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RESUM

L‘estudi que presentem posa de manifiest com n’és d’'important que els Laboratoris de
Microbiologia disposen de recursos tant personals como tecnologics per donar una
resposta rapida davant d‘infeccions amenacants per a la vida, com és la sépsia.
Mostra I‘experiéncia d‘un hospital sense Atencié Continuada en Microbiologia al
moment d‘iniciar la recollida de dades i la seua adaptacié a aquesta limitacio,
instaurant un métode rapid de diagnostic molecular sindromic, capac de detectar els
principals microorganismes productors de bacteriéemia en poc més d‘una hora. Es
descriuen els principals metodes de diagnostic de la bacteriemia, la necessitat
d‘identificar precogcment la causa de la sépsia o la importancia dels equips PROA en la
instauracio i I'ajust del tractament.

S'inclouen 133 pacients amb hemocultius consecutius als que se’ls realitza una PCR
multiplex a més del cultiu tradicional. Es realitza un estudi descriptiu de les variables
observades: edat, sexe, demora en les proves (PCR vs Gram vs hemocultiu
tradicional), servei, probable focus, valors de procalcitonina, pcr i leucocits i evolucié.
Es descriu I'‘ATB utilitzat empiricament i si ha estat modificat segons el resultat de la
PCR. A¢0 va succeir en el 24% (29/133) dels pacients. Es compara la demora en
I‘emissi6é de resultats entre la PCR i I'hemocultiu tradicional, obtenint-se una mediana
de 55 hores (IC 95% (43-68), p<0.001, a favor de la primera en els casos concordants.
Com a caracteristica innovadora, en 68 pacients amb una situacio clinica que requeria
esgotar tots els recursos disponibles, es realitza la PCR sobre hemocultiu en curs
(encara no detectat com a positiu pel sistema de monitoritzacié continua), trobant-se
sis resultats positius i una concordanga del 82,3% quan I'hemocultiu era negatiu.
Mitjancant un model de regressié logistica es tracta de definir si existeix algun
parametre que puga predir un resultat positiu de la PCR. A nivell global, Gnicament
l'edat i el percentatge de polimorfonuclears podrien determinar aquest resultat (OR
1.01i 1.04), pero aplicant aquest model en la PCR sobre hemocultiu en curs, aquestes
dues variables deixen de ser significatives. Les tecniques rapides com la PCR o les
basades en la protedomica constitueixen ferrramentes excel.lents per a optimitzar el
diagnostic de la bacteriéemia, perd es troben encara lluny de substituir I'hemocultiu
convencional com a gold standard. A més, aquestes tecnologies tindrien molt més
sentit si la disponibilitat del microbidleg o microbiologa fora de 24/7, perqué es reduiria
considerablement el temps en l'emissiéo dels resultats i s’instauraria abans el

tractament correcte.



RESUMEN

El estudio que presentamos pone de manifiesto la importancia de que los Laboratorios
de Microbiologia dispongan de recursos tanto personales como tecnoldgicos para dar
una respuesta rapida ante infecciones amenazantes para la vida, como es la sepsis.
Muestra la experiencia de un hospital sin Atenciéon Continuada en Microbiologia en el
momento de iniciar la recogida de datos y su adaptacion a esta limitacion, instaurando
un método rapido de diagndstico molecular sindromico, capaz de detectar los
principales microorganismos productores de bacteriemia en poco méas de una hora. Se
describen los principales métodos de diagnéstico de la bacteriemia, la necesidad de
identificar precozmente la causa de la sepsis o la importancia de los equipos PROA en
la instauracion y el ajuste del tratamiento.

Se incluye a 133 pacientes con hemocultivos consecutivos sobre los que se aplica una
PCR multiplex ademas del cultivo tradicional. Se realiza un estudio descriptivo de las
variables observadas: edad, sexo, demora en las pruebas (PCR vs Gram vs
hemocultivo tradicional), servicio, probable foco, valores de procalcitonina, pcr y
leucocitos y evolucion. Se describe el ATB utilizado empiricamente y si se ha
modificado tras la PCR. Esto sucede en el 24% (29/133) de los pacientes. Se compara
globalmente la demora en la emision de resultados entre la PCR y el hemocultivo
tradicional, obteniéndose una mediana de 55 horas (IC 95% (43-68), p<0.001 a favor
de la primera en casos concordantes. Como caracteristica innovadora, en 68
pacientes cuya situacién clinica requeria agotar todos los recursos disponibles, se
realiza la PCR sobre hemocultivo en curso (todavia no detectado como positivo por el
sistema de monitorizacion continua), encontrandose seis resultados positivos y una
concordancia del 82,3% cuando el hemocultivo era negativo. Mediante un modelo de
regresion logistica se trata de definir si existe alglin pardmetro que pueda predecir un
resultado positivo de la PCR. A nivel global, anicamente la edad y el porcentaje de
polimorfonucleares podrian determinar este resultado (OR 1.01 y 1.04), pero aplicando
este modelo ante la PCR sobre hemocultivo en curso, estas dos variables dejan de ser
significativas. Las técnicas rapidas como la PCR o la proteébmica constituyen
herramientas excelentes para optimizar el diagndstico de la bacteriemia, pero estan
todavia lejos de sustituir al hemocultivo convencional como gold standard. Ademas,
estas tecnologias cobrarian mucho mas sentido si la disponibilidad del microbiélogo o
microbidloga fuese de 24/7, porque se reduciria considerablemente el tiempo en la

emision de resultados y se instauraria antes el tratamiento adecuado.



ABSTRACT

The study we present highlights the importance of Microbiology Laboratories having
both personal and technological resources to provide a rapid response to life-
threatening infections, such as sepsis. It shows the experience of a hospital without
Continuous Care in Microbiology at the time of starting data collection and its
adaptation to this limitation, establishing a rapid method of syndromic molecular
diagnosis, capable of detecting the main microorganisms that produce bacteremia in
about an hour. The main methods for the diagnosis of bacteremia, the need of an
earlier identification of the cause of sepsis, or the importance of an Antimicrobial
Stewardship Team in the establishment and adjustment of treatment are described.
133 patients were included, with consecutive blood cultures on whom multiplex PCR
was applied in addition to the traditional culture. A descriptive study of the observed
variables was carried out: age, sex, delay in tests (PCR vs Gram vs traditional blood
culture), service, probable focus, procalcitonin, pcr and leukocyte values and evolution.
It is described which ATB has been used empirically and whether it has been modified
depending on the PCR results. This happens in 24% (29/133) of patients. The delay of
the results between PCR and traditional blood culture is compared, obtaining a median
of 55 hours (95% CI (43-68), p <0.001, in favor of the former in concordant cases. As
an innovative characteristic, in 68 patients whose clinical situation required exhausting
all available resources, PCR was performed on blood culture in progress (not yet
detected as positive by the continuous monitoring system), finding a positive result in
six cases and a concordance of 82.3% when the blood culture was negative. Using a
logistic regression model, we try to define if there is any parameter that can predict a
positive PCR result. At the global level, only age and the percentage of
polymorphonuclear cells could determine this result (OR 1.01 and 1.04), but applying
this model to the PCR on blood culture in progress, these two variables are no longer
significant. Rapid techniques such as PCR or proteomics are excellent tools to optimize
the diagnosis of bacteremia, but they are still far from replacing conventional blood
culture as the gold standard. In addition, these technologies would make much more
sense if the availability of the microbiologist were 24/7, because the time in the
issuance of results would be considerably reduced and the appropriate treatment

would be established earlier.
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INTRODUCCIO

1.Consideracions generals

El diagnostic de la bacteriemia és un dels principals reptes, si no el més gran, per
als/les especialistes en Microbiologia Clinica. Per tal d‘adequar el tractament antibiotic
cal un diagnostic microbiologic preco¢c perd el cultiu bacteriologic emprat
tradicionalment, encara que continua sent el gold standard, no hi facilita la identificacio
rapida de I'agent causal.

En quadres greus com la sépsia, s’ha demostrat que demorar I‘administraciéo d‘un
tractament correcte augmenta la mortalitat. Si s’actua donant suport hemodinamic i
iniciant I'antibioterapia en la primera hora, la mortalitat es limita al 20%. Perd aquesta
xifra augmenta aproximadament un 7,6% per cada hora de retard en instaurar un
tractament adequat (1).

La sépsia suposa la primera causa de mort hospitalaria. Afecta anualment fins a 50
milions de persones de les quals el 40% s6n menors de 5 anys. La mortalitat supera el
20%, amb una mort per sépsia cada 3 segons, afectant enormement els paisos de

I'Africa Subsahariana (2).

Sepsis incidence per 100000
O 120t0<200 B 540 to<640
O 200t0<270 M 640 to <1600
O 70to<340 M 1600 to<2500
O 340t0<440 W 2500 to <3400
@ 440to <540 M 3400 to 4300

Figura 1. Incidéncia de sepsia al mon. Pres de Rudd et al. The Lancet 2020

Un percentatge gens despreciable dels pacients amb bacteriémia rep un tractament
inadequat o administrat en retard (entre d’altres factors per la lentitud i baixa
sensibilitat dels hemocultius), i aixd0 és un factor predictor independent de mala
evolucio i mortalitat (3). El tractament empiric no sera ajustat fins obtenir la identificacié
i 'estudi de sensibilitat o, almenys, alguna dada sobre si pot tractar-se d’'una infeccio

per microorganismes multi-resistents (MDR).



Per aix0, una resposta rapida permet ajustar precogment I'ATB, limitar la seleccié de
mutants resistents i reduir la toxicitat i I'efecte negatiu sobre la flora beneficiosa per a
'organisme, evitant infeccions com per exemple les causades per C.difficile toxigénic
(4).

L‘aplicacio de l'espectrometria de masses o dels métodes moleculars al diagnostic
microbiologic ha capgirat la rutina als laboratoris i esta reduint considerablement el
temps emprat en la identificacio precisa dels microorganismes (5).

Les técniqgues de reacci6 en cadena de la polimerasa (PCR) amb extraccio,
amplificacié i deteccié en un mateix assaig, a més de permetre la seua implantacié en
centres amb manca de personal, minimitzen el risc de contaminacié per amplicons.
Aquelles PCR basades en tecnologia multiplex permeten, a més, un diagnostic
sindromic amb la conseglent optimitzacié tant del volum de la mostra com dels

recursos.
- Clinical care team ;
Patient e | (physicians, NuUrses, | ee——] ":;':':Jhpglsit:
pharmacists) 1
Appropriate D Appropriate collection
collection @ of specimen
of specimen
1-12

"' hours i
[tsen |
Direct

communication

with feedback @ ‘ Partial
Rapid susceptibility

indentification data
testing {phenotypic or

Infection control

and prevention I
L 4 genotypic tests)
Public Health Infi ti ® !
-+ normation 4——| Identification |

Authorities technologies 24-36
hours

F 3

3

' e

Final repart 48
(enhanced hours +
L LLLERT T T T reporting)

Advanced testing
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(if necessary)

Figura 2. Microbiologia convencional vs aplicacié del diagnostic rapid. Pres de Morency-Potvin

et al. Clin Microbiol Rev. 2016



Aquestes tecnologies s’haurien d‘associar a la total disponibilitat horaria als
Laboratoris de Microbiologia per tal de beneficiar equitativament tots els pacients. Pero
en ple segle XXI, encara trobem un enorme desequilibri pel que fa a la situacio dels
Laboratoris de Microbiologia al nostre pais.

La Microbiologia Clinica és una especialitat amb entitat propia, que es va definir a
finals del segle XIX, amb el descobriment de nombrosos bacteris com els agents
causals de les malalties infeccioses que afectaven I'ésser huma, i va ser
desenvolupada a partir de la Segona Guerra Mundial amb el propodsit d’estudiar la
sensibilitat als diferents antimicrobians que s’anaven descobrint (Penicil-lina,
Estreptomicina, Cloramfenicol, Tetraciclina i Eritromicina) (6).

Malgrat la importancia de l'especialista en Microbiologia Clinica en permetre un
diagnostic rapid per ajustar els tractaments disponibles, o en identificar amb la major
celeritat microorganismes emergents o patogens MDR que podrien causar brots amb
nefastes repercussions per als malalts, en molts hospitals no existeix el Servei de
Microbiologia com a tal, ni tan sols com a Secci6. Continua la dependéncia
administrativa dels Serveis d’Analisis Cliniques i, per tant, no esta a l'abast dels
microbidlegs o microbidlogues ni la gestié dels recursos en personal técnic o facultatiu
ni, com a consequéncia d’aixd, la possibilitat d‘ampliar I'horari per tal que els pacients
es puguen beneficiar al maxim. Malauradament doncs, la revolucié tecnologica dels
darrers anys només és beneficiosa en part, perqué els horaris limitats n‘impedeixen
'atencié continuada. Aquest panorama ha millorat en alguns hospitals arran de la
pandémia de la COVID-19. Un exemple és I'Hospital General Universitari de Castelld
(HGUC) que, malgrat ser el centre de referéncia de les comarques castellonenques,

no havia pogut prestar atencié microbiologica les 24 hores fins a Octubre de 2020.

La motivaci6 d’aquesta tesi parteix de la necessitat de donar una identificacio
microbiologica el més rapidament possible, utilitzant una técnica molecular de
diagnostic sindromic, emprada en ocasions fora de fitxa técnica degut a la limitacio
horaria del laboratori. Especialment en les infeccions al torrent sanguini, que poden
anar des d’una bacteriémia transitoria sense cap consequencia fins a la mort per shock
septic amb fracas multiorganic, és on la rapidesa del diagnostic i la instauracié d’un

tractament correcte adquireix més importancia.
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2.Bacteriemia, fungémia, sépsia i shock septic

El reconeixement de la presencia de microorganismes al torrent sanguini €s una de les
tasques més importants del Laboratori de Microbiologia. De la seua rapidesa i precisio
dependra, en gran mesura, I'evolucioé del pacient. A continuacié es defineixen alguns

conceptes relacionats amb aquesta interaccio del microorganisme amb la sang.

Bacteriémia és la presencia de bacteris a la sang que es pot evidenciar amb
I'aillament d’aquestos als hemocultius.

Fungemia és la preséncia de fongs a la sang, que generalment sén llevats del genere
Candida.

Es tracta de complicacions d'infeccions localitzades que apareixen quan els
microorganismes envaeixen i es multipliquen al torrent sanguini, superant la capacitat

del sistema reticulo-endotelial per tal d’eliminar-les.

Podem classificar les bacteriémies segons:

-Moment d’aparicid: es classifiquen en nosocomials, comunitaries o associades a les
cures sanitaries.

-Origen: es classifiquen en primaries (focus desconegut) o secundaries a una infeccio
localitzada.

-Patré clinic: una bacteriemia es diferencia en transitoria (la més freqient, i es dona a
I'inici d’'infeccions com la pneumonia, la meningitis o les ITUc), intermitent (apareixen
recurréncies pel mateix microorganisme i tradueix una infeccid tancada com un
abscés), persistent (per una endocarditis 0 una infeccié intravascular), de bretxa
(apareix en un pacient correctament tractat, amb hemocultius préviament negatius) i
complicada (quan en un pacient sota tractament ATB continua aillant-se el mateix

microorganisme als hemocultius de control extrets a les 48-72 hores) (7).

Sepsia és la disfuncié organica, amenagant per a la vida, causada per una resposta
no regulada de l'individu front a la infeccio (8).

Es la principal causa infecciosa de mortalitat al moén provocant prop de 6 milions de
morts a I'any (9). Al nostre pais afecta més de 50.000 persones I'any, de les quals més

d’'un ter¢ acabara morint (7).
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Molts dels supervivents arrossegaran importants sequeles fisiques i cognitives que
minven la seua qualitat de vida, relacionades amb I‘accelerada progressié de la
patologia cronica subjacent, al dany organic residual i a l‘afectacié del sistema

immunitari (10) .

El mot sépsia deriva del grec antic, onwiC , i significa descomposicio i putrefaccio de la
matéria. Al segle IV aC Hipocrates ja la va definir com un procés mitjan¢ant el qual “la
carn es descompon i les ferides supuren®. Més de 2.000 anys després encara no s’ha

trobat un gold standard clar per qualificar als pacients de risc.

Des d'un punt de vista clinic, és necessari un rapid reconeixement del quadre per tal
de donar una resposta rapida, perd com que no es tracta d’'una malaltia concreta sin6
d’'una sindrome de patobiologia incerta, és necessari definir un grup de criteris clinics
(signes i simptomes) en un pacient amb sospita d’infeccio (8).

L'any 1992, a la reunié de consens entre I'American College of Chest Physicians i la
Society of Critical Care Medicine, es van establir unes definicions (SEPSIS-1) basades
en la concepcio de qué la sépsia era el resultat de la resposta inflamatoria sistemica
de I'hospedador front a la infeccio (SIRS), i que podia objectivar-se per l'alteracié en la
temperatura, la taquicardia, la taquipnea o la xifra de leucocits. Quan hi havia disfuncié
d’algun organ el quadre s’anomenava sepsia severa, i podia desembocar en un shock
septic, que es definia com la hipotensié induida per la sépsia malgrat la reposicié

volémica (11).

Two or more of:
Temperature >38°C or <36°C

Heart rate >30/min
Respiratory rate >20/min or Paco, <32 mm Hg (4.3 kPa)

White blood cell count =12 000/mm* or <4000/mm?
or >10% immature bands

Figura 3. SIRS. Pres de Bone et al. 1992

L'any 2001, es va fer la primera revisiéo (SEPSIS-2). El concepte de SIRS mostrava
baixa especificitat i sensibilitat per al diagnostic de la sepsia, i poc valor per discriminar
els pacients amb infecci6 d’aquells amb altres processos inflamatoris que
manifestaven una resposta adaptativa, com la pancreatitis, la isquemia, els

politraumatismes o el dany tissular.
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L'abséncia de noves evidéncies, perd, va deixar aquestes definicions vigents fins la
revisio de la European Society of Intensive Care Medicine i la Society of Critical Care
Medicine, que entre 2014 i 2015, encara sense un test diagnostic estandaritzat, van
revisar els conceptes relacionats amb la sépsia, que es va definir com a una resposta

sistemica a la infeccio.

Al document de consens SEPSIS-3, vigent en l'actualitat i publicat en febrer de
2016,(8) es va eliminar el concepte sépsia severa per considerar-lo redundant i es van
establir uns criteris per afavorir el diagnodstic precog inclus fora de 'ambit hospitalari, i

gue es centren ja no en la resposta sistemica a la infeccié sind en la disfuncio

organica.
SEPSIS-2 Bacterial sepsis Severe bacterial sepsis Bacterial septic shock
22 SIRS criteria + verified Bacterial sepsis + Severe bacterial sepsis with
bacterial infection hypotension or hypo-tension not reversal
hypoperfusion or organ with fluid resuscitation +
dysfunction hypoperfusion or organ
dysfunction N
\\\\
o, .,,/
v 4
SEPSIS-3 Bacterial sepsis Bacterial septic shock
Change in SOFA 22 + A subset of bacterial sepsis in
verified bacterial infection which underlying circulatory

and cellular/metabolic
abnormalities are profound
enough to substantially
increase mortality

Figura 4. Definicions relacionades amb la sépsia. Pres de Ljungstrom et al. Plos one. 2017

Agquesta disfuncié organica amb qué es defineix la sepsia es pot avaluar per un
increment en dos 0 més punts en el Sequential Organ Failure Assesment (SOFA), com
a consequeéncia de la infeccié, que s’associaria a un percentatge de mortalitat proxim
al 10%.

El score SOFA inclou variables relacionades amb el fracas respiratori, renal, de la

coagulacié, de la funcié hepatica, cardiovascular o del SNC. (veure figura 5)
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Score

System 0 1 2 3 4
Respiration
Pao,/Fio,, mm Hyg =400 (53.3) <400 (53.3) <300 (40) <200 (26.7) with <100 (13.3) with
(kPa) respiratory support respiratory support
Coagulation
Platelets, =*10°/ul =150 <150 <100 <50 <20
Liver
Bilirubin, ma/dL <1.2 (20) 1.2-1.9(20-32) 2.0-5.9 (33-101) 6.0-11.9 (102-204) =12.0 (204)
(pmol/L)
Cardiovascular MAP =70 mm Hg MAP <70 mm Hg Dopamine <5 or Dopamine 5.1-15 Dopamine =15 or
dobutamine (any dose)®  or epinephrine <0.1 epinephrine 0.1

or norepinephrine <0.1°  or norepinephrine >0.1°
Central nervous system

Glasgow Coma Scale 15 13-14 10-12 6-9 <
score®
Renal
Creatinine, mg/dL <1.2(110) 1.2-1.9 (110-170) 2.0-3.4 (171-299) 3.5-4.9 (300-440) >5.0 (440)
(umal/L)
Urine output, mL/d <500 =200
Abbreviations: Fi0,, fraction of inspired oxygen; MAP, mean arterial pressure: ® Catecholamine doses are given as pg/kg/min for at least 1 hour.
Pa0,. partial pressure of oxygen. © Glasgow Coma Scale scares range from 3-15; higher score indicates better
2 Adapted from Vincent et al.*” neurological function.

Figura 5. Sequential Organ Failure Assesment (SOFA). Pres de Singer et al. JAMA 2016.

Al medi extrahospitalari, pot aplicar-se el quickSOFA (qSOFA), que conjuga la
preséncia d’infeccié amb almenys dos dels seglients criteris:

-freqliéncia respiratoria major o igual a 22 rpm

-alteracio de la consciencia

-pressié arterial sistolica de 100 mmHg o menys. (8)

En pediatria, com que existeix una resposta fisiologica i immune diferent i poden existir
comorbiditats de base que modifiguen aquesta resposta (12), els criteris varien i
encara estan vigents els basats en el SIRS. Segons I'estudi global fet a 26 paisos
SPROUT, s’ha trobat una prevalenca de sépsia del 8,2% en menors de 18 anys (I'edat
pediatrica en molts paisos) ingressats a la UCI (13).

