina que no sera detallado aqui, pero

que se lo expondra en otro articulo.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

La sepsis severa y el shock séptico son las definiciones de
mayor estudio en cuanto a sepsis, que bien o mal descritas, son

las que se hacen referencia a nivel mundial.

SeptiFast inicialmente no fue wuna herramienta de
diagnéstico microbiolégico temprano de sepsis, ya que se
esperaba que se reuniera minimo 4 muestras de diferentes

pacientes, para poder ser analizadas y asi ahorrar insumos.

Lo cual disto de la realidad mundial de poder colaborar con
el diagnostico microbiolégico por deteccién de ADN bacteriano o
micotico, dentro de las 6 a 8 horas, como se caracteriza la

prueba.

El germen mas frecuentemente aislado fue Klebsiella, con
un 15,9%, pero mas del 60% de muestras fueron reportadas

CcOmo negativas.

La inversion seguramente fue elevada, pero en cuanto
valoramos la vida de un individuo queesta a punto de fallecer, y
que se lo resucita, obviamente con el afan de ser salvado, no

existe valor a ello.

Pese a ello el 47,6% de los pacientes de este estudio
fallecieron. Ciertamente existen otras variables que impacten en
esta casuistica, ya que son pacientes que ingresan en muy
malas condiciones, que pudieron ser estandarizados con algun

score.
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Otra rama del estudio podria ser, que no sera comentada
aqui, es si existi6 o no cambio de tratamiento empirico
antimicrobiano luego del resultado de SeptiFAST, lo que podria

impactar en la mortalidad de esta poblacion.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

Adoptar la definicion de sepsis del 2016.

Debe existir un protocolo de diagndstico, estratificacion y tratamiento
del shock séptico,Esto lograria una mejor homogenizacion de grupos de
estudio.

Siendo una causa tan frecuente en Unidad de Cuidados Intensivos,
la sepsis; elaborar un paquete de medidas (BUNDLE) sobre el rapido
diagndstico y manejo de sepsis dentro de la Unidad, que pueda incluir la
determinacidn de que pacientes se beneficiarian de SeptiFast. Lo cual ya

sabemos que mejora el prondstico.

Formar un grupo interdepartamental, con objetivos de mejorar los
canales de informacién, entre equipo de respuesta rapida, areas de
hospitalizacion, unidades de cuidados intensivos, infectologia,

microbiologia y laboratorio de biologia molecular.

Realizar un estudio con una muestra mayor de pacientes a futuro.
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