Els nounats (menors de 28 dies de vida) suposen un grup d’especial risc per la
immaduresa de la resposta immune innata i la deficient resposta adaptativa deguda a
I'abséncia d’estimul antigenic prenatal. Poden adquirir la infeccié bé intradter, de forma
perinatal per contacte amb la flora materna o postnatal per I'entorn hospitalari o
comunitari. Als EUA el 25% dels nounats ingressats a 'UCI| sén diagnosticats de
sepsia. S’ha calculat que entre un 18%-35% (21.000 nounats/any) moriran a causa de

la infeccio, sobretot als paisos amb rendes més baixes (14).
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Els prematurs tenen un risc d’infeccié greu 10 vegades major (15), fonamentalment els
de baix pes (<499 g) (13), perqué tenen estades hospitalaries més llargues i estan
sotmesos a procediments invasius (14). A més, la simptomatologia és indiferenciable
d’altres patologies no infeccioses, com el distress respiratori. Els microorganismes més
freqlients en nounats sén E.coli, S. agalactiae, L.monocytogenes i S.aureus (14). A

continuacio podem veure les caracteristiques que fan sospitar la sepsia neonatal.

SpoT NEONATAL Sepsis

Any neonate with suspected infection, manifest by fever (> 38.5°C)
or hypothermia (< 36.0°C), who has any of the following...

O abnormal behavior

O rapid or feeble pulse

O mottled or cold extremities

O respiratory rate (RR>60) or severe respiratory distress
O convulsions or bulging fontanelle

O poor feeding or no sucking

O diarrhea

..might have sepsis.
Act fast when sepsis is suspected.
Mortality increases every hour.

Figura 6. Criteris de sospita de sépsia en nounats. Extret en gener de 2021 de

www.worldsepsisday.org

| les condicions per a la resta de pacients pediatrics.

Spot PeDIATRIC SePsis

Any child with suspected infection, manifest by fever (> 38.5°C) or
hypothermia (< 36.0°C), who has any of the following...

© abnormal behavior or decreased consciousness

O rapid or feeble pulse

O mottled or cold extremities

O severe respiratory distress

O flash capillary refill or prolonged capillary refill (> 3 sec.)
O bounding peripheral pulses

O decreased urine output (< 1 mL/kg/hr)

Figura 7. Criteris de sospita de sépsia en xiquets i xiquetes. Extret en gener de 2021 de

www.worldsepsisday.org

Com que cal millorar els mecanismes de deteccié preco¢ en pediatria, estan
desenvolupant-se eines basades en les dades recollides a la historia clinica
electronica que sén més objectives i permeten obtenir conclusions orientades a aquest

tipus de poblacio (12).
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Shock séptic és l'agreujament de la sepsia fins al punt de causar unes alteracions

circulatories, cel-lulars i metaboliques tals que augmenten la mortalitat a més del 40%.

S’identifica per la necessitat de tractament vasopressor per tal de mantenir una pressio

arterial almenys de 65 mmHg, i per uns nivells de lactat superiors a 2 mmol/L malgrat

una adequada reposicio hidrolitica (8).

| patient with suspected infection

l

/ GSOFA22Z \ No  / Sepsisstill '\ No
(see@) \, suspected? /

l\res Yes
Assess for evidence

Monitor clinical condition;
reevaluate for possible sepsis
if clinically indicated

of organ dysfunction

| soFaz2? \ No Manitor clinical condition;
{ (see ®) — reel._raluatef_or p055|blesep5|s
if clinically indicated

l‘fes

(A) GSOFA Variables

Respiratory rate
Mental status
Systolic blood pressure

Sepsis
i
/ Despite adequate fluid resuscitation,
1. vasopressors required to maintain
MAP =65 mm Hg
\  AND
Y 2.serum lactate level »2 mmol/L? [

' No

l‘r'ES

Septic shock

(B) SOFA Variables

Pa0,/Fi0, ratio
Glasgow Coma Scale score
Mean arterial pressure

Administration of vasopressors
with type and dose rate of infusion

Serum creatinine or urine output
Bilirubin
Platelet count

The baseline Sequential [Sepsis-related] Organ Failure Assessment (SOFA) score should be assumed to be zero unless the patient is known to have preexisting

(acute or chronic) organ dysfunction before the onset of infection. qSOFA indicates quick SOFA; MAP, mean arterial pressure.

Figura 8. Criteris per identificar sépsia i shock septic. Pres de Singer et al. JAMA 2016.

La Surviving Sepsis Campaign és una col-laboracié entre la Society of Critical Care

Medicine i la European Society of Intensive Care creada per a reduir la mortalitat i

morbiditat causada per la sépsia a nivell mundial. Recomana un bundle o paquet de

mesures que haurien de ser aplicades en la primera hora.
Aquestes son:

1. Mesurar el lactat (indicatiu del grau d’hipoperfussio tissular)
2. Obtenir 2 parelles d’hemocultius

3. Administrar ATB d’ampli espectre

4. Fluidoterapia si ha hipotensié arterial o lactat >=4mmol/L

5. Vasopressors si persisteix hipotensio

| control del focus una vegada estabilitzat el pacient.
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Aquestes mesures han estat adaptades a nivell estatal per 'anomenat “Codigo Sépsis”

(16)

Hour-1 Bundle Surviving Sepsis .
Campaign-s’

Initial Resuscitation for Sepsis and Septic Shock

—O

Administer broad-
spectrum antibiotics.

o

Apply vasopressors if
hypotensive during or
after fluid resuscitation to
maintain a mean arterial

pressure = 65 mm Hag.

Initiate bundle upon
recognition of
sepsis/septic shock. Begin rapid

May not complate all bundle elements administration of
within one hour of recagnition 30 mL/kg crystalloid
l for hypotension or

lactate = 4 mmol/L.
—0—

Measure lactate level.

Remeasure lactate
if initial lactate
elevated (> 2 mmol/L).

—0—

Obtain blood cultures
before administering
antibiotics.

Bundle: Complete Guidelines:

5 018t Soctey of Cocal Cars Median and th Eurapess Socisy of innsnsive Care Nefcine AN Refs Reservd. Sacielysr s
Critical Care Medicine ssicn

Figura 9. Paquet de mesures (bundle) de la Surviving Sepsis Campaign.
Pres de Society of Critical Care Medicine and European Society of Intensive Care



3.Patogenia

Després de segles amb la teoria del germen com a predominant, que considerava la
sepsia com una infeccié sistemica resultat de la invasié de la sang per un patogen,
amb I'aparicié dels antibiotics a mitjan segle XX es va veure que no s’explicava del tot
la fisiopatologia del quadre, perqué molts pacients morien malgrat I'eliminacié del
microorganisme causal. Aixi es va passar a responsabilitzar 'hospedador de la
patogenesi de la sépsia.

Els coneixements actuals demostren que es tracta d’'una resposta multifactorial a un
agent infecciés que es veu amplificada per factors endogens, i inclou tant una resposta
proinflamatoria com una altra d‘antiinflamatoria, junt a modificacions a nivell de la

coagulacié, cardiovascular, neuronal, autondmic, hormonal o metabdlic (8).

-Resposta de I'hospedador
Sembla que la infecci6 inicial desencadena una complexa i perllongada resposta on
conviuen mecanismes proinflamatoris (on participen citoquines i que son capagos
d‘eliminar l'agent infecciés encara que provocant un dany tissular col-lateral), i
mecanismes antiinflamatoris (responsables de limitar el dany tissular pero afavorint les
infeccions secundaries degudes a la immunosupressié i causades per organismes que
no sén habitualment patdgens en persones immunocompetents o bé afavorint les
reactivacions de virus latents) (17).
Alguns factors de risc en I‘hospedador sén la comorbiditat i I'is d’agents
immunosupressors. L'edat (infants i vells), el génere (masculi) i el grup étnic (negres)

afavoreixen també el desenvolupament de la sépsia (18).

-L’agent patogen
Els agents infecciosos, en major o0 menor mesura segons la carrega infectiva o la
viruléncia que presenten, activen les cél-lules immunitaries mitjancant la interaccié de
llocs comuns anomenats patrons moleculars associats al patogen o PAMP (pathogen-
associated molecular pattern) amb receptors de reconeixement de patrons o PRR
(pattern-recognition receptors), i que sén de 4 tipus principals: tipus Toll o TLR (Toll-like
receptors) i C-lectina (CLR) expressats a la superficie cel.lular o a 'endosoma o, en el
cas dels receptors inductors del gen-1 de I'acid retinoic (RLR) i dels llocs d’unié al
domini d’oligomeritzacié del nucleotid (NLR), al citoplasma cel.lular. Aquesta unio inicia

el procés d’'immunitat innata.
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A la vegada, els receptors alliberen molécules de les cél-lules danyades, anomenades
alarmines o DAMPs (danger associated molecular pattern) que també sén alliberades
en altres processos.

Un dels efectes col.laterals de la resposta immunitaria exagerada és el dany tissular i
la necrosi cel-lular, que afavoreix I'alliberament de patrons moleculars associats al
dany (damage-associated molecular patterns) que perpetuen la inflamacié actuant

sobre els mateixos PRR sobre els que actuaven els agents infecciosos.

Insult | Uncontrolled infection/major trauma/circulatory shock/tissue necrosis/apoptosis/anaphylaxia
l PAMPs DAMPs
Trigger LPS, LTA, lipoproteins, peptidoglycans, bacterial DNA, etc. HMGB-1, heat-shock protein, DNA, uric acid, etc.
4 7
Y
Complex protein systems Vascular and tissue cells Blood and lymphatic cells
0 -
Sensors and ° 00 o
effector cells o °° (
oY % | &
Complement Coagulation ||Endothelial Epithelial Adipose Granulocytes  Macrophages/  Lymphocytes
system system cells cells tissue monocytes  (T-cells, B-cells)
p il W |
FoN -
C5a, aPPT, Endothelial Acute phase || Cytokines/ chemokines Cell surface
Mediat il C3a, PT stress response: || reactants: Soluble receptors: markers:
:. % °'::s C5aR, AT ELAM-1, CRP, LBP, IL-6, 1L-8, IL-4,1L-10 mHLA DR,
somanar C5b-9, ProteinC || ICAM-1, PCT, etc. MIF,HMGB1, sTNF, CD64,CD48,
etc. etc. Selectins, SuPAR, sTREM-1, etc. C5aR, etc.
. vl
Y
Brain Cardiovascular  Kidney Liver Gut Micro-
circulation
Impacton 3
organ function 2
Confusion Respiratory Oliguria/ Excretory  Lossof barrier  Capillary leak
distress Anuria failure function,ileus  edema, DIC
Effective source control Ineffective source control
Outcome Normalization of biomarker abnormalities Persistence of biomarker abnormalities
Resolution of organ dysfunction; recovery Multiple organ failure; death

Figura 10. La resposta inflamatoria. Pres de Reinhart et al. Clin Microbiol Rev 2012
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-Alteracions en la coagulacio
La sépsia esta relacionada amb la coagulaci6 intravascular disseminada, provocant
un excés de fibrina, danyant els mecanismes anticoagulants com la proteina C i
I'antitrombina, i deteriorant el sistema de fibrinolisi.
Els receptors activadors de la proteasa, en particular PAR-1 conformen el nexe entre

inflamacié i coagulacié.

-Mecanismes antiinflamatoris
Apareixen tres mecanismes principals per contrastar I'efecte proinflamatori: humoral,
cel-lular i neural. Els fagocits poden adquirir un fenotip antiinflamatori que afavoreix la
reparacié dels teixits. El reflex neuroinflamatori mitjancant la rama eferent del nervi
vague, activa el nervi esplénic i l'alliberament de noradrenalina a la melsa amb la

secrecié d’acetilcolina, que suprimeix l'alliberament de citocines proinflamatories per

part dels macrofags (18).

Proinflammatory response Excessive inflammation causing collateral damage (tissue injury)

Damage-associated
ol o Perpetuation of inflammation molecular patterns

B .
Oy p ..

Proteases . ¢
Reactive oxygen species Complement products Coagulation proteases

1 ! !

Pathogen factors

Load
Virulence

Leukocyte activation Complement activation Coagulation activation Necrotic cell death
Neuroendocrine SRR Implalred function Inhibition of promf.lar.nmatory
of immune cells gene transcription

Brain l

* Apoptosis of T, B
Vagus : Pop! ' B »
/ negrve > Celiac and dendritic cells W

—
Endosome

Host-pathogen interaction

ganglion . g
. ¢ f*{, Antiinflammatory cytokines
Host cell intestine Spleen 2 ‘;:‘ : SqubI§ cytokine receptors
¢ B . f I3t Negatlve regulators
i i pansion of regutatory of TLR signalin,
\ Norepinephrine T and myeloid : gnaiimg

Epigenetic regulation
Host factors Hypothalamic- / suppressor cells C‘
pituitary-  — Acetylcholine y TN

Environment

. { P b/ -
Cenclice adrenal axis - l .’ ‘
Inhibition of proinflammatory

cytokine production Impaired

Age
Other illnesses
Medications

/

Adrenal = Catecholamines
gland Cortisol

phagocytosis

Antiinflammatory response Immunosuppression with enhanced susceptibility to secondary infections

Figura 11. La interaccié hospedador-patogen en la sépsia. Pres d’Angus et al. 2013.
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-Disfuncio6 organica
Sembla que el compromis en l'oxigenacié dels teixits juga un paper important en la
patogénia de la sépsia. Es troba afavorit per la hipotensio, la pérdua de I'elasticitat dels
hematies i la trombosi microvascular. A banda, la inflamacié origina disfuncié de
I'endoteli vascular, amb pérdua de la integritat, que afavoreix I'aparicié d’edemes. El

dany mitocondrial allibera també alarmines que activen neutrofils i perpetuen el dany

tissular (18).
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4.Etiologia

Segons I'EPINE 2019, a l'estat espanyol la bacteriemia va ser la tercera causa
d’infeccid relacionada amb les cures sanitaries, després de la infeccid quirurgica i la
ITU (19).

A Europa i els EUA, una estimacioé feta a partir d’estudis poblacionals donava una
incidencia entre 113 i 204 episodis per 100.000 habitants (20).

El programa SENTRY, que monitoritza els patogens que causen bacteriémia i el seu
perfil de resisténcia a nivell mundial, al darrer informe (2012-2017) mostra les dades
de 10 centres dels EUA, 4 d’Europa (Franca, Alemanya, Irlanda i Italia), 1 de Méxic i 1
de Corea del Sud. Cada centre definia si la bacteriémia era d’origen comunitari o
nosocomial (si apareixia abans o després de les 48 hores des de lingrés). Els
microorganismes aillats amb més freqiiéncia van ser S.aureus (22.5%), E.coli (21.2%)
i Enterococcus spp (10%) en tot el periode a estudi. Klebsiella spp ocupa el quart lloc,
seguida de SCN, i de Streptococcus B-hemolitics. Pseudomonas spp i Enterobacter
spp ocupen el seté i vuité lloc, seguits de Candida spp i S.viridans group.

S. pneumoniae ocuparia I'11¢& lloc, amb un 2.1% de les bacteriémies.

Rank Organism Total (%) 2012 2013 2014 2015 2016 2017

1 S. aureus 1567 (22.5) 200 (24.4) 206 (23.3) 216 (24) 297 (19.9) 307 (208) 341(245)

2 Escherichia coli 1473 (21.2) 177 (21.6) 163 (18.5) 167 (18.6) 327(21.9) 313(212) 326(23.5)

3 Enterococcus spp. 695 (10) 70(8.6) 103 (11.7) 89 (99) 145(9.7) 153 (104) 135(9.7)

4 Klebsiella spp. 636 (9.1) 70(8.6) 72(82) 86 (9.6) 131(8.8) 146 (9.9) 131(94)

5 CoNS 604 (8.7) 58(7.1) 78 (8.8) 81(9) 150 (10) 155 (105) 82(5.9)

6 BHS 309 (44) 37(45) 30 (34) 39(43) 73(4.9) 67 (4.5) 63 (4.5)

7 P. aeruginosa 293 (42) 44(54) 43 (49) 29(32) 70(4.7) 46(31) 61(4.4)

8 Enterobacter spp. 261(3.7) 39(4.8) 24(27) 37(41) 49(3.3) 62 (4.2) 50 (3.6)

9 Candida spp. 216 (3.1) 17(2.1) 37(42) 24(27) 46(3.1) 52(3.3) 40(29)

10 VGS 173 (25) 14(1.7) 27(3.1) 27(3) 27(1.8) 44 (3) 34 (24)
Total 6963 818 883 899 1495 1478 1390

Figura 12. Microorganismes més frequients durant el periode 2012-2017. Programa SENTRY

de vigilancia antimicrobiana. Pres de Pfaller. 2020

Si ens basem en caracteristigues demografiques, el patogen més freqiient en majors
de 64 anys és E.coli (26.7%). | els Streptococcus B-hemolitics son més habituals en

menors de 18 anys (3).
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La sépsia afecta principalment a pacients amb malalties de base i alteracions als
mecanismes de defensa. Pot ocorrer després d’una infeccid adquirida a nivell
comunitari, hospitalari o relacionada amb les cures sanitaries (relacionada amb
tractament intravends o amb la cura de ferides a domicili, cirurgia major, hemodialisi o
didlisi peritoneal, radioterapia, quimioterapia, residir en una residéncia o un centre de
llarga estada o haver estat hospitalitzat més de dos dies en els tres mesos anteriors)
(21). En aquells quadres d’infeccié adquirida a la comunitat E.coli és el patogen més
frequentment aillat en nombrosos estudis (com també ho és S.pneumoniae) mentre
gue S.aureus i P.aeruginosa sén els més relacionats amb la mortalitat.

Alguns clons hipervirulents de K.pneumoniae, poden produir shock septic amb
complicacions metastatiques en individus sans. Enterococcus spp, SCN, Candida i P.
aeruginosa son, fonamentalment, causants d’infeccions relacionades amb les cures
sanitaries (20).

En paisos de baixos recursos, Salmonella spp origina quasi el 50% dels episodis,
sobretot en algunes regions d’Africa, on en xiquets la incidéncia anual pot superar els

4000 cas0s/100.000, major inclds que la malaria (20).

Les principals causes de sépsia sén la pneumonia, les infeccions del tracte urinari, les
infeccions intraabdominals (llIA) o les relacionades amb catéters intravasculars.
Malgrat aix0, nomeés en un ter¢ dels casos trobem hemocultius positius (18). | fins a un

25% dels casos, no s’arriba a coneéixer el focus (7).

CoMMON SOURCES OF SePsIS

Meningitis ¢ Infection of Unknown Source

¢ Viruses, such as SARS-CoV-2

Skin or Soft Tissue Pneumonia

Infection

Catheter-Related Bloodstream Infection

Infection '
Abdominal Infections, e.g.
’ « Appendicitis
. » Infectious Diarrhea
Urinary Tract L « Gallbladder Infection
Infection

Figura 13. Causes més comunes de sepsia. Extret de www.worldsepsisday.org

Consultada en febrer de 2021
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Segons un estudi multicentric fet a Andalusia (21) sobre dos cohorts (2006-2007 vs
2016-2017) per coneixer els canvis en I'epidemiologia de la bacteriémia en els ultims
10 anys, actualment I'edat és més avancada, hi ha més bacteriémies associades a
ITU, d’origen biliar i relacionades amb catéeter. Per microorganismes, disminueixen les
causades per SCN, mentre que augmenten els BGN (especialment de l'ordre
Enterobacterales). E.coli és el microorganisme més frequient a les dos cohorts, pero
s’observa un augment significatiu de Klebsiella spp, que era el quart i ara és el segon

en frequéncia, aixi com de Proteus spp i Candida spp.
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5.Diagnostic microbiologic

Des de [laparici6 dels sistemes d'incubacié dels hemocultius, als anys 70, i
I'automatitzacio en la identificacio i I'estudi de sensibilitat als anys 80, la Microbiologia
moderna havia sofert pocs canvis, i linterval entre la presa de la mostra i la
disponibilitat de I'antibiograma era de 3 o 4 dies de mitjana (22). Pero la introducci6é de
la protedmica amb l|‘espectrometria de masses MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time-of-Flight) als laboratoris de Microbiologia Clinica en la
darrera década ha suposat la innovacié més revolucionaria dels Ultims temps, perque
permet disposar de la identificacié dels microorganismes a les poques hores de la
positivitzacid de I'hemocultiu. Tot i aixi, el temps fins a la validacio definitiva dels
resultats, depén també de parametres de la fase preanalitica, com la correcta presa de
mostra per evitar contaminacions, la quantitat adient de sang per frasc, el nombre

suficient d’hemocultius i el temps que transcorre fins a la incubacié d’aquests.
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5.1. Indicacions de I'hemocultiu

Estaria indicada I'obtencié d’hemocultius davant d’'una sospita de sepsia per I'aparicid
de calfreds, febre (a partir de 38°C) o hipotérmia en ancians o nounats, leucopénia o
leucocitosi, trombopénia no filiada o PCT>0,5 ng/mL.

També en el cas d’infeccions com la meningitis, pneumonia, pielonefritis, infeccid
intraabdominal, infeccid de la pell i parts toves, osteomielitis, BRC, endocarditis o0 FOD.
S’ha d’acompanyar sempre d’altres mostres representatives del probable focus de la

infeccio (7).

5.2. Presa de mostra

Es recomana extreure de dos a tres hemocultius (entenent un hemocultiu com una
parella formada per un frasc d’atmosfera aerdbia i un d’anaerdbia, excepte en pacients
pediatrics en que sols s’inoculara un frasc aerobi) de manera precog, preferiblement
abans de linici del tractament antimicrobia (o just abans de la seglent dosi) i al
moment en qué es pateixen calfreds (que precedeixen a I'aparicié de la febre) perqué
el nombre de microorganismes circulants és major.

El percentatge de recuperacié varia amb el nombre d’hemocultius: del 60-80% si en
prenem només un fins al 95-99% si en prenem tres. En nounats, aquest percentatge
disminueix enormement. Només es detecten microorganismes clinicament significatius
en el 10 al 15% dels pacients simptomatics (15) perqué la bacteriemia és de baix nivell
(amb <10 UFC/mL) en més casos dels esperats. Alguns estudis mostren que fins a un

68% dels hemocultius positius tenien menys de 10 UFC/mL (23).

S’ha d’extreure sang periférica per venopuncio, evitant fer-ho a través de dispositius
intravasculars (només si se sospita BRC). Es recomana canviar de localitzacié

anatomica per a cada hemocultiu.

El volum es relaciona amb el pes del pacient i es considera el factor més important per
a la recuperacié de microorganismes, perqué determina la sensibilitat, especificitat i el
temps de positivitzacid (13)(24). Cal extreure el volum aconsellat perque la dilucié de
la sang amb el medi de cultiu siga correcta i es puga neutralitzar el poder bactericida
del sérum i 'ATB rebut. Estaria indicat extreure de 10-20 mL (dilucié 1:10) en adults,
gue es repartiran en dos frascos. Per tal d’assegurar una sensibilitat optima en adults

el volum total seria de 40 mL (25).
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En xiquets, es recomana inocular d*1 a 5 mL (dilucié 1:5) en un sol frasc, pero aquest
€s un tema controvertit, perque el volum de sang esta clarament limitat en nounats,

que presenten un baix volum intravascular.

A més, les extraccions repetides en pacients critics podrien afavorir 'apariciéo d’anémia
o d’altres problemes circulatoris, els sotmeten a stress i cal que les efectue personal
entrenat per evitar les contaminacions. Segons una revisio feta per Huber et al, sembla
que l'adicié d’1 mL més de sang augmentaria la recuperacié fins a un 4,7% (13). No
obstant, les recomanacions se centren en no sobrepassar el 4% del volum sanguini
total del xiquet, que seria el limit del recanvi fisiologic. Aixi, segons la IDSA (22) es
recomana extreure 2 mL en <1 kg, 4 mL entre 1-2 kg, 6 mL entre 2-13 kg, 20 mL entre
13-36 kg i com un adult (40-60 mL) a partir d’eixe pes (13).

El procediment es resumeix a continuacio.

. Utilitzar guants i mascareta

. Netejar amb clorhexidina alcohdlica al 2% els taps dels vials

. Seleccionar del lloc de I'extraccio (no a través de catéter)

. Desinfectar la pell amb clorhexidina alcohdlica al 2% i deixar actuar*

. Realitzar la punci6 sense tocar la pell del pacient amb la ma

. No posar en contacte I'agulla amb el coté

. Extreure la sang: 10 ml a cada frasc en adults i entre 1-5 ml al frasc pediatric

. Inocular primer el frasc anaerobi (evitant I'entrada d’aire) i després I'aerobi.

© 00 N O O b~ W N P

. Inocular la resta de tubs si hi ha (bioquimica, etc.)
10. Agitar suaument els dos frascos
11. Portar al laboratori de Microbiologia el més prompte possible

12. Mentrestant mantenir a temperatura ambient

Figura 15. Normes per extraccié d‘hemocultius. Adaptat de Rodriguez Diaz et al. SEIMC 2017

*En menors de 2 mesos no es recomana la clorhexidina. Seria preferible la povidona iodada

seguida d’alcohol (22)
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Si tot aquest protocol es realitza correctament, el percentatge d’hemocultius
contaminats no hauria de superar el 3% del total dels rebuts (22). Aquesta taxa de
contaminacié6 es defineix com el nombre de frascos contaminats (amb un
microorganisme en el cultiu que no estaria present a la sang) per cada 100 mostres,
independentment de les mostres processades o dels cultius positius totals (25).

No oblidem que els hemocultius contaminats comporten enormes despeses
economiques directes per la prolongacié de I'estada hospitalaria o per les proves
complementaries que generen o indirectes per sotmetre al pacient a un ATB
innecessari.

Fins el 50% de pacients amb hemocultius contaminats sén tractats sense necessitat
(15). Per aixo cal insistir en la millora del procediment d’extraccid, programant accions

formatives periodiques que permeten mantenir una taxa de contaminacié acceptable.

5.3. Processament tradicional del hemocultiu.

5.3.1.Métodes automatitzats de cultiu de la sang

El processament manual dels hemocultius (que requeria de subcultius “cecs a
les 24-48 hores i al final de la incubacid) es va substituir als anys 70 pels primers
sistemes semi-automatitzats, com BACTEC 460 que era un sistema radiometric,
seguits per altres no-radiometrics com BACTEC 660 (24). A finals dels anys 80, amb el
desenvolupament de sistemes informatics capacos de tractar gran quantitat de dades,
apareixen nous sistemes automatitzats de monitoritzacié continua que mantenen la
temperatura entre 35-37°C i fan una lectura cada 10 minuts. A més es poden

connectar bidireccionalment al SIL. Els més habituals son:

-BacT/Alert Virtuo™: Aquest sistema esta basat en la deteccid
colorimétrica mitjancant un sensor situat a la part inferior dels frascos, que
passa de gris blavds a groguenc amb el canvi de pH que es produeix quan
augmenta el CO, degut al creixement dels microorganismes. Permet la carrega

i descarrega automatica i té una capacitat de 432 cel-les.
-BD BACTEC™ FX: Es molt semblant a I'anterior pero té un sensor de

CO; fluorimétric. La seua capacitat és per a 400 frascos, i la carrega i

descarrega sé6n manuals.
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Un 85-90% dels hemocultius es positivitzen en menys de 48 hores, excepte en el cas
de bacteris de creixement lent o les fungemies, que solen tardar almenys 72 hores. Es
mantenen 5 dies de mitjana, que és el temps suficient per recuperar la majoria de
microorganismes, pero es pot allargar si se sospita algun microorganisme en especial
(Nocardia, fongs, etc), encara que no ha estat ben demostrat que es recuperen més
microorganismes “fastidiosos” com els del grup HACEK (Haemophilus,
Aggregatibacter, Cardiobacterium, Eikenella i Kingella) o bé Brucella, i en canvi si que

n’augmenta la taxa de contaminacio (24).

5.3.2.Tincions i subcultiu

Després de la positivitzacié de I’hemocultiu, I'observacid microscopica de la
sang sota tinci6 de GRAM és fonamental per orientar el diagnostic en un primer
moment, permetent 'emissioé d’un informe preliminar.

Es faran subcultius en Agar Sang Columbia, Agar Chocolate Polyvitex,
MacConkey o en Sabouraud o medis cromogeénics per a llevats segons la morfologia
observada en el GRAM. Les plaques s’incubaran a 37°C en atmosfera convencional o
al 5-10% de CO2 almenys 18-24 hores i, si es tracta del frasc anaerobi, en agar sang
incubat en anaerobiosi almenys 48 hores.

5.3.3.Interpretacio del resultat: Infeccio vs contaminacio

Encara que, com hem comentat, la taxa ideal de contaminacions hauria de ser
inferior al 3%, la realitat és que es pot arribar fins un 30-50% (26) en alguns serveis
amb elevat recanvi de personal com pot ser el d’'Urgencies. Per als microbiolegs és
essencial consultar la historia clinica dels pacients per interpretar correctament un
hemocultiu positiu, revisant aillaments en altres tipus de mostra o el tractament
antibiotic pautat.

Microorganismes com S.aureus, P.aeruginosa, enterobacteris, S.pyogenes,
S.agalactiae, S.pneumoniae i Candida spp indiguen amb molta seguretat una infeccio
hematogena vertadera. En canvi, Cutibacterium acnes, Corynebacterium spp,
Micrococcus spp o Bacillus spp solen considerar-se contaminants procedents de la pell
(3)(25). Altres bacteris com Streptococcus del grup viridans o Staphylococcus
coagulasa-negatiu (SCN) s’han d’interpretar amb atencié valorant altres tipus de
mostra (com la punta de catéter) o si s’aillen en més d’'un hemocultiu 0 en pacients

immunodeprimits per a considerar-los significatius.
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5.3.4.Estudi de sensibilitat per métodes fenotipics

L‘estudi de sensibilitat és el métode pel qual s’infereix la concentracié d’'un ATB
necessaria per a inhibir la multiplicacié d’'un microorganisme in vitro i que es podria
assolir en els pacients. La disponibilitat de I'antibiograma, a més de facilitar la
prescripcio dels ATB adequats, és una eina per monitoritzar la seleccié i 'emergéncia
de patogens resistents. La informacio sobre els patrons de resisténcia locals permet
elaborar guies sobre tractament empiric (27).

Encara que el métode de referéncia continua sent I'antibiograma a partir de
colonia crescuda en medi solid a les 16-20 hores d’incubacio, hi ha algunes técniques
que es poden aplicar per tal d’avancgar informacié que, encara que no estan totalment
avalades pels comités dedicats a I'estudi de sensibilitat (com CLSI o EUCAST),
mostren una alta correlaci6 amb el metode de referencia. La més estesa és la
inoculacio en targetes de Vitek2®, MicroScan WalkAway® (Beckman Coulter®), Phoenix
BD® o d’altres sistemes automatitzats de microdilucié, del pellet que s’obté en
centrifugar un frasc positiu o d’'un subcultiu de curta incubacié en medi solid (4).
D’aquesta manera aconseguim disposar de l'antibiograma a les 24 hores de la
positivitat de I'hnemocultiu 0 abans si es tracta d’'un laboratori amb Atencié Continuada.
L’antibiograma sobre pellet mostra millor concordanga amb el gold standard per a
BGN, i és menor per a CGP i llevats, mentre que el realitzat sobre subcultiu en medi
solid permet una estandarditzacié millor de I'indcul i els resultats sén més exactes
(25)(28).

Recentment, EUCAST ha publicat unes recomanacions per fer I'antibiograma
directe per disc-difusié a partir de I'hnemocultiu (EUCAST RAST, rapid antimicrobial
susceptibility testing), inoculant 100-150 uL de sang sense centrifugar en agar de
Mueller-Hinton, que permet informar preliminarment a les 4, 6 i 8 hores. Esta validat
per 55 laboratoris europeus (29) i s’aplica a certs microorganismes: Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus i
Streptococcus pneumoniae. Aquest metode inclou una area d’incertesa técnica (ATU)
entre les categories sensible i resistent, per tal de reduir la falsa resisténcia/ sensibilitat
associada al curt temps d’incubacié. A les 4 hores s’observa un bon creixement en
E.coli i K.pneumoniae mentre que P.aeruginosa necessita 6-8 hores per fer la lectura.
La concordanga amb el métode tradicional arriba al 97%, i és facilment implantable en

la major part de laboratoris de Microbiologia si I'’horari ho permet.
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L'dnic inconvenient és que no es pot aplicar en bacteriemies mixtes o sobre

microorganismes de creixement lent (25).

Amb bona correlacié amb el metode tradicional, ha aparegut una técnica per
nefelometria (Alfred AST®, Alifax) que proporciona resultats qualitatius (S/I/R) en 5
hores (7).

5.3.5.Informe acumulat de sensibilitat

Una informacié molt valuosa per a triar el tractament empiric és el poder
disposar de linforme acumulat de sensibilitat, que s’elabora amb una periodicitat
almenys anual per part dels/les especialistes en Microbiologia. Per a que tinga
validesa estadistica ha d’incloure les dades amb 30 o més aillaments per espécie,
considerant el primer aillat per pacient (30). S’obté a partir de mostres cliniques i no de
cultius de vigilancia (31). Es de gran utilitat la seua consulta si disposem de la

identificacié del microorganisme perd no de I'antibiograma.
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5.4.Nous meétodes de diagnostic.

Encara que 'hemocultiu convencional continua considerant-se el gold standard,

perqué esta implantat a tots els laboratoris i €s I'nic que permet obtenir I'antibiograma
(i el tipat si és necessari), es considera un metode lent (pot tardar entre 6 hores i 5
dies) i poc sensible. A¢o es deu principalment a la baixa carrega bacteriana de la
majoria de bacteriemies, que oscil.la entre 1 a 10* UFC/mL. També serien causes de
falsos negatius la presencia de bacteris no cultivables o el tractament ATB previ. Per
aixo es considera que I’hemocultiu tradicional té¢ una rendibilitat suboptima, amb un
percentatge de positivitat entre el 30-40% en pacients septics (32).
El meétode de lisi-centrifugacié lIsolator, que conté saponina i requereix d'una
centrifugacié prévia durant 30 minuts, en quée s’obté un sediment que és sembrat als
diferents medis de cultiu, ha mostrat més contaminacions i pitjor rendiment i esta en
desus (7)

Aixi, han sorgit nous meétodes basats en la deteccio dels AN, que consideren el
nombre de copies genomiques (incloent DNA de bacteris no viables o intrafagocitics, i
que oscil-len entre 10° i 10* copies de DNA/mL) i altres basades en l'espectre del

proteoma microbia.

El metode ideal per al diagnostic de la sépsia hauria de complir les seguents
condicions (15):

-Detecci6 rapida (menys de 3 hores)

-Deteccié d’'un nombre elevat de bacteris, fongs i virus

-Poc invasiva, amb requeriments de volum <1mL en pediatria i de 5-10 mL en adults
-Elevada sensibilitat i especificitat

-Deteccié polimicrobiana en un rang ampli de carrega microbiana (1 a 100.000
UFC/mL sang)

-Deteccio de mecanismes de resisténcia

-Facilitat d’'us i minims requeriments d’experiéncia en el processament i interpretacio
-Possibilitat de detectar patdgens emergents

-Capacitat de distingir que la resposta inflamatoria siga deguda a un patogen
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5.4.1.Deteccié de material genétic
Encara que econdmicament més costosos i, per tant, fora de I'abast de molts
laboratoris, han sorgit sistemes que poden detectar el genoma de certs
microorganismes i determinats gens de resisténcia a partir d’hemocultius positius.
La seua utilitat és optima si es combina amb una comunicacié directa amb els
clinics o amb un expert del PROA (Programa d‘Optimitzacié de I‘'Us d’Antimicrobians),

permetent 'optimitzacié immediata del tractament ATB. Entre ells trobem:

5.4.1.1.Amb amplificaci6 dels AN (PCR)
La PCR en temps real es basa en la deteccié i quantificaci6 d’'un senyal

fluorescent emés durant 'amplificacid, que és proporcional al producte de la
PCR.
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Figura 16. Corba d’amplificacié. Pres de Arya et al. Expert Rev Mol Diag. 2005

Alguns sistemes son:
*FilmArray-Blood Culture Identification Panel (FA-BCID, BioMérieux-
BioFire®)
Es tracta d’'una PCR niuada o nested , aplicada sobre un hemocultiu positiu,
gue és capac¢ de detectar simultaniament fins a 24 microorganismes (19
bacteris i 5 llevats) i 3 determinants de resisténcia: mecA, vanA/vanB, blakKPC
en poc més d’'una hora. La descriurem detalladament més endavant.
*GeneXpert (Cepheid®) és una PCR en temps real que disposa d’un
assaig per a detecci6 de SARM (spa, mecA i SCCmec/orfX junction) a partir

d’hemocultiu, en una hora.
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*Verigene (Nanosphere®)
Es un sistema basat en la hibridacio, amb oligonucleotids sintétics marcats amb
nanoparticules d’or, del producte de la PCR. A partir de la tinci6 de GRAM de
I’hemocultiu, aplicarem un panell per a grampositius (que inclou 4 géneres i 9
especies i els gens mecA i vanAlvanB) o per a gramnegatius (4 géneres i 5
especies) i els gens que codifiguen BLEE CTX-M i carbapenemases (KPC,
NDM, VIM, IMP i OXA). La duraci6 de la técnica es d’'unes 3 hores.

*GenMark ePlex®
PCR multiplex que consta de 3 tipus de cartutx: per a BGN, CGP i fongs,
segons el GRAM. Detecta en 1:30 hores, 41 espécies de bacteris i 15 de fongs,
incorporant patogens frequents en immunodeprimits (33).

5.4.1.2.Sense amplificacié AN (Hibridacié fluorescent in situ o
FISH)

*PNA-FISH (QuickFISH) AdvanDx
Utilitza sondes fluorescents especifiques per a cada microorganisme. Hi ha 4
panells diferents, per a Enterococcus spp, Staphylococcus spp amb detecci6 de
mecA, BGN i Candida spp. Complexa i poc estesa.

*Accelerate Pheno System ™ (Accelerate Diagnostics, EUA)
Es I'tnic sistema fins al moment que combina la identificacid amb I'estudi de
sensibilitat. Capa¢ de detectar 16 microorganismes per hibridacié in situ
fluorescent (FISH) en 1:30 hores, permet I'estudi de sensibilitat per I'analisi
morfocinétic per imatge del creixement bacteria sotmés a certa concentracio
antibiotica (en 7 hores), amb una concordanca entre 92-100% respecte als
meétodes de microdiluci6. Consta també duna sonda universal per a

microorganismes no inclosos (33).
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5.4.2.Metodes sobre sang directa

Els meéetodes aplicats sense una incubacié prévia de la sang, poden donar un
resultat a les 3-12 hores, perd tenen l'inconvenient del seu elevat cost, la possible
inhibicié per substancies presents a la sang (ferro, immunoglobulines, hemoglobina),
per I'heparina o pel DNA huma. També podrien donar resultats falsament positius per
la detecci6 de DNA bacteria d’infeccions controlades o contaminacions, o per DNA
fungic de 'ambient. A més, no permeten disposar del microorganisme per a I'estudi de
sensibilitat. Per contra, son capacos de detectar els AN malgrat el tractament ATB

previ. Alguns d’aquests metodes son:

>SepsiTest (Molzym®): PCR amb primers universals per a dianes del RNA ribosomal
bacteria (16S) i fungic (18S). A partir d'1 mL de sang en EDTA. El resultat de la PCR
s’'obté en 4 hores i en cas de positivitat, 'amplicO es seqliencia per obtenir la
identificacid, precisant-se fins a 8-12 hores més. Detecta fins a 345 microorganismes.
No inclou gens de resisténcia. Sembla presentar taxes més altes de contaminacié que
I'hnemocultiu tradicional, perqué s’amplifica DNA de microorganismes no significatius

(15). Necessita d’'un laboratori especialitzat.

>Magicplex (Seegene®): Doble PCR, amb sensibilitat i especificitat variables. Identifica

més de 90 microorganismes a partir d’1 mL de sang. 6 hores.

>Septifast (Roche®): PCR multiplex seguida d‘hibridacié per sondes i analisi de
corbes melting (15). Amplifica la regi6 ITS (internal transcribed spacer) del DNA
ribosomal de 25 patdgens, incloent 5 espécies de Candida i Aspergillus spp. Necessita
un laboratori amb tecnologia i personal especialitzats. Inclou un cutoff que ajuda a
diferenciar contaminants i limitar els falsos positius. 1,5 mL de sang en EDTA. 6 hores.
Sensibilitat i especificitat variables amb una correlacié amb ’hemocultiu entre el 43 i el
83% (7).

>T2Candida (T2Biosystems®): Nanotecnologia basada en la ressonancia magnética,
amb primers especifics que amplifiquen la regi6 ITS2 de Candida i que s’uneixen per
hibridacié a nanoparticules magnétiques cobertes d’una sonda. S’agrupen al voltant de
la diana i modifiqguen el senyal amb canvis microscopics que es detecten per
ressonancia magnetica (34). Els resultats s’obtenen en 3-5 hores.

Presenta una sensibilitat del 99% i una especificitat del 91%, i un elevat valor predictiu

negatiu que permetria retirar el tractament antifingic si no es detecta cap espécie (7).
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Recentment s’ha llancat el panell T2Bacteria, capa¢ de detectar sis
microorganismes: E.faecium, S.aureus, K.pneumoniae, A.baumannii, P.aeruginosa i

E.coli, amb una sensibilitat del 95,8% i una especificitat del 98,2% segons el fabricant.

>VYOO (SIRS-Lab®): Es una PCR multiplex que detecta 34 bacteris (incloent
anaerobis), 7 fongs, i 7 mecanismes de resisténcia (entre els quals BLEE). Els
productes de I'amplificacié se separen per electroforesi en gel d’'agarosa. El resultat

esta disponible en unes 7 hores i precisa d’un laboratori de Biologia Molecular.

System (Manufacturer)  Principle TAT(h) Blood Panel Resistance LoD Sensitivity ~ Specificity  Cost
(mL) genes (CFUfmL) (%) (%) \nstroment  Test
SepsiTest (Molzym) Broad-range 8-12 2x1  >345bacteria — 20-460  21-87 85-96 €€ €€e
PCR + sequencing and fungi
SeptiFast (Roche Multiplex real-time PCR 4-6 15 9GP, 10CN,  mecA 3-30 25-86 74-97 €€ €€e
Molecular 6 fungi
Diagnostics)
MagicPlex Seegene) Multiplex real-time PCR 3-5 1 73 GP,12GN, mecA, vand, 30 37-65 66-92 €€ €€e
6 fungi vanB
VYOO (Analytic Jena) Multiplex PCR + gel 7-8 5 14 GP, 18GN, mecA, vand, 3-10 60 70-75 €€ €€e
electrophoresis 7 fungi vanB, blaggy,
Iridica Multiplex PCR + ESI-MS 6-8 5 »>750 bacteria  mecA, vand,  4-16 50-91 79 £€€e €€e
(Abbott Molecular) and fungi vanB, blagpc
T2Candida panel PCR + magnetic resonance 34 4 5 Candida — 1 91-100 98 €€e €€e
(T2 Biosystems) technology

GN, Gram-negative bacteria; GP, Gram-positive bacteria; LoD, limit of detection (in CFU/mL); TAT, tumaround time (in hours).

Figura 17. Alguns metodes de deteccio sobre sang directa. Pres de Rello et al. Clin Microbiol

Infec 2018. Nota: Iridica (Abbott) es va retirar del mercat pel mateix fabricant.

>U-dHRM (Universal digital High-Resolution Melt). Métode en desenvolupament sobre
sang directa que combina una PCR universal bacteriana digital sense sondes sobre el
gen 16S rRNA, amb una analisi de corbes de fusié sobre un xip microfluidic. Permet
diferenciar i quantificar 37 microorganismes (perd amb possibilitat d’expansid) en unes
4 hores (a les que s’ha de sumar I'extraccié prévia) amb menys d‘1 mL de sang.
L'analisi es fa mitjangant un algoritme automatitzat. El baix volum de sang el fa idoni
per a nounats. La caracteristica que el diferencia dels altres metodes és que detecta
només DNA viable (15).

>iDTECT Blood (PathoQuest®). Técnica de metagenomica, basada en la sequienciacié
de genoma complet, que permet detectar uns 800 bacteris i 400 virus en sang sense la
necessitat de disposar de sondes predefinides.

Compara els resultats amb una base de dades que proporciona el fabricant. Requereix
un sequenciador massiu. Almenys 48-72 hores. Actualment la seua disponibilitat és
molt limitada (7).
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La tecnologia de NGS (Next-Generation Sequencing), encara que ha aconseguit
disminuir el cost i el temps respecte als sequenciadors de primera generacié basats en
electroforesi capil-lar tipus Sanger, necessita almenys 48 hores, afegint el temps per a
I'extraccio i per a la interpretacié bioinformatica de les dades. El seu elevat cost i
complexitat fan que estiga disponible en pocs hospitals (22). A més, la informacié que
proporciona sobre gens de resisténcia no sempre es correlaciona amb la expressié
fenotipica (35). En alguns casos d’endocarditis amb hemocultiu negatiu la
sequenciacio de DNA del teixit valvular podria ajudar a determinar I'agent etiologic
(22).
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5.4.3.Detecci6 proteica: Espectrometria de masses

L'espectrometria de masses MALDI-TOF és un sistema mitjancant el qual en fer incidir
un raig laser sobre un microorganisme embegut dins una matriu d‘acid a-ciano-4-
hidroxi-trans-cinamic, s’aconsegueix ionitzar una série de proteines (fonamentalment
ribosomals) que, sotmeses a un camp electric, migren per un tub fins a un detector.
Segons la massa de cadascuna, mesurada pel temps de vol dins el tub, es genera un
espectre que es compara amb d’altres, dins una base de dades, permetent la
identificacio de bacteris, fongs (incloent-ne alguns filamentosos) i micobacteris en 20-
40 minuts (36).
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Figura 19. MALDI-TOF MS. Presa de Patel. Clinical Chemistry 2015

Aplicada als hemocultius, aquesta tecnologia ha suposat una revoluci6 dins el camp de
la Microbiologia, encara que s’ha d’aplicar només quan s’observa un sol tipus de
microorganisme a la tinci6 de Gram. No esta indicat per a bacteriéemies mixtes, pero

aquestes suposen un minim percentatge respecte al total.

>MALDI-TOF directe: L'aplicacio directa sobre hemocultiu no es correlaciona
totalment amb el processament sobre colonia (caldra confirmar la identificacid), i
requereix el pretractament de la sang amb un procés de lisi amb saponina,
centrifugacio i, en certes ocasions, extraccié proteica amb etanol i acid formic per
obtenir el pellet bacteria (25). Segons un metaanalisi que avaluava 32 estudis, el
percentatge més gran de coincidéncia s’obté per a la familia Enterobacteriaceae (entre
el 96-100%), seguit de P.aeruginosa (98%), A.baumanii (88%) i H.influenzae (81%).
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Entre els grampositius la concordanca és del 74% per a S.aureus i del 72% per
a SCN, i entre els estreptococs, S.agalactiae s'identifica correctament en un 92%,
S.pyogenes en el 76% i la concordanca és prou menor per a S.pneumoniae, amb un

31%. Enterococcus spp s’identifica correctament en un 86% dels casos (37).

>MALDI-TOF sobre subcultiu: També s’ha aconseguit una identificacié prou
aproximada a partir del subcultiu d’un indcul elevat incubat entre 2-6 hores en medi
solid. La concordanca per a bacils gramnegatius pot arribar al 92% a les 4 hores
dincubacio (38) i al 94,8% a nivell d‘espécie a les 6 hores(39). Aquesta concordanca
s’aconsegueix quan s’identifica el microorganisme, perqué s’exclouen els resultats no
concloents, que solen ser més habituals en grampositius perqué creixen més
lentament i per tant, la quantitat de proteina es insuficient per a l'analisi per

espectrometria.

i} Preferably MALDI-TOF MS, but also
biochemical methods (e.g. semi-automated
systems)

Only biochemical methods
[l Only MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS and biochemical methods in
approximately equal proportions

Preferably biochemical methods, but also
MALDI-TOF MS

il

W

34.9%

Figura 20. Métodes d’identificacid per laboratoris europeus a partir de subcultiu d’hemocultiu

positiu. Pres de Idelevich et al. Clin Microbiol Infec 2019

>MALDI-TOF per a deteccié de resisténcies: S’ha aplicat 'espectrometria de
masses en la deteccio, per exemple, de carbapenemases en Enterobacteriaceae, amb

una excel-lent correlacié pero encara de forma experimental (33).
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6.Biomarcadors

Un biomarcador és una caracteristica objectivament mesurable i avaluada com un
indicador dels processos bioldgics normals, patologics o de les respostes a una
intervencio terapéutica. S'utilitza tant per al diagnostic com per al pronodstic o
I'avaluacio de la resposta al tractament (40). La complexa patofisiologia de la sepsia
involucra la majoria de cel-lules, teixits i organs i per tant, hi ha nombroses molécules
que s’han proposat com a potencials biomarcadors, de les quals només un 20% han
estat estudiades en profunditat (17). No existeix un gold standard, pero definirem els

que s’han utilitzat com a biomarcadors principals:

-Proteina C reactiva (pcr)
Es un reactant de fase aguda produit principalment al fetge, perd també a d’altres
cél-lules com els macrofags alveolars. Augmenta després del dany tissular
(traumatisme, inflamacid, infeccié virica, etc) i, encara que prou inespecifica, té una
elevada sensibilitat. Les infeccions bacterianes, mitjangant I'lL-6, IL-1 i el TNF-q,
provoquen un rapid augment de la pcr. No és Util per a monitoritzar la resposta al

tractament perqué es normalitza lentament.

-Procalcitonina

Esta considerada com el marcador més rellevant d’infeccié bacteriana sistémica. Es la
prohormona de calcitonina. Es sintetitza principalment a la glandula tiroides i a les
cel-lules neuroendocrines del pulmé, encara que pot produir-se a d’altres teixits en
resposta a la endotoxina o a mediadors alliberats en la infecci6é bacteriana com IL-1p,
TNF-a o IL-6 (17). Té una vida mitjana més curta que la pcr (24 hores) i augmenta més
preco¢gment en cas d’infeccio (entre les 2 i les 6 hores), fet que la fa atil per optimitzar
el tractament ATB. En condicions normals és quasi indetectable (<0.05 ng/mL) (41).

Alguns estudis (26)(41)(42) la proposen com el millor marcador prondstic de
bacteriémia vertadera al Servei d’Urgéncies, més que la pcr i la xifra de leucocits. Es
atil inclds en ancians, pacients oncologics i hematologics. Algunes limitacions serien
que pot augmentar després de situacions de stress massiu com traumatismes severs,
cirurgia, shock cardiogenic o cop de calor. La terapia biologica i algunes malalties
autoimmunes i sindromes paraneoplasics també poden cursar amb un augment de

PCT. En la candidémia, els nivells de PCT poden ser normals (17).
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-Lactat
Es un excel-lent marcador d’hipoperfussio tissular. L'augment en els seus nivells és
indicatiu de la necessitat de drogues vasoactives en la sépsia. Un lactat major de 4
mmol/l indica que el pacient es troba en shock séptic. Es un parametre molt sensible i

facil de mesurar perd poc especific (17).

-MR proadrenomedulina (MR-proADM)
Es un péptid que pertany a la mateixa familia que la procalcitonina. Té un aclariment
molt rapid renal i pulmonar, i és un excel-lent predictor de severitat i gravetat en la

sepsia (40).

41



7.Tractament empiric

En 1942, Anne Miller, una jove de 30 anys de Conneticut, va estar a punt de morir per
una seépsia. Se li va administrar un farmac experimental per tractar de salvar-la: la
Penicil-lina, descoberta 14 anys abans per Alexander Fleming. Es va recuperar en
poques hores, i va ser la primera persona al mon salvada per un antibiotic (43).

La correcta tria inicial de 'ATB ha demostrat salvar més vides que qualsevol altra
intervencié medica, i hi ha estudis que suggereixen que hi ha una finestra diagnostica
d'1 a 3 hores des del reconeixement de la sépsia fins l'inici del tractament ATB abans
que augmente la taxa de mortalitat. Per contra, el tractament inapropiat en les 6 hores

des del diagndstic suposa una reduccié de 5 vegades en la supervivéncia (15).

El tractament empiric es defineix com aquell régim seleccionat en abséncia d'una
identificacio definitiva del patogen i de I‘'estudi de sensibilitat. Esta basat en el possible
focus, en aquells microorganismes aillats amb major probabilitat i en la severitat de la
malaltia, aixi com en factors dependents del pacient com les comorbiditats, si porten
dispositius permanents, l‘estat immunologic, al-lérgies, infeccions i/o colonitzacions
recents o la exposicié a ATB en els 3 darrers mesos. L'antibioterapia empirica estara
guiada segons els antibiogrames locals, i es tindran en compte factors de risc
d’infeccié per microorganismes MDR. Si el possible focus es pot retirar o drenar, caldra
fer-ho per controlar la infeccid. A més, s’ha d’assegurar la penetraciéo de I'ATB als
teixits afectats. En casos d’infeccié greu, es pot optar per la terapia combinada per
ampliar I'espectre en un primer moment, prevenir I'aparici6 de mutants resistents i

aconseguir una eliminacié més rapida del patogen (44).

Entre els patogens causants de sepsia més frequents, recollits a I'estudi SENTRY
(2012-2017), s’observa el major percentatge de resisténcies en S.aureus (amb el 37%
de SARM) i també en enterococs resistents a Vancomicina (24.6%), perd amb una
disminucié estadisticament significativa en els darrers anys. Tot i aixi, es troben
diferéncies entre regions, amb SARM i VRE predominants més a EUA que a Europa
(39.7% i 33.2% vs 30.2% i 9.9% respectivament). En canvi, els BGN amb mecanismes
de resistencia son meés frequents a Europa que als EUA (Klebsiella BLEE 24% vs
12.5%; CRE 10.9% vs 2.3% i P.aeruginosa MDR 18.8% vs 13%) (3).
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Organism (% resistant*) Total 2012 2013 2014 2015 2016 2017 Pvalue

S, aureus (% MRSA) 1567 (37.0) 200 (40.0) 206 (39.8) 216 (36.6) 297 (37.0) 307 (35.8) 341 (34.9) 0.0048*
Enterococcus spp. (% VRE®) 695 (24.6) 70(357) 103 (28.2) 89 (236) 145 (25.5) 153 (19.6) 135 (21.5) 0.020¢
S. pneumonige (% PEN-NS®) 149 (34) 18(5.6) 25(4.0) 17(17.6) 42(0.0) 27(0.0) 20(0.0) 0.37
Klebsiella spp. (% ESBL) 636 (21.5) 70(27.1) 72(19.4) 86 (19.8) 131(153) 146 (274) 131 (20.6) 0.78
E. coli and Klebsiella spp. (% CRE)® 2109 (1.5) 247(32) 235 (2.6) 253(12) 458 (0.7) 459 (2.0) 457 (0.7) 0.078
P. aeruginosa (% MDR) 293 (154) 44(318) 43 (11.6) 29(20.7) 70(100) 46 (43) 61 (18.0) 0.25

* Resistance criteria are based upon CLSI M100 recommendations. (CLSI, 2019).

® Vancomycin MIC, >16 mg/L.

© Includes intermediate and resistant isolates per 2019 CLSI criteria for parenteral nonmeningitis.(CLSI, 2019).
4 No CRE E coli detected.

* Statistically significant at P < 0,05

Figura 21. Fenotips resistents més freqlients durant el periode 2012-2017. Programa SENTRY

de vigilancia antimicrobiana. Pres de Pfaller. 2020

A Tlestudi epidemiolodgic sobre bacteriemies d’Andalusia (21), es va observar una
disminucié en la bacteriemia per SARM, mentre que no hi va haver canvis en la
deteccio de BLEE.
Segons mostra Sara Cosgrove en una revisi6 (45), el desenvolupament de
resisténcies en S.aureus, enterococs i BGN incrementa la morbiditat, mortalitat, estada
hospitalaria i costos, com a consequencia del tractament inadequat o el retras en
instaurar-lo. Aco es relaciona amb tres factors principals, que afecten:
-L’hospedador. La severitat de la malaltia de base implica menor control de la infeccié.
-El microorganisme. La major viruléncia només s’ha demostrat per a SARM comunitari
per I'accio de les exotoxines, ja que en el cas dels BGN la multiresisténcia redueix el
fitness.
-El tractament, que en patdgens amb factors de resistencia implica:

1) Disminucié en I'efectivitat, augment de la toxicitat i/o infradosificacio

2) Necessitat de cirurgia coadjuvant, que prolonga l'ingrés i els costos

3) Retras en la instauracié o abséncia d’opcions terapéutiques

Son factors de risc d’infeccié per SARM I'hospitalitzacié o cirurgia recent, pertanyer a
un centre socio-sanitari, hemodialisi i I'ATB prévia. El tractament indicat sera
Daptomicina (excepte si el focus és pulmonar perqué s’inactiva amb el surfactant),
Vancomicina o Ceftarolina. Linezolid no seria el tractament més indicat pel seu efecte
bacteriostatic (44).

Pel que fa a les BLEE, son factors de risc la colonitzacié o infeccid préevia, I'edat, la
condicio de trasplantat, d'immunodeprimit o els antecedents d‘hospitalitzacié en paisos
amb una alta prevalenca de BLEE. El tractament amb carbapenems seria el d’eleccio
(44).
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En el cas dels enterobacteris resistents a carbapenem (CRE), la colonitzacié prévia,
junt a l'estada en UCI, portar un catéter venods central, antibioterapia prévia o la
diabetis, s’han considerat factors de risc. El tractament seria combinat amb colistina i
ceftazidima-avibactam per CRE, o amb ceftolozano-tazobactam per P.aeruginosa o

altres opcions com cefiderocol o meropenem-vaborbactam (44).

Tot i aixi, entre el 40-50% dels pacients amb bacteriémia i fins al 70% dels qui
presenten fungémia reben un tractament inadequat abans de la disponibilitat dels
resultats microbiologics (15). En el cas del shock séptic, el 20 % dels malalts reben un
tractament inefectiu d‘entrada, fet que motiva una reduccié de cinc vegades en la
supervivéncia (del 52% al 10,3%) (46).
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8.Implicacions del diagnostic sobre el tractament i impacte sobre el PROA

Posar fre a I‘augment de les resisténcies bacterianes és una de les prioritats per a
I'OMS. Des del Pla d‘Accié Mundial sobre la Resisténcia als Antimicrobians, adoptat en
2014, es reconeix que I'us inapropiat i excessiu d’antimicrobians contribueix a
l'expansié de la resisténcia als ATB. Aquest pla t¢ com a objectiu I‘'optimitzacié dels
ATB fomentant-ne un Us responsable i prudent (47). El problema de les resisténcies
implica una actuacié a nivell global, incloent la limitacié de I'is d’ATB en agricultura o
ramaderia i la seua disseminacio al medi ambient (48). Veure Annex 1.

Als EUA, cada any hi ha més de 2,8 milions d’infeccions per organismes MDR, que
causaran la mort de 35.000 persones. A més, gairebé 224.000 pacients seran
hospitalitzats a causa de la infeccié per C.difficile, que va causar la mort de 12.800
persones en 2017 (43).

L'ECDC estima que entre el 30 i el 50% dels antibiotics prescrits son innecessaris, i la
sobreprescripcié promou el desenvolupament i la disseminacié de la resisténcia que, a
la vegada, provoca a Europa unes 25.000 morts a I'any (27). Fins al 50% dels pacients
amb infeccions respiratories reben un ATB malgrat que la gran majoria estan causades
per virus, amb el risc d’aparicié d’efectes secundaris, d’infeccions relacionades amb

I'antibioterapia i de microorganismes resistents (49).

El retras diagnostic comporta estances hospitalaries més llargues i proves addicionals
gue perjudiquen els pacients i que, a més, n‘augmenten els costos i I'evolucio
desfavorable.

En aquelles infeccions invasives on el tractament precog és prioritari, €s molt important
detectar els mecanismes de resisténcia el més rapidament possible. Segons 'ECDC
(European Centre for Disease Prevention and Control), i mitjancant les dades
recollides per 'EARS-Net (European Antimicrobial Resistance Surveillance Network)
(50) sobre la resisténcia dels principals microorganismes causants d’infeccié invasiva a
29 paisos, s'observa un augment tant de K.pneumoniae com d‘E.coli amb resisténcia
combinada a fluorquinolones, aminoglucosids i C3G. També és preocupant el
creixement de K.pneumoniae, Acinetobacter spp o0 P.aeruginosa resistents a

carbapenem i de BGN resistents a colistina (la darrera opcié en molts casos).
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SAVE LIVES

Better tests can speed the diagnosis of sepsis, a severe
and sometimes fatal response to infection. Currently,
20-30% of patients receive inadequate antibiotic therapy
for the condition — often leading 1o death — because it
can take 1-5 days to diagnose,’

REDUCE SIDE EFFECTS

Rates of Clostridium difficile, an infection
caused by inappropriate antibiotic use,
rose 200% from 1996 to 2009.2 With
improved diagnostics, doctors would be
better able to target antibiotics to specific
infections, potentially reducing the
existence of the disease.

CURB RESISTANCE

50% or more of people with upper respiratory
infections receive antibiotics although most
do not need them." Better tests will

help doctors prescribe antibiotics

BIDSA
Better Tests,
Better Care

DETECT INFECTION

62% of patients with encephalitis
—inflammation of the brain often
caused by viral infection — remain 620/
undiagnosed,’ New tests for
central nervous system infections
are desperately needed.

LIMIT THE SPREAD

Improved diagnostics could mare quickly
identify the cause of food-bome illnesses,
which currently takes days to weeks.'

Improved diagnostic tests for
infectious diseases could
significantly impact
patient care and
public health

CUT COSTS

Rapid testing for methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) has been shown to save $21,387 per
patient.’ Integration of successful testing protocols
into care may be able to reduce the financial burden
of healthcare.

only when necessary. /
u

nnecessarily
prescribed

"IDSA, “Better Tests, Better Care: Improved Diagnostics for Infectious Diseases”
? CDC, "Rates of Clostridium difficile Infection Among Hospitalized Patients Aged =65 Years”

Figura 22. Necessitats d’'un diagnostic rapid. Pres de Kuehn. JAMA 2013

Sobretot als paisos del sud-est d’Europa la taxa d’infeccions per patdgens MDR esta

limitant les opcions de tractament d'una manera molt preocupant.

Klebsiella

pneumoniae mostra una creixent resisténcia a carbapenem amb prevalences >25% a

Italia, Grécia, Serbia, Romania , Bielorussia i Turquia mentre que a I'india ja suposa

>50% (20).
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L'augment de E.faecium resistent a Vancomicina també és preocupant (10,5% en 2015
vs 18,3% en 2019) (50).

==l No data reported or fewer than 10 isolates
I Not included

u Luxembourg © .
Q] s

Figura 23. Aillats invasius d’E.faecium resistents a Vancomicina. EARS-Net 2019.

Afortunadament el percentatge de SARM esta disminuint, continuant la tendencia dels

darrers anys, com també ho fa S.pneumoniae “non-wild-type“ a Penicil-lina (12,1%), és

a dir, aquell fenotip informat com a sensible a exposici6 incrementada (1) o resistent (R)
a Penicil-lina (CMI >0,06 mg/L) i resistent a Macrolids (14,5%) (50).
Entre els fongs, és preocupant I'emergencia de Candida auris, una espécie MDR

descrita en 2009 a Asia, que pot causar brots nosocomials amb una elevada mortalitat.
Als EUA ha augmentat en un 318% en 2018 respecte a la mitjana de casos entre

2015-2017 (43).

US. Clinical Cases of C. auris
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Figura 24. Casos de C.auris. Pres de CDC Antibiotic Resistance Threats in United States, 2019

47



L‘'Us prudent dels antimicrobians podria ser definit com un bundle o paquet
d’intervencions per a promoure i assegurar 'optimitzacié del tractament antimicrobia
que resulte en la millor evolucié clinica en el tractament o prevencio de la infeccid, amb
la minima toxicitat per al pacient i el minim impacte per a la generacio de resisténcies.
(31)

L‘equip PROA s’ha convertit en una eina imprescindible per a promoure un Us adequat
dels antibidtics, aportant nombrosos beneficis com soén:
-reduccié de la incidéncia d’infeccié per C.difficile
-reduccio de les resisténcies bacterianes
-millora de la dosificaci6 en pacients amb dany renal
-millora en I'Gs de la profilaxi pre-quirargica
-millora en la taxa d’infeccions resoltes
-disminucié en la taxa de mortalitat
-administracio precog del tractament adequat
-desescalada en els casos indicats, definida com l'estratégia que disminueix la
pressid antibidtica sobre la microbiota intestinal i el risc associat d’adquirir
microorganismes MDR, mantenint una eficacia clinica similar.

-estalvi en els costos hospitalaris

En aquest equip, I'Especialista en Microbiologia juga un paper clau perque hi
contribueix, entre d’altres tasques:
-Elaborant informes acumulats de sensibilitat periddicament
-Informant I'antibiograma selectivament, per afavorir la terapia dirigida de
menor impacte en les resisténcies
-Participant en I'elaboracié de guies cliniques de les infeccions més comuns
-Notificant microorganismes o mecanismes de resisténcia d’especial vigilancia
-Proposant directrius en la fase pre-analitica per millorar la qualitat de la mostra
-Afavorint la disponibilitat i validant métodes de diagnostic rapid

-Notificant al clinic la necessitat de modificar un tractament inadequat (31)

En el cas de la bacteriemia, nombrosos estudis han demostrat que la intervencio
preco¢ d’'un equip PROA millora tant I'is dels ATB com la supervivéncia (51)(52)(53).
Si, a més, s’apliquen métodes de diagnostic microbiologic rapid, aquest benefici

augmenta considerablement.
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La guia IDSA sobre Optimitzacié de I'is d’ATB de 2016 (54) ja recomanava incloure
aquests metodes sobre la sang en la rutina dels laboratoris de Microbiologia, per tal de
controlar les resisténcies i millorar els resultats clinics, com també ho recomana el

Document de Consens sobre “Codigo Sépsis® (16).

’
7 XVIL. Should ASPs Advocate for Rapid Diagnostic Testing on Blood \\

Specimens to Optimize Antibiotic Therapy and Improve Clinical
Outcomes?
Recommendation

18. We suggest rapid diagnostic testing in addition to conven
tional culture and routine reporting on blood specimens it
combined with active ASP support and interpretation
(weak recommendation, moderate-quality evidence).

Comment: Availability of rapid diagnostic tests is expected

to increase; thus, ASPs must develop processes and interven

o
o ———

tions to assist clinicians in interpreting and responding

-,

S appropriately to results. ’

Figura 25. Presa de Guia IDSA sobre Optimitzaci6 de I'is d’ATB. Barlam et al. 2016
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9.Bacteriemia durant la primera onada de la pandémia de COVID-19

La pandemia de COVID-19 ha suposat un canvi per a tots els laboratoris de
Microbiologia del mén. La major part de la seua carrega de treball s’ha centrat en el
processament d’una gran quantitat de mostres per a PCR de SARS-CoV-2. Alguns
laboratoris no disposaven de tecnologia ni del personal suficient per fer front a aquesta
pandémia, perd0 s’ha fet un enorme esfor¢ per implantar-ho i ser capacos de
diagnosticar a moltissima gent (casos, contactes, estudis de cribratge...) en poc de
temps. L'ampliacié horaria a les vesprades o inclus a les nits, ha permés gaudir d’'un
efecte col-lateral positiu: la millora en el processament dels hemocultius i, per tant, la

reduccié en el temps de diagnostic de les bacteriémies.

Alguns estudis fets a l'inici de la pandémia, com el de Mormeneo et al, a I'Hospital
Miguel Servet de Saragossa (55) entre mar¢ i juny de 2020, mostren un descens en
els hemocultius processats, més d’'un 20% respecte als dos anys anteriors. A¢O es
podria explicar per la drastica reduccié de les intervencions quirdrgiques i la menor
afluéncia de pacients a Urgéncies durant el confinament, que en ocasions es
guedarien a casa amb processos febrils no-COVID originant un infradiagnostic de
bacteriemies. A més, van observar un augment dels aillaments de S.epidermidis i
SCN, probablement contaminants, per la dificultat de mobilitat lligada als EPIs i també
un major percentatge de candidemies. En canvi, un altre estudi fet a New York (56),
mostra un increment tan gran dels hemocultius demanats com a consequéencia de
I'atencié als processos febrils, que es va sobrepassar la capacitat de molts laboratoris.
Alguns d’ells van haver de limitar la incubaci6 a 4 dies. Es conclou també que
predominaven els bacteris contaminants entre els pacients amb COVID-19 (quasi un
60% de SCN) i que les bacteriemies vertaderes van ser molt poc frequents, un 3'8%
front al 8% en pacients no-COVID. Les baixes xifres de procalcitonina a la major part

de pacients amb COVID-19 tampoc suggerien coinfeccions bacterianes.

Un estudi realitzat a I'Hospital Clinic de Barcelona (57) sobre la incidéncia de
coinfeccions comunitaries i superinfeccions hospitalaries en malalts COVID-9
hospitalitzats durant mar¢ i abril de 2020 mostra que, a diferéncia de les pandemies
per virus Influenza, les coinfeccions bacterianes son infrequents. Entre els 989
pacients sols el 2,1% presentava una pneumonia bacteriana d’origen comunitari

causada principalment per S.pneumoniae i S.aureus, bacteriémica només en un cas.
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En els quadres d’adquisicid hospitalaria el 3,8% presentava una superinfeccio
bacteriana, principalment pneumonia associada a ventilaci6 mecanica (25%) i
bacteriemia (36,3%), amb P.aeruginosa i E.coli com a aillats més freqlients. En el 0,7%
dels pacients la superinfecci6 era fangica (amb 2 candidémies). Plantegen
reconsiderar la necessitat de l'antibioterapia empirica protocolitzada per fer un Us
responsable dels ATB, i indicar-la nhomés en casos amb sospita radiologica de

pneumonia bacteriana, ingrés a 'UCI o immunosupressio severa.
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10.Nova versio de FilmArray (BCID2): Ampliacié de microorganismes i

mecanismes de resistencia

L’any 2020 es va comercialitzar una nova versio de FilmArray, anomenada FA-BCID-2.
Es tracta d’una versio millorada, amb 33 patogens i 10 gens de resisténcia, incorporant
la deteccié6 de BLEE (CTX-M), les principals carbapenemases a més de KPC (IMP,
OXA-48 like, NDM i VIM) i la resisténcia a colistina associada al gen mcr-1. També
inclou la deteccié de mecA/C (la primera versiéo només detectava mecA) i MREJ (mec
right-extremity junction), especific de SARM. Aquesta versio diferencia E.faecalis i
E.faecium (de vital importancia per a triar com ATB d’elecci6 Ampicil-lina o
Vancomicina) (58), detecta Stenotrophomonas maltophilia, amplia la deteccié
d’Acinetobacter baumanii al complex A.calcoaceticus/baumanii, té una diana propia
per a Salmonella spp i K.aerogenes, inclou un anaerobi (Bacteroides fragilis),
Cryptococcus neoformans/gattii i microorganismes emergents com Candida auris.

La deteccié de l'ordre Enterobacterales pero sense definir el genere, pot incloure (a
diferencia de la primera versié) Hafnia, Morganella, Pantoea, Providencia, Rhanella,
Serratia, Tatumella i Yersinia. Per contra, no té una diana genérica per a Enterococcus
spp que si estava present a FA-BCID, perd si per a Streptococcus spp O
Staphylococcus spp.

Quan detecta Staphylococcus spp perd no a nivell d’espécie, no informa sobre la
deteccié de mecA/C (la versio anterior informava de la preséncia de mecA), pero si

que ho fa quan es tracta de S.epidermidis i S.lugdunensis.

Cortazzo et al (59), han comparat les dues versions, sobre un banc de 90 mostres
congelades amb la identificaci6 per MALDI-TOF i la deteccidé de gens de resisténcia
per sequenciacié. Tots els microorganismes inclosos en el panell van ser detectats i no
es van trobar discrepancies entre les dues versions pel que fa a la identificaci6. En
canvi, es va trobar alguna discrepancia respecte a la detecci6 de mecA en

bacteriémies mixtes.

Berinson et al (60), en un estudi prospectiu a Alemanya sobre 180 mostres,
comparades amb la identificaci6 per MALDI-TOF i amb l'estudi de sensibilitat per
Vitek2®, van trobar una concordanca del 88.3% (en cultius monomicrobians, del 94%).
Els resultats discordants van ser més frequents en bacteriemies mixtes. En 4 ocasions

no es va avancar la resisténcia a C3G perqué no es devia a blactx-w.
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Aixi, conclouen que la natura multifactorial de la resisténcia a cefalosporines i
carbapenems en BGN fa necessaria la combinaci6 amb estudis de sensibilitat
fenotipics. També remarquen la importancia de la discriminacié entre E.faecalis i

E.faecium de cara a poder acurtar el tractament empiric amb Vancomicina.
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OBJECTIUS

JUSTIFICACIO DE L'ESTUDI

La sépsia representa, segons I'OMS, la indicaci6 més vital de I'is responsable
d’antimicrobians eficagos per a la salut (...) perqué en absencia d’aquests, el quadre és
quasi sempre letal. El tractament ineficag o incomplet pot contribuir a I'augment de
I'amenaca que representa la resistencia als antimicrobians. A I'informe sobre la 702
Assemblea Mundial de la Salut, en maig de 2017, es remarca la necessitat d’adoptar
un enfocament integrat de la sépsia, centrat en la prevencid, el reconeixement preco¢

mitjancant serveis clinics i de laboratori, i 'accés a I'atencio sanitaria (61).

El Servei de Microbiologia de 'HGUC disposa d‘avancats recursos tecnolodgics que
han suposat una revolucié en la capacitat de realitzar un diagnostic rapid i exacte. Amb
I'espectrometria de masses MALDI-TOF, Ila identificaci6 preliminar dels

microorganismes pot avancgar-se 24 hores respecte al cultiu tradicional.

Tant la bacteriemia com la sépsia sén importants causes de mortalitat en pacients
hospitalitzats. | els ingressos per aquesta causa estan augmentant degut a
I'envelliment de la poblacié i a les comorbiditats associades, aixi com al creixent
nombre de persones amb immunosupressio (38). En pacients septics la instauracié del
tractament antibiotic adequat (i, per tant, la identificaci6 preco¢ del microorganisme)
s’ha demostrat crucial en la supervivéncia. El creixement fins a nivells detectables en
un hemocultiu pot tardar de 6 hores a 5 dies, als que cal afegir (degut a I'horari de gran
part dels laboratoris) 24 hores per a la identificacié del microorganisme i 24-48 hores
més per a |‘estudi de sensibilitat. Hi ha pocs laboratoris amb personal suficient i format
per a realitzar complexes tecnigues de PCR (4). Per aix0, els sistemes compactes i de
facil maneig sén una alternativa que cal considerar. FilmArray-Blood Culture
Identification Panel (FA-BCID, BioMérieux-BioFire®) (62) és una PCR capac¢ de
detectar un ampli rang de microorganismes i alguns determinants de resisténcia en 65
minuts (més 5 minuts de manipulacié). Aquesta informacio, junt a linforme de
sensibilitat anual dels bacteris més frequentment aillats a I'hospital, permet inferir el
tractament idoni. No obstant, 'augment i la rapida expansi6 de mecanismes de
resisténcia com les betalactamases d‘espectre estés (BLEE) o les carbapenemases
comporta, cada vegada més, el fracas terapeutic (63), rad per la qual cal estar alerta i
destinar els recursos necessaris per facilitar que tots els pacients puguen beneficiar-se

d’un diagnostic microbioldgic precog i de qualitat.
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HIPOTESI

Partim de la hipotesi de que la identificacié dels microorganismes i/o la deteccié de
certs mecanismes de resisténcia per metodes moleculars possibilitaria ajustar
precocment l‘antibioterapia en els casos de bacteriemia a [|‘Hospital General

Universitari de Castell6.

OBJECTIU PRINCIPAL

Avaluar la disminucié en el temps d‘emissid de resultats aplicant, sobre els
hemocultius de pacients ingressats a 'HGUC, un meétode en paral-lel de diagndstic
molecular, en concret FilmArray-BCID, tant per a la identificaci6 com per a la deteccié

de possibles mecanismes de resisténcia.

OBJECTIUS SECUNDARIS

-Valorar si es madifica el tractament antibiotic després dinformar el resultat de la PCR.

-Estudiar la concordanca de la PCR respecte al cultiu convencional.

-Descriure I'experiéncia de la PCR sobre hemocultiu en curs (que definim com aquell

que es troba dins I'aparell d'incubacio i en el que encara no s’ha detectat creixement).

-Analitzar si poden establir-se uns criteris per realitzar la PCR segons parametres com

els valors de procalcitonina (PCT), proteina C reactiva (pcr) i leucocits.
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MATERIAL | METODE

1.DISSENY | POBLACIO AESTUDI

Estudi quantitatiu, analitic, longitudinal, prospectiu i observacional de les bacteriemies
de pacients ingressats a I'Hospital General Universitari de Castellé des de I'1 de gener
de 2019 a I'1 de marg de 2020. Sobre els hemocultius processats, analitzem el resultat
de la PCR realitzada comparant-lo amb el cultiu convencional (gold standard).

L'HGUC disposa de 529 llits i dona assisténcia sanitaria publica al Departament de
Salut de Castelld, que inclou 283.000 habitants. A la vegada és I'hospital de referéncia

dels Departaments de Vinaros i La Plana.

2.CRITERIS DE SELECCIO

S’inclouen els pacients amb hemocultius consecutius als qui se’ls realitza FilmArray-
BCID (Biomérieux®) com a métode de diagnostic molecular, paral-lelament al cultiu
convencional.

S’exclouen els casos en qué la PCR s’invalida i aquells ingressats a I'Hospital de La
Magdalena, per no poder accedir a la historia clinica ni fer un seguiment estret de

'evolucio.

Amb la irrupcié de la pandémia per SARS-CoV-2, la carrega de treball als laboratoris
de Microbiologia ha augmentat considerablement, impossibilitant la continuitat de la
recollida de dades, que inicialment estava previst fer durant dos anys. Finalment s’ha

realitzat durant 14 mesos, incloent a 133 pacients.

Es recullen les dades a partir del programa de gestié del laboratori (Gestlab®) i de la
historia clinica electronica (Orion Clinic®). Aquestes s’inclouen dins una base de dades
anonima on consta la data de la sol-licitud de I'hemocultiu, el niUmero de mostra, la
edat i sexe del pacient, el servei, el focus de la infeccid (genitourinari, abdominal,
pulmonar, ORL, pell i parts toves, cardiocirculatori, etc), els valors de procalcitonina
(PCT), proteina C reactiva (pcr), leucocits, percentatge de neutrofils, el resultat de la
tinci6 de GRAM, el microorganisme aillat en cultiu, el detectat per PCR, si aquesta es
va realitzar sobre hemocultiu positiu 0 encara en curs, la data de validacio del cultiu,
PCR i GRAM, I'ATB empiric i/o el dirigit després de I'informe preliminar i I'evolucié de
I'episodi.

Per a l'analisi estadistica de les dades s’ha utilitzat el programa R, versi6 4.0.2.
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3. ASPECTES ETICS | PROTECCIO DE DADES

L’estudi ha estat aprovat pel Comité Etic d’Investigacié Clinica (CEIC) de THGUC, i ha

obtingut la dispensa de la signatura del consentiment informat per part dels pacients.

S’han respectat els principis étics internacionals (Declaracioé de Helsinki, Brasil, 2013) i

la legislacié nacional aplicable (Ley 14/2007 de investigacién biomédica).

El tractament de la informacié sobre els pacients s’ha fet d’acord amb la normativa
vigent en matéria de dades de caracter personal. En particular, amb el Reglament (UE)
2016/679 del Parlament Europeu i del Consell, de 27 d’ abril de 2016, relatiu a la
proteccio de les persones fisiques pel que fa al tractament de dades personals i a la
lliure circulacié d’aquestes i la Llei organica 3/2018, de 5 de desembre, de proteccio de
dades personals i garantia dels drets digitals.

A partir de les dades consultades al Sistema d’Informacié del Laboratori (SIL) s’ha
creat un fitxer Excel anonimitzat incloent els pacients amb hemocultius sobre els quée
s’ha realitzat PCR. Aquest fitxer ha estat inclos dins un document de seguretat que

s’ha mantingut en les condicions que garanteixen la seua confidencialitat.
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4 .DIAGNOSTIC DE LA BACTERIEMIA AMB ESPECTROMETRIA DE MASSES
AL'HGUC

Al Servei de Microbiologia de I'HGUC es disposa del sistema dincubacié i
monitoritzacié continua d’hemocultius BacT/Alert® Virtuo™ (BioMérieux®). S'utilitzen
els frascos BacT/Alert FA Plus aerobic®, BacT/Alert FN Plus anaerobic® i BacT/Alert FP
Plus pediatric® que contenen perles polimériques per neutralitzar restes d’ATB, i SPS
(polianetolsulfonat de sodi) com a anticoagulant. Aquests frascos s'introdueixen en
Virtuo™ a primera hora del mati, on es mantindran 5 dies a 37°C fins a ser informats

com a negatius. Si 'aparell detecta creixement, es realitza una tinci6 de GRAM.

Figura 26. Tincié de GRAM d’un hemocultiu amb S.pneumoniae. Pres de Werno CID 2008

El primer hemocultiu positiu per pacient, si es considera significatiu, s'informa amb
caracter urgent al metge o metgessa responsable o a I'equip PROA, encarregat del
seguiment de les bacteriemies de 'hospital, que inicia o ajusta el tractament ATB en
cas necessari. A partir dels frascos positius, es realitza un subcultiu en agar Chocolate
PolyviteX (BioMérieux®) que s’incuba a 35-37°C i, segons la morfologia observada a la
tinci6 de GRAM, un altre en agar sang SCS incubat en anaerobiosi o0 bé en BD
CHROMagar Orientation (BD®) que és un medi no selectiu i cromogenic que facilita la
deteccio de bacteriemies mixtes. En el cas d'observar-se formes compatibles amb
llevats, es ressembra en Chromagar Candida (BioMérieux®). La lectura d’aquestes
plagues es realitza a les 18-24 hores d’incubacio.

Des de la incorporacié de la Espectrometria de Masses (MALDI-TOF Vitek MS®) a
'HGUC en juny de 2016, la identificacid del microorganisme es pot avangar analitzant
un subcultiu de la sang en agar Chocolate PolyviteX (BioMérieux®) incubat al 5% de
CO2 a 37°C durant 4 hores (64).
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S’analitzen dos replicats per mostra. La identificaci6 per MALDI-TOF es considera
valida si almenys un replicat obté un nivell de confianca del 75% o major, sense entrar
en conflicte amb els altres replicats (28). A partir d’'un inocul estandaritzat al 0,5
McFarland del mateix subcultiu, i sempre que no es tracte d’'una bacteriemia mixta, es
realitza I'estudi de sensibilitat amb el sistema de microdiluci6 amb monitoritzacio
continua Vitek2® (BioMérieux®) que es validara 18-24 hores més tard (encara que hi
ha resultats que poden anar apareixent a les 4-6 hores), i que s'interpreta en base als
criteris EUCAST. Si l'antibiograma requereix alguna comprovacio, es poden emprar
métodes alternatius, com tires de gradient (E-test) o métodes de disc-difusio. La
confirmacio fenotipica de mecanismes de resisténcia (BLEE, AmpC, Carbapenemases,
SARM) es realitza mitjangant discos d’antibiotics combinats amb inhibidor (ROSCO
Diagnostica®), amb la deteccié immunocromatografica NG-Test CTX-M de RAL®, el
métode colorimetric Carba-test (Bio-Rad®) o amb la detecci6 molecular de les
principals carbapenemases (KPC, NDM, VIM, IMP-1,0XA-48) per Xpert® Carba-R
(Cepheid®) entre d’altres.

En el cas d’aillaments no significatius, definits com aquells en qué s’ailla SCN o algun
altre microorganisme considerat contaminant en un sol frasc, es revisa al sistema
d’'informacié del laboratori (SIL) si existeix algun altre tipus de mostra on s’aille el
mateix microorganisme o si es sospita bacteriémia relacionada amb el catéter (BRC).

En cas contrari, s’afegeix un comentari al resultat on consta que probablement es

tracte d’'una contaminaci6 d’origen cutani.
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5.ADAPTACIO A LA LIMITACIO HORARIA. PCR MULTIPLEX SOBRE
HEMOCULTIU

Al Servei de Microbiologia de 'HGUC existia, al moment de comencar la present tesi,
una important limitacié a aquesta rutina: la jornada de treball era només de 8:00 a
15:00 hores, de dilluns a dissabte. A¢d suposava que els frascos d’hemocultiu no
sempre s’introduien immediatament dins Virtuo™, siné que podien estar fins a 41
hores a temperatura ambient (sense incubar) si s’extreien un dissabte a les 15:00
hores. A banda, en el cas d’obtenir una prova no concloent per MALDI-TOF MS
tampoc es podia emetre un resultat i s’havia d’esperar a treballar sobre les ressembres
al segiient dia laborable.

Davant quadres d’extrema gravetat com la sépsia, que requereixen una resposta
rapida, i donat que s’havia demanat en diverses ocasions a les diferents geréncies de
I'hospital dotar al Servei de Microbiologia d’Atencié Continuada sense éxit, només ens
restava modificar el protocol de treball dels hemocultius, que tractariem d’accelerar
aplicant tecnigues moleculars sobre el cultiu tradicional.

Donada eixa gran limitacié horaria, i perqué pensavem que era una técnica cost-
efectiva, es decideix implantar des de Novembre de 2016 la PCR FilmArray-BCID
(BioMérieux-BioFire®), que detecta simultaniament acids nucleics de 24 patogens (19
bacteris i 5 llevats) i 3 determinants de resisténcia (mecA, vanA/vanB, blaKPC), amb

una manipulaciéo minima de la mostra (200ul) i obtenint el resultat en 65 minuts.

Entre les seues dianes es troben:
% Enterococcus spp
% Listeria monocytogenes
%+ Staphylococcus spp (amb una diana especifica per a S.aureus)
¢+ Streptococcus spp (S.agalactiae, S.pneumoniae, S.pyogenes)
% Familia Enterobacteriaceae (E.cloacae complex, E.coli, K.oxytoca,

K.pneumoniae, Proteus spp, Serratia spp)
< A.baumannii, P.aeruginosa, H.influenzae, N.meningitidis (capsulades)

« C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis

Encara que sense una diana especifica, i segons fitxa técnica, com a Streptococcus
spp és capac de detectar S. anginosus, S. bovis, S. constellatus, S. dysgalactiae,
S. equinis, S. gallolyticus, S. gordonii, S. intermedius, S. mitis, S. mutans, S. oralis,

S. parasanguinis, S. pseudopneumoniae, S. salivarius i S. sanguinis.
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El llindar per a la detecci6 de microorganismes que es podrien considerar
contaminants (com alguns SCN) és més elevat, fins a 107-108, per tal d’evitar falsos

positius.

Detected (Detectaco) s n';’liﬁﬂmmr:;:dd . Not Detected {No detectado)
5. aureus S capitis 5. auvicularis
E caprae 5. pasteun Z. camosus
5. cohnii S. saprophyficus S. lentus
5. epidermidis 5. simulans 3. peftenkoten
5. hasmolyticus S wamen 5. psevdointarmedius
5, hominis Z. schlelfer
5. lugdunensis Lo Ll L 3. sciur
=TT 5108 UFC/mL
5. xylosus

Figura 27. Capacitat de detecci6 de Staphylococcus spp per FilmArray-BCID. Adaptacié de
linsert.

FA-BCID és un sistema de diagnostic molecular tancat que combina I'extraccié d’acids
nucleics a partir de la sang, una PCR multiplex niuada i I'analisi de les corbes de fusio

0 melting.
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Figura 28. Corbes melting. Elaboracié propia

La PCR consta de les segtients fases:

-Purificacié de I'acid nucleic (AN): Després d’'un procés de lisi per agitacio, I'AN
alliberat es captura, renta i elueix mitjancant particules magnétiques.

-Primera etapa de la PCR: Enriquiment dels AN diana presents a la mostra. La

solucié d’AN es combina amb la master mix preescalfada per iniciar la PCR mdltiple.
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-Segona etapa de la PCR: Els productes de la primera PCR es dilueixen i
mesclen amb reactius de PCR nous que contenen un colorant de fixacid al DNA
bicatenari. Aquesta solucié es distribueix per la matriu. Els pouets individuals de la
matriu contenen cebadors, per triplicat, dirigits a les sequéncies d’AN especifiques de
cada patogen. Els cebadors estan internalitzats dins els productes de la primera etapa,
per a augmentar la sensibilitat i la especificitat.

-Analisi de fusié de 'ADN: La fluorescéncia de cada pouet s’analitza i es genera
una corba de fusié o melting. La temperatura de fusié (Tm) és consistent i predictible
per a cada producte de la PCR.

-Analisi de répliques: Un assaig és positiu si almenys dos de les tres corbes de

fusié ho son.

Cada assaig inclou dos controls interns (CI): un que detecta el DNA d’un llevat liofilitzat
(Schizosaccharomyces pombe) que passa per tot el procés, i un altre Cl que és un
DNA diana, que avalua la 22 PCR o fase de deteccié de l'analit. Han de ser els dos

positius per considerar 'assaig com a valid.

Sample

Injection Water
Port DNA/RNA Injection

7/ Purification R1 Port

Figura 29. Esquema dels passos en la PCR FilmArray. Extret de fitxa técnica
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6.LIMITACIONS DE FILMARRAY-BCID

= En bacteriéemies mixtes podria no identificar tots els microorganismes.

= Lanalisi s’ha de fer menys de 24 hores després de la positivitat del frasc, la
qual cosa perjudica els laboratoris sense atencié continuada.

= Nomeés s’ha avaluat per a hemocultius positius amb microorganismes en el
GRAM.

= De la familia Enterobacteriaceae no detecta Morganella spp, Providencia spp,
Yersinia spp ni algunes spp de Serratia (S.liquefaciens i S.plymuthica)

= Possible reactivitat creuada entre Enterococcus amb concentracions elevades
de Staphylococcus coagulasa-negatiu i entre E.coli amb Shigella spp.

= No detecta anaerobis, fet que s’ha de tenir en compte per a no retirar el
tractament anaerobicida en casos d’llA.

= No diferencia E.faecalis i E.faecium i, per tant, no és possible desescalar a un

ATB de menor espectre.

7.APLICACIO DE FILMARRAY-BCID FORA DE FITXA TECNICA

De manera experimental (i reflexant-ho com a tal a I'informe de resultats) en certs
casos seleccionats, i a peticié del facultatiu responsable, de pacients amb elevada
sospita clinica de bacteriemia i un rapid deteriorament, realitzem la PCR sobre
hemocultiu en curs (aquell en qué encara no s’ha detectat creixement) basant-nos en
I'estudi d’Almuhayawi et al realitzat a I'Hospital Universitari Karolinska, a Suécia (65).
En aquest estudi es fa una aproximacié basada en el concepte del semi-cultiu, definit
com la identificacié en frascos BacT/Alert Plus® abans que es positivitzen. Realitzen a
les 2,5h, 5h i 7,5h i després de la positivitat del frasc, la PCR per FA-BCID en tres
escenaris diferents:

1) In vitro: assaig controlat amb la inoculacié dins els frascos de 100 pL d'una
suspensio d’E.coli i S.aureus contenint 1000 UFC. S’obté una identificacid per
FA-BCID del 100% (9/10 mostres a les 5h d’incubacio i I'altra a les 7,5h).
Estudien també l'efecte de deixar els frascos 2,5h a temperatura ambient
abans d’incubar-los. En aquest cas es van identificar microorganismes a les
2,5h d’incubacio (en lloc de les 5h) el 60% de les mostres. També apliquen FA-

BCID sense incubar els frascos préviament.
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2) Ex vivo sobre mostres cliniques analitzades durant la incubacié: Es van
identificar 14/15 hemocultius (93%) per FA-BCID abans de la positivitzacio.

3) Ex vivo sobre mostres cliniques analitzades abans de la incubacioé processant,
si s‘arribava a positivitzar ’hemocultiu, una aliquota congelada a -70°
directament o a partir del pellet si la primera PCR era negativa. De les 400
mostres processades, en 16 ’hemocultiu va ser positiu. D’aquestes, 8 (50%)
van ser correctament identificades per FA-BCID (5 d’elles directament i 3 a

partir del pellet).

Els avantatges d’aquest métode de semi-cultiu respecte als de deteccié en sang
directa (com LightCycler SeptiFast® o Magicplex®) son el temps d’execucid (la
mediana en el cultiu convencional va ser d’11 hores, rang de 9,1 a 25h), la
simplicitat de la técnica i la posterior obtencié de l'antibiograma perqué el frasc

continua la incubacio fins que es positivitza.

En el nostre cas partim d’'una preincubacio del frasc en Virtuo™ d’almenys 4 hores,
afegides al temps (variable i no comptabilitzat) en qué la mostra ha estat a temperatura
ambient des de I'extraccié fins que s’obri el laboratori (que pot arribar a ser de fins a
17 hores en dies laborables o fins a 41 hores en cap de setmana). Segons instruccions
del fabricant, prenem 200uL de sang de I'hemocultiu per a realitzar la PCR i el tornem
a introduir a Virtuo™ immediatament perqué I'hemocultiu continue el seu protocol
d’incubacio (Annex 2).

Existeixen algunes técniques especifiques, que hem descrit abans, per a realitzar el
diagnostic per PCR directament sobre sang, entre les que no es troba FilmArray-BCID.
Perd la nostra hipotesi és que donat que en un episodi de sépsia el nombre de
microorganismes circulants és molt baix (de 1 a 10* UFC/mI) la rendibilitat diagnostica
podria augmentar afegint aquest métode, malgrat que el limit de detecci6 amb
FilmArray-BCID no ha estat ben establert (segons la fitxa técnica, la concentracio
bacteriana en el moment de positivitzacié del frasc i de deteccié6 per FA-BCID es
trobaria entre 6.12 x 107 i 9.50 x 108 UFC/mL) (66).

Si la PCR detecta DNA d’algun microorganisme s’informa immediatament, bé
personalment o via telefonica, al metge o metgessa responsable, a qui se li pregunta

per 'ATB empiric administrat i, si procedeix, se li proposa una alternativa meés adient.
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RESULTATS
1. ANALISI DESCRIPTIVA

En primer lloc, es realitza un estudi descriptiu de les variables observades.

Es descriu el perfil demografic dels pacients (edat i sexe) i el servei al que pertanyen,
agrupant Pneumologia, Digestiu, Neurologia i Infeccioses com a Medicina Interna i
Cirurgia, Traumatologia, Anestesia i Urologia com a Especialitats Quirdrgiques. Els
pacients pediatrics inclouen els ingressats a la planta, a neonatologia i a la UCI
pediatrica. Seguidament es descriuen el diagnostic (o probable focus de la infeccid),
diferents parametres analitics (les xifres de procalcitonina, proteina C reactiva,
leucocits i el percentatge de polimorfonuclears) i I'evolucié (favorable o exitus). També
es defineix el temps de demora de la PCR, la tincié de GRAM i ’hemocultiu respecte a

I'inici de la incubacio.

Les variables categoriques (sexe, servei, diagnostic i evolucié) es descriuen mitjancant
freqliéncies i percentatges, i les variables quantitatives (edat, parametres analitics i
temps de demora) es resumeixen amb la mitjana, mediana, primer i tercer quartil, i

desviacid tipica (DT).

Es disposa de les dades de 133 pacients, 57.1% homes i 42.9% dones, amb una

mitjana d’edat de 40.7 anys.

El diagnostic més frequent, amb gairebé el 40% dels casos, va ser la pneumonia,
seguida de la infeccid intraabdominal i de la FOD amb un 9.8% cadascuna. En tercer
lloc destacava la sépsia neonatal o la prematuritat, amb el 7.5%, seguida de la IPPT i

de la infecci6 osteoarticular, amb el 6.8% dels casos.

Per serveis, la major part dels pacients eren de Pediatria (36.1%), als qui seguien els
procedents de Medicina Interna (23.3%) i Urgencies (22.6%). L'11.6% eren malalts

ingressats a la UCI.

Pel que fa a les variables cliniques, en el 83.5% dels pacients en qué es disposava del

valor de PCT, la mediana va ser de 3 amb un rang interquartilic (IQR) d'11,1.
La pcr estava disponible en tots els pacients, amb una mediana de 137 (IQR 296).

Pel que fa a la xifra de leucocits, la mediana va ser 12700 (IQR 10.900), i respecte al

percentatge de polimorfonuclears, de 82 (IQR 22).

L’evolucié va ser favorable en el 89.5% dels pacients, mentre que el 10.5% van morir.
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Taula 1. Resum descriptiu del perfil demografic i clinic dels pacients.

Variable n=133
Mitjana (DT) / n (%)
Mediana (1r, 3r Q.)
Sexe
Masculi 76 (57.1%)
Femeni 57 (42.9%)
Edat 40.7 (33.3)
47 (3, 71)
Diagnostic
Pneumonia 53 (39.8%)
A 13 (9.8%)
FOD 13 (9.8%)
Prematuritat/ sepsia neonatal 10 (7.5%)
IPPT 9 (6.8%)
Infecci6 osteoarticular 9 (6.8%)
Infeccid urinaria 8 (6%)
Infeccié ORL 6 (4.5%)
Febre en immunodeprimit 5 (3.8%)
Endocarditis 4 (3%)
Altres 3 (2.3%)
Servei
Pediatria 48 (36.1%)

Medicina interna
Urgeéncies
UClI

Quirargiques

Hematologia

31 (23.3%)
30 (22.6%)
15 (11.3%)

6 (4.5%)

3 (2.3%)
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Variable

n=133

Procalcitonina

Valors buits

12.5 (31)
3 (0.275, 11.4)
22 (16.5%)

Proteina C reactiva

181 (159)
137 (39, 335)

Leucocits

13820 (8193)
12700 (7600, 18500)

% polimorfonuclears

77.5 (16)
82 (68, 90)

Evolucio

Favorable

Exitus

119 (89.5%)
14 (10.5%)

Com que el grup més nombros va ser el de pacients pediatrics, es desglossen per edat

en la taula seguent.

Taula 2. Grups d’edat dels pacients pediatrics.

Variable n=48
Mitjana (DT) / n (%)

Sexe
Masculi 28 (58.3%)
Femeni 20 (41.7%)

Edat
0-28 dies 10 (20.8%)
29 dies a 2 anys 16 (33.3%)
2-5 anys 11 (22.9%)

6-14 anys 11 (22.9%)

70



Des del moment de la introduccié de I'hemocultiu dins I'aparell de monitoritzacié
continua, es calcula el temps de demora de la PCR, que va ser 35 hores i 45 minuts de
mitjana (DT 23:18 hores).

El GRAM es va fer en el 45.9% dels hemocultius (cal tindre en compte que part del
treball inclou PCR sobre hemocultius no positivitzats. La demora va ser de quasi 33
hores (DT 16:04).

| la demora fins el resultat definitiu de 'hemocultiu va ser de 122 hores (DT 43:48)

Taula 3. Demora de la PCR, el GRAM i 'hemocultiu respecte a l'inici de la incubacio.

Mitjana (DT) / n (%)

Mediana (1r, 3r Q.)
Temps d’emissio de resultats PCR 35:45 (23:18)
(HH:MM) 35:39 (16:52, 37:52)

Temps d’emissio de resultats GRAM
(HH:MM) 32:55 (16:04)
32:00 (20:00, 34:50)

Valors buits 72 (54.1%)

Temps d’emissio de resultats
122:02 (43:48)

151:33 (81:29, 152:52)

hemocultiu

(HH:MM)

Es van trobar 4 bacteriemies mixtes, que suposen el 6.1%.

A continuacio es recullen els ATB utilitzats empiricament (Taula 4), i el percentatge de
pacients tractats amb cadascun dells. Els més freqientment emprats van ser
Amoxicil-lina/clavulanic en el 12%, Piperacilina/tazobactam en el 10.5% i les

cefalosporines de 32 generacio en el 9.8%.
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Taula 4. Antibiotics utilitzats empiricament.

Pacients tractats
ATB empiric n %
Amoxicil-lina/clavulanic 16 12
Piperacilina/tazobactam 14 10.5
1C3G 13 9.8
- 10 7.5
Levofloxacino 9 6.8
C3G+ Levofloxacino 8 6
Carbapenem 6 4.5
C3G+ Claritromicina 4 3
Ampicil-lina 3 2.3
C3G + Cloxacilina 3 2.3
C3G + Ampicil-lina 2 15
Carbapenem + Linezolid 2 15
C3G + Vancomicina 2 15
Ciprofloxacino + Metronidazol 2 15
Levofloxacino + Piperacilina/tazobactam 2 15
Linezolid+ Piperacilina/tazobactam 2 15
Vancomicina 2 15
Altres 33 24.8

-: Cap ATB administrat
1Cefalosporines 32 generacid (C3G): Cefotaxima, Ceftriaxona, Ceftazidima o Cefditoren

Seguidament s’analitza la modificacié de l'antibioterapia després de conéixer el
resultat de la PCR (Taula 5). El tractament inicial es va ajustar en 29 dels 133 pacients
(21.8%). Amb aquesta intervenci6, només dos pacients van evolucionar
desfavorablement. En el cas d’'un pacient amb IIA que va presentar candidémia per
C.albicans, pero sense microorganismes visibles al GRAM, la PCR va permetre afegir
fluconazol al tractament inicial, avangant en 5 dies el diagnostic respecte a ’hnemocultiu

tradicional i afavorint la resol.lucié del quadre.
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Taula 5. Casos en qué el tractament antibiotic ha estat ajustat.

ATB empiric

ATB ajustat

Resultat PCR

1C3G + vancomicina

C3G + oseltamivir

cloxacil-lina

cefuroxima

ertapenem + daptomicina + tigeciclina

ertapenem + daptomicina +
fluconazol + tigeciclina

Candida albicans

C3G + metronidazol

imipenem + caspofungina +
metronidazol

Enterobacteriaceae
Enterococcus spp
Staphylococcus spp

piperacilina/tazobactam

ampicil-lina

piperacilina/tazobactam

ciprofloxacino

Enterococcus spp

piperacilina/tazobactam C3G Haemophilus influenzae
ceftazidima + vancomicina C3G Klebsiella pneumoniae
ampicil-lina + C3G + vancomicina C3G ) ) o

- Neisseria meningitidis
levofloxacino C3G
meropenem cloxacil-lina Staphylococcus aureus

amoxicil-lina/clavulanic

levofloxacino

Streptococcus agalactiae

amoxicil-lina/clavulanic

levofloxacino

C3G + claritromicina

C3G + levofloxacino

C3G + levofloxacino

C3G

C3G + levofloxacino

amoxicil-lina/clavulanic

C3G + levofloxacino

C3G

ciprofloxacino + metronidazol

meropenem + linezolid

cotrimoxazol + ganciclovir + linezolid

+ piperacilina/tazobactam

cotrimoxazol + ganciclovir
C3G + claritromicina +

levofloxacino

C3G + claritromicina

levofloxacino +
piperacilina/tazobactam

C3G

linezolid + piperacilina/tazobactam

meropenem + cotrimoxazol +

linezolid

vancomicina

levofloxacino

Streptococcus
pneumoniae

C3G + cloxacil-lina

C3G + clindamicina

cloxacil-lina + gentamicina

ampicil-lina + clindamicina

levofloxacino

amoxicil-lina/clavulanic

piperacilina/tazobactam

C3G + clindamicina

Streptococcus pyogenes

aciclovir

amoxicil-lina/clavulanic

Streptococcus spp

-: Cap ATB administrat

1Cefalosporines 32 generacioé (C3G): Cefotaxima, Ceftriaxona o Cefditoren
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2. DEMORA EN L’EMISSIO DE RESULTATS

2.1. Globalment, entre PCR i hemocultiu convencional

A continuaci6 es compara la demora en I'emissidé de resultats entre la PCR i
'hnemocultiu convencional. Per aix0 es realitza un contrast d’hipotesi, definint la
hipotesi nul.la com l'abséncia en la reduccié de temps aplicant métodes moleculars, i
la hipotesi alternativa com I'existéncia d’'una reduccioé de temps si s’aplica la PCR. Es
realitza el test de Wilcoxon per a mostres aparellades, el qual contrasta si la diferéncia
mediana del temps d’emissid de resultats entre la PCR i 'hnemocultiu és nul.la. El
resultat del test indica que hi ha evidéncia estadistica suficient per a rebutjar que no hi
ha diferéncies en els temps d’emissié de resultats entre ambdues proves, amb una
mediana estimada de 88:01 hores menys de demora, és a dir, 3 dies i mig menys, en

I'emissi6 de resultats amb la PCR respecte a ’'hemocultiu tradicional.

Taula 6. Resum del test de Wilcoxon per a mostres aparellades per a contrastar la igualtat entre
els temps d’emissi6 de resultats amb la PCR i I’'hemocultiu tradicional.

Estadistic (V) Mediana I.C. 95% p-valor

8778 88:01 [79:31 - 92:58] <0.001**

El seglient grafic mostra un histograma de la diferéncia entre el temps d’emissié de

resultats amb I’hemocultiu tradicional i la PCR.

Freqléncia

s m

0 24 48 72 96 120 144 168
Diferéncia en I'emisid de resultats (H)

Grafic 1. Histograma sobre I'emissi6 de resultats de I’hemocultiu tradicional i PCR.

Com que s’analitzen les dades en conjunt, la barra més alta es refereix als hemocultius

negatius en qué s’ha fet la PCR en curs a les poques hores d’'incubacio.
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2.1.1.En casos concordants
En aquest subapartat s’'analitza la demora en I'emissié del resultat de 'hemocultiu
convencional respecte a la PCR sobre hemocultiu positiu, quan els resultats son

concordants.

Taula 7. Resum del test de Wilcoxon per a mostres aparellades per a contrastar la igualtat entre
els temps d’emissié de resultats amb la PCR sobre hemocultiu positiu i 'hemocultiu tradicional

en els resultats concordants.

Estadistic (V) Mediana I.C. 95% p-valor
1128 55:26 [43:14 - 68:19] <0.001**

A continuacié es representa un histograma de la diferéncia entre aquests temps, on
observem que la majoria difereixen en 24 hores, que aplicant MALDI-TOF per a la

identificacio, seria el temps fins la validacié de I'antibiograma.

Yy
LT
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Frequéncia

mn

LN e A

24 48 72 o5 120 144

Diferéncia en I'emisid de resultats (H)

Grafic 2. Histograma de la diferéncia en hores d’emissié de resultats entre I'hemocultiu

tradicional i la PCR entre els resultats concordants en PCR sobre hemocultiu positiu.
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2.1.2. En pacients pediatrics

2.1.2.1. PCR en hemocultiu positiu pediatric

De 14 PCR realitzades sobre hemocultiu positiu, 6 casos es van
considerar com a bacteriemies significatives (Taula 8), permetent
avancar el resultat respecte a 'hemocultiu convencional en quasi 2 dies
(la mediana en la diferencia de temps entre PCR i hemocultiu va ser de
46 hores i 40 minuts).

Taula 8. Diferéncia, en pacients pediatrics, en el temps d’emissié de resultats de la PCR sobre
hemocultiu positiu respecte a I’hemocultiu, quan aquest es considera significatiu.

Patogen Data PCR Data hemocultiu g]f]mn?r;a)
S.pyogenes 2019-04-09 14:37 2019-04-10 08:11 17:33
H.influenzae 2019-05-18 12:24 2019-05-20 11:55 47:30
S.pneumoniae 2019-06-18 11:12 2019-06-20 10:12 47:00
S.aureus 2019-07-09 10:58 2019-07-10 09:02 22:03
S.pyogenes 2019-11-08 18:12 2019-11-11 08:24 62:12
S.pneumoniae 2019-12-07 10:39 2019-12-09 09:00 46:21

2.1.2.2. PCR en hemocultiu en curs pediatric

De 34 PCR sobre hemocultiu en curs, 3 casos es consideren com a
bacteriémies significatives (Taula 9). AcO va permetre avangcar en més
de 3 dies la identificaci6 del microorganisme i, per tant, ajustar
I'antibioterapia (la mitjana del temps en la diferencia entre PCR i

hemocultiu va ser de 73 hores i 23 minuts).

Taula 9. Diferéncia, en pacients pediatrics, en el temps d’emissié de resultats de la PCR sobre
hemocultiu en curs respecte a ’hemocultiu, quan aquest es considera significatiu.

Patogen Data PCR Data hemocultiu (I?]ir::r%
S.pyogenes 2019-03-27 15:11 2019-04-02 07:33 136:22
K.oxytoca 2019-07-09 13:41 2019-07-11 09:27 43:45
K.pneumoniae 2019-08-19 13:35 2019-08-21 08:39 43:04
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2.2 Entre GRAM i validaciéo de PCR

A continuacio es descriuen els temps d’emissio de resultats en la validacié del GRAM i
de la PCR (Taula 10). Es desglossa entre hemocultius positius (validaci6 PCR-GRAM)
i hemocultius en curs (validaci6 GRAM-PCR). En aquest Ultim cas, la tinci6 de GRAM
s’informa més de 31 hores més tard que la PCR, en sis pacients en qué els

hemocultius es van positivitzar després de la PCR.

Taula 10: Mediana, primer i tercer quartil de la distribucié de les diferéncies entre PCR i GRAM
(HH:MM).

Hemocultiu n Mediana Q1 Q3
Positiu 56 3:30 1:59 5:44
En curs 6 31:11 20:06 42:19

77



3. MODIFICACIO DEL TRACTAMENT SEGONS EL RESULTAT DE LA PCR

Taula 11. Casos en que s’ha modificat el tractament segons el microorganisme detectat

ATB no modificat ATB modificat
Resultat de la PCR n % n %
Streptococcus pneumoniae 14 53.8% 12 46.2%
Streptococcus spp 8 88.9% 1 11.1%
Streptococcus pyogenes 2 33.3% 4 66.7%
Enterococcus spp 1 33.3% 2 66.7%
Neisseria meningitidis 1 33.3% 2 66.7%
Staphylococcus aureus 2 66.7% 1 33.3%
Haemophilus influenzae 1 50% 1 50%
Candida albicans 0 0% 1 100%
Enterobacteriaceae /
Enterococcus spp / 0 0% 1 100%
Staphylococcus spp
Klebsiella pneumoniae 0 0% 1 100%
Streptococcus agalactiae 0 0% 1 100%
Enterobacteriaceae 1 100% 0 0%
Haemophilus influenzae /
) 1 100% 0 0%
Streptococcus pneumoniae
Klebsiella oxytoca 1 100% 0 0%
Proteus spp / Streptococcus
) 1 100% 0 0%
pneumoniae
Staphylococcus spp 1 100% 0 0%
Streptococcus pneumoniae /
1 100% 0 0%
Staphylococcus spp
Streptococcus spp /
P PP 1 100% 0 0%
Staphylococcus spp
Negatiu 68 97.1% 2 2.9%




Cal destacar que es va detectar S.pyogenes en 6 ocasions, una d’elles sobre
hemocultiu en curs. Es va ajustar el tractament en 4 casos, afegint clindamicina a C3G
i retirant cloxacil-lina en un cas de fascitis necrotitzant i modificant cloxacil-lina+

gentamicina a ampicil-lina+clindamicina en un altre d’artritis séptica.

També es van trobar 3 bacteriéemies per N.meningitidis, una d’elles realitzant la PCR
sobre hemocultiu en curs. En dos casos es va ajustar el tractament: un modificant
Piperacilina/tazobactam per C3G i en laltre (també es detectava N.meningitidis al

LCR) suspenent Vancomicina i Ampicil-lina per deixar C3G.

En aquells casos en que la PCR resulta negativa, majoritariament no es modifica la
conducta respecte al tractament. Només en el 2,9% en dos pacients pediatrics (una
artritis que s’havia iniciat amb cloxacil-lina i es modifica a cefuroxima i una infeccio

respiratoria en qué es detecta Influenzavirus A i s’afegeix oseltamivir a C3G).

4. CONCORDANCA DE LA PCR I LHEMOCULTIU TRADICIONAL

S’estudia la concordancga del resultat de la PCR amb el de I'hemocultiu tradicional
mitjangant freqiiéncies i percentatges, comparant la PCR realitzada tant sobre
hemocultiu positiu com sobre hemocultiu en curs. Si el microorganisme identificat per
PCR i per cultiu és el mateix a nivell de génere o espécie, es definira el resultat com a
concordant. Si el resultat és no concordant (Taula 12) podem trobar o bé que s’ailla un
microorganisme diferent, que no es recupera cap microorganisme a partir de cultiu
(generalment aquest cas ocorre amb S.pneumoniae, per la seua tendéncia a la lisi
(67)(68)) o perqué el microorganisme gue creix al cultiu no es troba entre les dianes de
la PCR.

4.1. PCR sobre hemocultiu positiu

Dels resultats de les 65 PCRs sobre hemocultiu positiu 48 d’aquests, un 73,8%
(IC(95%)=[61.5%, 84%]), coincideixen (parcial o totalment) amb els resultats de
’hemocultiu tradicional. Com que 5 microorganismes no estaven entre les dianes
de la PCR i hi ha 3 aillaments que no es van considerar significatius, la
coincidéncia real es va donar en 45 casos (sobre 57 significatius en total), el que
suposa una concordanca del 79% (IC(95%)=[66.1%, 88.6%]).
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Taula 12. Resultats no concordants entre PCR sobre hemocultiu positiu i hemocultiu

tradicional.
Resultat PCR Hemocultiu tradicional N° Proves Proporcié
S.pneumoniae - 10 58.8%

Corynebacterium

- mucifaciens 1 5.9%
(No diana)
Eggertella lenta
- 99 ] 1 5.9%
(No diana)
Kocuria kristinae
- ) 1 5.9%
(No diana)
Micrococcus luteus
- ) 1 5.9%
(No diana)
Parvimonas micra
- _ 1 5.9%
(No diana)
- Staphylococcus spp 1 5.9%
- Streptococcus spp 1 59%

-No es detecta cap microorganisme

En dos xiquets amb pneumonia es van aillar Kocuria kristinae i Micrococcus luteus que
es van considerar contaminants.

El pacient amb Corynebacterium mucifaciens presentava una ITUc per
Corynebacterium urealyticum, i I'evolucié va ser favorable amb Vancomicina. No es va
poder analitzar la discrepancia.

En el cas de Staphylococcus spp, es va considerar contaminant. El pacient va ser
diagnosticat de grip.

La pacient amb Streptococcus spp tampoc es va considerar, perqué es va aillar a un
sol frasc de quatre.

Pel que fa a S.pneumoniae, de les 10 PCR positives sense creixement a ’hemocultiu,
hem de dir que en 9 d’ells si que es visualitzaven diplococs grampositius lanceolats en
parelles al GRAM. El cas restant es podria considerar un fals positiu, perqué el pacient

no presentava elevacié de la procalcitonina ni de la pcr, i no va requerir antibioterapia.
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4.2. PCR sobre hemocultiu en curs

Entre els resultats de les 68 PCR sobre hemocultiu en curs 55, un 80,9%
(IC(95%)=[69.5%, 89.4%]), sén concordants (parcial o totalment) amb els resultats del
cultiu tradicional. Si eliminem els microorganismes no significatius i els que no es
troben entre les dianes, finalment hi hauria un 88.3% de concordanca
(IC(95%)=[70.5%, 90.8%]), considerant també els resultats negatius.

Respecte a les PCR sobre hemocultiu en curs que sén negatives (62) i finalment tenen
el resultat de 'hemocultiu negatiu (51), la concordanca és del 82.3% (IC(95%)=[70.5%,
90.8%)).

Taula 13. Resultats no concordants entre PCR sobre hemocultiu en curs i hemocultiu

convencional

Resultat PCR Hemocultiu convencional N° Proves
- Staphylococcus spp 2
Enterobacteriaceae - 1
Streptococcus pyogenes - 1

Capnocytophaga canimorsus
) (No diana) !
- E.coli 1
- Enterobacter aerogenes 1
- Listeria monocytogenes 1
Micrococcus luteus

) (No diana) !
- Staphylococcus aureus 1
- Staphylococcus capitis 1
- Staphylococcus epidermidis 1
- Streptococcus pyogenes 1

-No es detecta cap microorganisme
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Respecte als microorganismes detectats per PCR només:
-El pacient amb Enterobacteriaceae presentava una ITUc per E.coli.

-La pacient amb S.pyogenes era una xiqueta d’'un any amb IPPT i shock séptic, que

tenia positiva la deteccio de S.pyogenes en exsudat faringi.

Sobre els aillats en cultiu només:
-Capnocytophaga canimorsus no es troba entre les dianes de FA-BCID

-E.coli podria haver-se detectat amb la PCR, probablement amb més temps

d’incubacio. Era un quadre d’origen abdominal.

-Enterobacter aerogenes, en un pacient amb focus urinari, es podria haver detectat
almenys com a Enterobacteriaceae, donat que entre les dianes d’aquest génere
només es troba E.cloacae. Probablement s’hauria detectat amb més temps

d’incubacio.

-Listeria monocytogenes, va ser negativa en la PCR realitzada a les 4 hores pero si
gue es va detectar en una nova PCR a les 11 hores, aquesta sobre hemocultiu ja

positivitzat.

-El pacient amb Micrococcus luteus (que no es troba entre les dianes) presentava una

infeccié per VRS. No es va considerar significatiu aquest aillament.

-L'aillament de S.aureus es va fer en un pacient amb focus osteoarticular.

Probablement s’hauria detectat augmentant el temps d’incubacio.

-Als dos casos amb Staphylococcus spp, aquest es va considerar contaminant. Un

d’ells va presentar una pneumonia per S.pneumoniae.

-S.capitis tampoc es va considerar. El pacient, de 3 anys, presentava un empiema

pleural.

-S.epidermidis també es va considerar contaminant. S’aillava en 1 frasc de 4.
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4.3. Concordanca parcial

En quatre pacients la concordanca va ser parcial: es van detectar més organismes per
PCR que els recuperats per cultiu, o bé la identificacid no va ser a nivell d’espécie
(Taula 14). La PCR es va fer sobre hemocultiu en curs en un cas i sobre hemocultiu

positiu en tres casos.

Taula 14. Concordanca parcial

Resultat PCR Hemocultiu tradicional GRAM En curs

H.influenzae
H.influenzae CGPC No
S.pneumoniae

Streptococcus spp S.pyogenes CGPC No

Enterobacteriaceae

Enterococcus spp K.aerogenes CGPC,BGN, N
o
Staphylococcus spp E.faecium LEV
(mecA+)
Proteus spp
S.pneumoniae CGPC Si

S.pneumoniae

CGPC: Cocs grampositius en cadena BGN: Bacils Gramnegatius LEV: Llevats

-El primer cas, probablement era una bacteriemia mixta. S.pneumoniae no sembla un
fals positiu. Es veien CGP en parelles al GRAM, va créixer en uns altres hemocultius i
va evolucionar favorablement amb Cefotaxima.

-El segon, era una bacteriémia de focus osteoarticular. En detectar-se Streptococcus
spp, es va afegir Clindamicina a Cefuroxima. L'evolucié també va ser bona.

-El tercer presentava un quadre abdominal. La detecci6 de Staphylococcus spp mecA+
va ser possiblement un fals positiu. Els llevats, que s’observaven al GRAM, no es van
detectar per PCR ni van créixer. No obstant, es va mantenir el tractament antifungic i
va evolucionar favorablement.

-El darrer cas era un pacient amb pneumonia, al qual no se li va modificar el
tractament empiric amb Meropenem i que finalment va morir. Probablement
S.pneumoniae no era un fals positiu (al GRAM es veien CGP en parelles), pero si ho

era Proteus spp (hi havia una alerta de la casa comercial al respecte).
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5. ESTIMACIO DE PARAMETRES PER A LA REALITZACIO DE LA PCR

En darrer lloc, s’analitza si existeix algun parametre que puga ser determinant per a
predir la positivitat de la PCR (globalment i sobre pacients amb PCR sobre hemocultiu
en curs). Amb eixa finalitat es realitza un model de regressié logistica multiple. Es
considera com a variable depenent o resposta si el resultat de una PCR és positiva o
no, i com a possibles variables independents o explicatives, el sexe, la edat, la
procalcitonina, la proteina C reactiva, el nombre de leucodcits i el percentatge de
leucocits polimorfonuclears. El model es construeix seguint un procediment de selecci6
de variables pas a pas cap enrere, en base a la significacié dels parametres. La
qualitat del model fou avaluada mitjancant el test de Hosmer-Lemeshow, i la seua
capacitat predictiva amb la seua sensibilitat i especificitat.

El nivell de significacio per als tests realitzats és de a = 0,05.

5.1. PCR realitzada globalment

S’analitza quines caracteristiques dels pacients (edat, sexe, procalcitonina,
proteina C reactiva, leucocits i percentatge de polimorfonuclears) podrien
condicionar la realitzacié de la prova PCR. De tots aquests parametres, els
anics rellevants per a predir si el resultat de la PCR va a ser positiva és el
percentatge de polimorfonuclears i 'edat del pacient.

El model logistic construit assumeix la seglient equacio:

Di

1-p;

logit(p;) = log( ) = S, + B1Edat; + f,%Polimorfonuclears;,

on,

. p;, €s la probabilitat d’obtenir un resultat positiu a la PCR.

. 0 = 1”;, és la odds a favor d’obtenir un resultat positiu a la PCR per a algun
—Pi
microorganisme (quantes vegades €s més probable obtenir un resultat positiu
respecte a un negatiu).
. %Polimorfonuclears; és una variable que indica el percentatge de leucocits
polimorfonuclears i Edat ; 'edat del pacient i-ésim.

. L'exponencial dels coeficients del model representen I'odds ratio de les variables.
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La taula 15 mostra un resum del model: els coeficients estimats, I'error estandard, el p-

valor i 'odds ratio ('exponencial del coeficient):

Taula 15. Resultat del model logistic amb els parametres dels pacients que podrien determinar
el resultat de la PCR.

: Coeficients Error :
Variables . P-valor Odds ratio
(I.C. 95%) estandard
-3.6
(Intercepte) (6,09, -1.45) 1.17 0.0022* -
) 0.0367 1.04
% polimorfonuclears 0.0156 0.019*
(0.00756 , 0.0692) (1.01, 1.07)
0.0148 1.01
Edat 0.00646 0.022*
(0.00229, 0.0277) (1,1.03)

Sensibilitat: 70%; Especificitat: 71.4%; AUC: 0.74

. L'odds a favor d’un resultat positiu en la PCR, augmenta aproximadament un
1.49% per cada any d’edat d’'un pacient.

. L'odds a favor d’un resultat positiu en la PCR, augmenta aproximadament un
3.73% per cada increment d’una unitat en el percentatge de leucocits

polimorfonuclears.

Per tal d’establir un llindar de discriminacié a partir del qué es classifique el resultat
esperat d'una PCR com a positiu, es maximitza la sensibilitat i especificitat del model.
Aquest llindar s’estableix quan el model indica que hi ha una probabilitat d’obtenir un
resultat positiu per a algun microorganisme del 50.7%. Amb aquest llindar s’obté una

sensibilitat del 70% i una especificitat del 71.4%.

85



A continuacié es mostren alguns grafics descriptius del model.

Grafic 3. Diagrama de caixes del percentatge de polimorfonuclears si la PCR ha detectat algun

microorganisme.
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El segiient grafic representa les regions de classificacié del model (resultat esperat de
la PCR), segons l'edat i el percentatge de polimorfonuclears dels pacients.

Grafic 4. Regions de classificacié del model de regressio logistica.
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5.2. PCR sobre hemocultiu en curs

En aquest apartat s’analitza quins parametres poden ser determinants per a
estimar que la realitzacié de la PCR sobre hemocultiu en curs podria donar un
resultat positiu. Pero no s’observen parametres estadisticament significatius. Es
resumeix el mateix model realitzat anteriorment (Taula 16), pero aplicat només
sobre aquells pacients la PCR dels quals s’ha realitzat sobre un hemocultiu

encara no positivitzat.

Taula 16. Resultat del model logistic amb els parametres dels pacients que podrien determinar

el resultat de la PCR sobre hemocultiu en curs.

: Coeficients Error :
Variables P-valor Odds ratio
(I.C. 95%) estandard
-5.52
(Intercepte) (12.8. -1.07) 291 0.057 -
) 0.0436 1.04
% polimorfonuclears 0.0371 0.24
(-0.0169, 0.132) (0.983, 1.14)
-0.00633 0.994
Edat 0.0162 0.70
(-0.0412 , 0.0247) (0.96, 1.03)

Sensibilitat: 29%; Especificitat: 100%; AUC: 0.63

Observem que cap de les dos variables que semblaven significatives al model general

ho s6n per a la realitzaci6 de la PCR sobre hemocultiu en curs.

AcoO és degut a que hi ha molt poques PCR sobre hemocultiu en curs amb resultat

positiu.

Taula 17. Nombre de resultats positius amb la PCR sobre hemocultiu en curs.

PCR+ per a algun microorganisme N°
No 62
Si 6
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Per una altra banda I'estimacié del coeficient de I'edat ha deixat de ser significativa.
AcO pot haver ocorregut pergue la distribucié d’edats és diferent (prou més baixa). La
freqiencia amb qué els pediatres sol-licitaven la PCR abans de la positivitzacié de

I’'hemocultiu era major que en altres serveis.

Grafic 5. Diagrames de les edats dels pacients segons si la PCR ha estat realitzada sobre

hemocultiu en curs
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DISCUSSIO | LIMITACIONS DE L’ESTUDI

Per tal de millorar I'eficiéncia de la PCR, a THGUC es reserva la seua realitzacio per
als casos en qué el resultat puga generar un canvi en la conducta terapéutica, fet que
sol ocorrer quan la tinci6 de GRAM es poc concloent o s’observen CGP. Probablement
per aixo el principal focus de la bacteriémia entre els pacients inclosos al nostre estudi
va ser la pneumonia, amb un 40% dels casos. També destaca la lIlA i la FOD, amb
quasi el 10%. Cal destacar que només el 6% tenien un focus urinari. Aquesta
circumstancia es podria deure a que la clinica de la ITUc sol ser més clara i, per tant,
afavoreix 'administracioé d’un tractament empiric correcte amb cobertura per a BGN.

Sobre la utilitat dels biomarcadors i la seua aplicacié en la millora del reconeixement
de la infeccio, el grup d’estudi del Servei d’Urgéncies de I'Hospital de Toledo, va fer
una revisiéo l'any 2017 per la seua transcendencia en quant a I'extracci6 o no
d’hemocultius, l'antibioterapia preco¢ i la decisi6 d’ingressar el pacient (41).
Recentment han revisat aquelles dades segons els nous punts de tall de procalcitonina
i les noves definicions de sépsia (42), i remarquen que la PCT>0,5 ng/mL obté el major
rendiment pronostic entre les variables analitzades, amb una odds ratio de 4,52 (IC
95% 4,20-4,84, p<0,001). La figura seglent mostra aquesta actualitzacid, que destaca
que amb una PCT elevada (alt risc de bacteriémia) sempre s’haurien de prendre
hemocultius, entre 0,1-0,5 ng/mL (risc moderat) s’haurien de prendre si hi ha criteris de
sepsia perod si no hi ha, s’hauria de valorar fer-ho si I'evolucié és menor de 6 hores,
s’ha administrat ATB en les 72 hores prévies, existeix un focus localitzat o
immunosupressié. Si la PCT és menor de 0,1 ng/mL (baix risc de bacteriémia) es

prendrien hemocultius només si hi ha criteris de sépsia.

Situacién Clinica Concentraciones de procalcitonina (ng/mL)
<01 0,105 >05
Bajo riesgo de bacteriemia Moderado riesgo de Alto riesgo de bacteriemia
bacteriemia
No criterios clasicos sepsis® gSOFA < 1° No Valorar individualmente si
Criterios de sepsis ? Valorar individualmente © si si
Sepsis grave-shock séptico *qSOFA = 2" sf si si

¢ Criterios de sepsis: Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) mas infeccion. SRIS con dos de los cuatro criterios: Temperatura > 38°C 0 < 36°C; leucocitosis
>12.000 0 <4.000/mm? 0> 10% cayados: taquipnea >20 respiraciones por minuto (rpm) o PaCoz < 32 mmHg; y taquicardia > 90 latidos por minuta. Sepsis grave: sepsis con
disfuncion organica, hipotensién o hipoperfusién (hiperlactacidemia). Shock séptico: hipotension persistente a pesar de reposicién de fluidos que precisa vasopresores.

b gSOFA: Quick - Sequential Organ Failure Assessment. Criterios: alteracién nivel de consciencia con escala del coma de Glasgow < 13, Presion arterial sistdlica
< 100 mmHg y frecuencia respiratoria = 22 rpm.

£ Valorar posibles falsos positivos: Inicio agresion bacteriana < 6 horas, toma previa de antibidticos en las 72 horas previas, foco infeccién localizado, tipo de proceso
infeccioso y situacion basal y epidemioldgica del paciente (neutropenia, inmunodepresion, etc.).

Figura 30. Recomanacions de la presa d’hemocultius al Servei d’Urgéncies en funcioé de la
probabilitat de bacteriémia. Pres de Rubio et al. EIMC 2021
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Al nostre estudi, 9 pacients (6,7%) presentaven valors de PCT <0,1 ng/mL ; 24 (18%)
entre 0,1-0,5 ng/mL i 80 (60,1%) major de 0,5 ng/mL. En la resta de casos no constava
aguesta variable.

La mediana va ser de 12,5. D’aquells pacients amb PCT <0,1 ng/mL, només en 2

("1,7%) es va constatar una bacteriémia significativa.

Pel que fa al tractament empiric, a banda del treball de Kumar (1) que conclou que
cada hora de retras en I'administracido d’'un ATB adient suposa una reduccio en la
supervivéncia del 7,6%, hi ha d’altres estudis que aprofundeixen sobre aquesta
questié. Un treball realitzat sobre 400 pacients critics de I'Hospital Virgen del Rocio
(69) conclou que el tractament empiric inadequat s’associa amb un augment
significatiu del risc de mort (RR 1,41; 95% CI 1,11-1,80), trobant una mortalitat durant
I'ingrés vuit vegades major en aquells pacients que havien rebut un tractament
incorrecte les primeres 24 hores. Amb una analisi multivariant s’estudien els factors de
risc que condicionen aquest tractament incorrecte, com son la preséncia de fungémia i
el tractament ATB durant el mes anterior, pel seu efecte en la selecci6 de
microorganismes MDR. Per tant, en pacients séptics exposats a ATB préviament
s’hauria d’emprar una terapia d’ampli espectre per cobrir la possibilitat de MDR que
S’ajustara quan es dispose dels resultats microbiologics. La mortalitat precog (primers
3 dies) no s’afectava pel tractament, perque es relaciona amb la comorbiditat i la
situacio clinica a l'ingrés, especialment amb l'existéncia d’insuficiéncia respiratoria o
fracas renal. Un estudi retrospectiu per a la Surviving Sepsis Campaign, (70) que va
analitzar dades de quasi 18.000 pacients de 165 UCIs de tot el mén, confirma que el
retard en 'administracié d’ATB s‘associa a un augment de la mortalitat hospitalaria, i
gue hi ha un increment lineal en el risc de mort per cada hora de retras en
I'administraci6 de I'ATB. Aquests resultats demostren la importancia de la rapida
identificacio i tractament dels pacients septics (33).

La mortalitat al nostre estudi va ser del 10.5%. No s’han analitzat els factors

relacionats amb aquesta variable per no ser un objectiu d’aquesta tesi.

En nounats el retard en la identificaci6 del patogen implica allargar el temps
d'exposici6 a ATB dample espectre, que en els no infectats afavoriria
innecessariament I'aparici6 de resisténcies i en els que ho estaven, l'aparicio

d’infeccions fungiques invasives, enterocolitis necrotitzant o fins i tot la mort (15).
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Al nostre treball, el tractament empiric més freqlentment emprat van ser els
betalactamics (amoxicil.lina/clavulanic, piperacil.lina/tazobactam i C3G).

En quasi el 22% dels pacients es va modificar el tractament ATB en conéixer el resultat
de la PCR, la majoria de vegades per la deteccié de S.pneumoniae. Respecte a
I'antibioterapia, el tractament es va desescalar en 12 pacients (9%), ajustar en 10

(7.5%) i es va iniciar en dos pacients (1.5%).

Una utilitat afegida de FA-BCID és que permet descartar rapidament la bacteriemia per
S.aureus en el cas d’observar-se CGP compatibles amb Staphylococcus al GRAM i,
per tant, suspendre el tractament i donar, inclus, I'alta hospitalaria.

En el cas particular dels pacients pediatrics, que suposaven un ter¢ de la nostra serie,
perque es sol-licitava la PCR sobre hemocultiu en curs amb més frequéncia que entre
els adults, vam trobar que a 4 hemocultius on es veien CGP compatibles amb
estafilococs al GRAM, es va poder descartar una bacteriémia significativa en poc més
d’'una hora.

Un treball de Ray et al (71) valorava si el resultat de FA-BCID madificava el maneig
clinic, I'optimitzacié del tractament i I'estanga hospitalaria sobre 100 xiquets. Van trobar
que el 63% dels hemocultius eren significatius i un 18% de bacteriémies mixtes. En 11
casos, FA-BCID no va detectar els microorganismes recuperats per cultiu (9 no
estaven entre les dianes) i van trobar 1 resultat falsament positiu. Al 54% dels casos es
va intervenir sobre el tractament: en el 20% es va comengar o modificar 'ATB i en el
25% es va desescalar o suspendre, sobretot per la identificaci6 de possibles
contaminants. Els canvis en el tractament es van donar sobretot davant la identificacio
de candidémia, grampositius i gramnegatius per eixe ordre i, en la majoria de casos,
en les primeres 24 hores des de I'extraccié de 'hemocultiu.

Un altre treball als EUA, (72) també sobre poblacié pediatrica, constatava el benefici
d’'un diagnostic rapid (en aquest cas amb Verigene®), que va permetre canviar el
tractament en el 70% dels casos, fonamentalment per la desescalada preco¢ davant
S.aureus meticil-lin-sensible (79%) i evitant et tractament en SCN (35%). En canvi,
davant la detecci6 de BGN, es pautaven ATB d’ampli espectre quan la poblacié

pediatrica no sol presentar microorganismes MDR.
Respecte a la detecci6 d’Enterococcus spp, encara que FA-BCID presentava la

limitaci6 de no diferenciar entre E.faecalis i E.faecium, almenys tenia una diana de

génere amb que FA-BCID2 no compta.
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AcO ens va permetre la deteccié com a Enterococcus spp d’Enterococcus gallinarum
en un pacient amb sépsia d'origen abdominal. Un estudi realitzat a Japd sobre 235
episodis de bacteriémia (58) per E.faecalis i E.faecium, va concloure que la sensibilitat
a Ampicil-lina era del 100% per a E.faecalis mentre que només del 8,8% per a
E.faecium. Aquest percentatge de resisténcia és major que el descrit per altres estudis,
circumstancia que els porta a fer una analisi multivariant per trobar els factors
relacionats amb la resistencia a Ampicil-lina en E.faecium, concloent que I‘Unic era
'adquisici6 nosocomial, i no Ihospitalitzaci6 prévia o I'Us de [-lactamics o

fluoroquinolones, com s’havia descrit préviament.

L'aplicaci6 de MALD-TOF MS sobre hemocultiu positiu presenta un impacte molt
favorable en la instauracio del tractament ATB en pacients septics. Es pot realitzar
després d’'un processament mitjancant centrifugacié repetida i/o lisis o bé sobre el
creixement obtingut a partir de les 4 hores d’un subcultiu en Agar Chocolate Polyvitex,
com és el cas de 'HGUC.

Mauri et al (28) proposen un métode combinat que es basa en la centrifugacié a 3500
rpm durant 10 minuts d’'una aliquota de 'hemocultiu en un tub amb gel separador,
descartant el sobrenedant i inoculant el pellet en dos plaques d’agar sang que
s’incuben 3 hores a 37°C (en 02 i en CO2 al 5%) a partir de les quals es realitzaria la
identificacio i I'estudi de sensibilitat per MALDI-TOF. Els resultats es comparen amb el
procediment habitual, obtenint una correcta identificacié a nivell de génere o espécie
del 98,4%, i pel que fa a I'antibiograma, una concordanga de practicament el 98%. El
temps fins l'informe final es va reduir en quasi 22 hores.

Per a Verhoeven et al (73), que comparen MALDI-TOF sobre un subcultiu de 4 hores
amb FA-BCID, prenent com a gold standard la identificacié6 per MALDI-TOF després
del cultiu convencional, la concordanca de FA-BCID amb el métode de referencia va
ser del 91,5%, significativament més elevada que el MALDI-TOF sobre subcultiu
(79,7%). La sensibilitat de FA-BCID va ser del 90,9%, també major que MALDI-TOF
(78,2%), sobretot en bacteriemies mixtes. Combinant els dos métodes el 93,5% dels

hemocultius es van identificar correctament el mateix dia de la seua positivitzacio.
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Direct MALDI-TOF MS identification
from positive blood cultures

MALDI-TOF MS identification
from positive blood cultures using
short sub-culture on seolid medium

Molecular methods for
identification
from positive blood cultures

ADVANTAGES LIMITATIONS ADVANTAGES LIMITATIONS ADVANTAGES LIMITATIONS
Identification el DRty High cost
Very rapid difficulties with v
identification some species ery easy Slow-growing Rapid Confirmation
ey te i organisms identification needed
Easy Confirmation might aslgbo\\:ZIi!f;l?we in
be needed Mixed cultures Easy Limited
Low additional cost . - pathogen
. Confirmation
Ol E i usually not needed RO
DNA-based identification from whole blood
ADVANTAGES LIMITATIONS

Limited number of pathogens in panel assays
Relatively low sensitivity (only 1-5 ml blood sampled)
Resistance detection # susceptibility testing

Clinical relevance of DNAemia ?
Time advantage compared to culture

High workload
Advantage in pathogen detection under antibiotics

Highly experienced staff required

High cost
Analytical cut-offs set by some manufacturers

Does not substitute culture -based testing

Figura 31. Avantatges i limitacions de MALDI-TOF directe, MALDI-TOF a partir de subcultiu i

PCR en el diagnostic de la bacteriemia. Pres de Lamy et al . Clin Microbiol Inf 2020

Els métodes moleculars ajuden a agilitzar clarament el diagnostic pero es basen en un
rang limitat de microorganismes i de gens de resisténcia. A més el seu cost és elevat i,
en la majoria, la complexitat de les tecniques dificulta la seua implantacié a qualsevol
laboratori.

Una questié que ha sorgit amb aquests nous métodes diagnostics és que per la seua
capacitat de detectar microorganismes no viables o no cultivables, que no creixerien a
’hemocultiu convencional, valorar la sensibilitat i especificitat és complicat perqué es
comparen amb un gold standard imperfecte, degut a la baixa quantitat de
microorganismes circulants en un episodi de bacteriémia, a I'escas volum de qué es
parteix en certs casos (nounats i grans prematurs) i que poden originar falsos negatius,
o a l'efecte del tractament ATB previ (15). Per aix0 els estudis de validacio requereixen
d’altres proves, moleculars o no, que confirmen els resultats discordants perque
aquests podrien donar-se per deteccions de DNA residual d’infeccions ja resoltes o de
patdgens contaminants, per exemple. Sense un VPN>98%, no es poden prendre
decisions sobre [linici de [Iantibioterapia empirica. Aquesta sensibilitat esta
condicionada per I'extraccid correcta del DNA, la interferéncia amb el DNA huma, la
competéncia en les amplificacions, etc. Per tot aix0, cap de les plataformes que

existeixen permeten reemplacar, en el moment actual, 'hemocultiu tradicional.
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En eixe aspecte, la tecnologia U-dHRM és prometedora perqué sols detectaria DNA
d’infeccions actives, diferenciant-se dels altre métodes moleculars i inclis de la
sequenciacid, que sovint detecta microorganismes de fons.

Una important limitacié del nostre treball és que la consideraci6 o no com a falsos
positius dels patdgens detectats per PCR que no van créixer en cultiu es va fer segons
criteris clinics i no objectius, en no poder disposar de metodes de confirmacié com la

sequenciacio del gen 16S rRNA.

En alguns estudis s’han tractat de definir algoritmes sobre quan estaria indicat realitzar
una PCR, dins un context de machine learning basat en la intel-ligéncia artificial. S’han
suggerit alguns index com la ratio neutrofils/limfocits o els nivells de PCT (15).

Nosaltres hem tractat de trobar alguna variable que poguera anticipar un resultat
positiu de la PCR, i hem trobat que l'edat i el percentatge de leucocits
polimorfonuclears presenten una Odds ratio favorable (1.01 i 1.04 respectivament). Per
a la PCR realitzada sobre hemocultiu en curs, en canvi, no es va trobar cap parametre
relacionat amb un resultat positiu, probablement pel baix nombre de mostres

analitzades.

Sobre l'aplicacié de FA-BCID sobre hemocultius positius, es va avancar el diagnostic
respecte a I’hemocultiu tradicional en 55:26 hores de mediana (IC 95% 43:14-68:19) i
p<0.001. En el cas particular de Pediatria, es va avancar en 46:40 hores de mediana.
Cal dir que quan es valida I'hemocultiu ja s’inclou I'estudi de sensibilitat. Aixi, una
limitacié important és que la validacié preliminar de la identificacié del microorganisme
(que seria el millor comparador respecte a la PCR) no es pot recuperar del SIL una

vegada existeix una validacié definitiva.

Un estudi de 21 pacients (74) va trobar una concordanca del 100% amb la identificacié
tradicional per a les bacteriemies clinicament significatives i la modificacié del
tractament empiric després de I'informe de la PCR va ser del 33%. MacVane et al (51)
van trobar un percentatge de resultats positius en el 76,9% d’hemocultius processats, i
una concordancga del 93,1% amb I'hemocultiu convencional (una vegada eliminats els
microorganismes que no es trobaven entre les dianes i els considerats contaminants).

Al nostre estudi la concordanca és més baixa (del 79%) possiblement perqué en 10

ocasions es detecta DNA de S.pneumoniae que no es recupera al cultiu en medi solid.
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Payne et al (75) en un estudi realitzat a Canada, en laboratoris amb horari 8-18 hores
de dilluns a divendres, comparen FilmArray-BCID amb MALDI-TOF directe i amb
I’'hemocultiu convencional. FA-BCID va donar una identificacio exacta en 102/112
(91%) dels casos (99% si només es tenien en compte els patdgens inclosos al panell).
MALDI-TOF va donar la identificacié exacta en 91/112 (81%), en 13/91 casos (14%) al
segon intent. La concordanca en aquest cas va ser menor en BGN. El temps
transcorregut fins la identificacié va ser de 2.4h per a FA-BCID, 2.9h per a MALDI i
26.5h per al cultiu convencional. En 44 casos (39%) el resultat va suposar un canvi
d’ATB.

Un estudi multicéntric sobre 2200 hemocultius de 8 hospitals dels EUA (76), comparant
mostres cliniques i inoculades a van observar que FA-BCID detectava almenys un
microorganisme dels recuperats per cultiu en el 88% els casos. La resta no es
trobaven entre les dianes. Es van detectar bacteriemies mixtes en el 5,8% de les
mostres. La sensibilitat i especificitat per a vanA/B i blaKPC va ser del 100%, i per a
mecA, del 98,4%. En el nostre cas les bacteriémies mixtes van suposar el 6.1%.

Cal destacar que segons la fitxa técnica, per a FA-BCID existia un requisit previ que
era que el frasc no portara més de 8 hores de positivitat per questions d’estabilitat.
Aquesta limitacié en linterval de temps des de la positivitzacié del frasc, seria un
inconvenient per als laboratoris amb horari de 8-15 hores, perqué no poden avancar
amb seguretat un resultat rapid. Respecte a aguesta recomanacio, la fitxa técnica de la
nova versio FA-BCID2 amplia aquest interval fins a les 24 hores des de la positivitzacio

del frasc conservat dins el sistema d’hemocultius o bé a temperatura ambient.

L’algoritme proposat per alguns autors com Fiori et al (62), seria realitzar FA-BCID en
el cas de MALDI-TOF no concloent o en el cas de bacteriemies mixtes. Fent aixo,
augmenten un 15% la deteccié respecte a MALDI-TOF i en les bacteriémies mixtes la

identificacio és correcta en gairebé el 90%.
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Figura 32. Algoritme en el processament dels hemocultius. Pres de Fiori et al. JCM.2016.

Els pacients critics també es beneficien d’aquestes tecnologies. En un estudi fet a
Belgica, Verroken et al (77), van comparar un grup de pacients ingressats a la UCI pre-
intervenci6 amb un altre aplicant PCR 24/7 i es va avaluar el temps fins a
I'antibioterapia optima (que va ser 14:41 vs 4:39 hores). A més, FilmArray va permetre
ajustar el tractament en el 31,8% dels casos. Sobre la concordanga amb I'hemocultiu,
es van identificar el 85% dels microorganismes.

La probabilitat d’obtenir falsos positius amb FilmArray és excepcional. Aimuhayawi et
al (65) van trobar una elevada especificitat de FA-BCID front a 'hnemocultiu negatiu,
encara que es va donar aquest cas només en 12 mostres.

Per a nosaltres, en el cas de PCR sobre hemocultiu en curs, la concordanga amb el
resultat negatiu del cultiu va ser del 82,3%. En un cas d'un pacient amb pneumonia
amb concordanca parcial, FA-BCID detectava Proteus spp i S.pneumoniae, i nomeés va
créixer S.pneumoniae en cultiu (es veien CGP en parelles al GRAM). Biomérieux va
emetre una alerta en Febrer de 2020 explicant que s’havien detectat falsos positius a
Proteus spp en PCR realitzades a partir de certs lots dels frascos BacT/Alert FA Plus
aerobic® (59).
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Per a Altun et al (66), que van realitzar una avaluacié clinica a Suécia sobre uns 200
hemocultius positius, en el 91,6% dels casos el resultat coincidia amb el cultiu, i en 6
dels que no, els microorganismes recuperats (Bacillus spp, Corynebacterium spp,
Micrococcus spp) es van considerar contaminants. També en el 3,6% es va detectar
un microorganisme addicional que no es trobava a 'hnemocultiu, amb la limitacié que
no es va poder resoldre la discrepancia mitjancant sequenciacio.

Per a nosaltres, que tampoc vam poder fer la comprovacid, aquesta troballa es va
donar en el 2,2% dels casos. A I'estudi realitzat a Suécia, en els casos on 'hnemocultiu
havia estat detectat com a positiu perd no hi havia creixement, FA-BCID també va ser
negatiu. En canvi, per a nosaltres, sobre els 10 hemocultius detectats com a positius
sense creixement posterior, FA-BCID va detectar S.pneumoniae. En tots ells es veien
CGP en parelles al GRAM, excepte en un, que es va considerar un fals positiu.
Aquesta circumstancia podria deure’s a la capacitat d’autdlisi que presenta
S.pneumoniae, i que, si s’endarrereix el procés de subcultiu a partir de frasc positiu
(per motius relacionats amb la disponibilitat horaria) podria dificultar la recuperacio
posterior de les colonies.

Alguns autors han trobat un percentatge de resultats invalids de I'1.5% (66) perque no
es va detectar el control d’extraccio o el d’amplificacié. En el nostre cas ago va ser un
criteri d’exclusio, perd hem de remarcar que el percentatge d’invalids va disminuir
utilitzant una agulla de calibre reduit, com puga ser la d’injeccid d’Insulina,
possiblement perqué n'impedeix el pas de particules polimériques que podrien causar

aguesta inhibicio.

Coincidint amb l'estudi de Verhoeven (73) realitzat a Franca, no vam detectar en cap
cas KPC ni vanA/B, ni tampoc es va detectar cap mecanisme de resisténcia en

bacteriemies significatives.

Al nostre estudi vam trobar 2 casos (3%) de bacteriéemia per anaerobis (Eggerthella
lenta i Parvimonas micra), de focus urinari i abdominal respectivament, que van ser
tractades amb piperacilina/tazobactam amb bona evoluci6.

Ny et al (78) van estudiar els casos on FA-BCID no identificava cap microorganisme (el
6% de 1044 hemocultius processats) i ho van comparar amb un grup on si que
s’obtenia un resultat per PCR. En el 57% es tractava d’anaerobis: Bacteroides spp en

el 30%, Clostridium spp en 1'11% i Fusobacterium spp en el 8%.
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El resultat es va retrassar 2 dies respecte als casos en qué FA-BCID detectava algun
microorganisme i, per tant, també la prescripcié d’'un ATB correcte (9,7 vs 3,1 hores,
p=0.647) i la mortalitat (33% vs 19%, p=0.447). Agquestos autors remarquen la
necessitat d’ampliar la cobertura per a anaerobis (amb carbapenems, metronidazol o
piperacilina/tazobactam, per exemple) davant d’'un resultat negatiu de FA-BCID
especialment si es tracta d'una FOD o d’'un focus abdominal o pélvic. Proposen
incloure la deteccié d’anaerobis entre les dianes, que ja ha incorporat la versié FA-

BCID2, possibilitant la deteccio de Bacteroides fragilis.

La no concordanga, al nostre treball, de la PCR realitzada sobre hemocultiu en curs
respecte a certs microorganismes que es troben entre les dianes és esperable, perqué
els frascos porten un minim de 4 hores dincubacié i probablement encara no
presenten el nombre detectable de copies genomiques. En el cas d’'una pacient amb
sépsia neonatal per L.monocytogenes, es va detectar per PCR quan I'hemocultiu va
ser positiu (a les 11 hores d’incubacid) i no sobre la PCR feta sobre hemocultiu en
curs. Malauradament va morir malgrat portar el tractament empiric correcte

(Cefotaxima+ Amikacina+ Ampicil-lina).

La bacteriémia per S.pneumoniae és una important causa de morbimortalitat a nivell
mundial que fa necessaria la identificacié precisa per tal de iniciar el tractament el més
precocment possible. Al present estudi crida l'atencié la deteccié per FA-BCID de
S.pneumoniae que finalment no pot recuperar-se del cultiu, plantejant el dubte de si
poguera tractar-se de resultats falsament positius de la PCR. En la majoria de casos si
que arriben a observar-se diplococs grampositius lanceolats o en cadena al GRAM,
perd en altres el GRAM no mostra cap microorganisme o inclds pot observar-se com a
gramnegatiu per un excés de decoloracio afavorit per I'efecte del tractament sobre
I'estructura bacteriana. Es aquest efecte ATB, junt a altres factors com la invasio
intermitent del torrent sanguini o l'alliberament d’'una autolisina produida pel neumococ
durant la fase de creixement estacionari acompanyada de 'activacié d’'una hemolisina,
el que dificulta la recuperacié del microorganisme als medis de cultiu bacteriologic
(68). Davant d’aquesta dificultat, algunes autores com Petti et al (67) han estudiat
'aplicacié de la immunocromatografia que detecta I'antigen polisacarid C de la pared
bacteriana (BinaxNOW S.pneumoniae®) sobre hemocultius positius. Aquesta eina pot
resultar d’utilitat perd tenint en compte les possibles reaccions creuades amb S.mitis
group, i que també podria donar resultats positius temps després de la infeccié o a

causa de la vacunacioé antipneumococcica.
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Alguns estudis (79) mostren que en bacteriémies nosocomials per S.aureus, el retras
en el tractament és un factor predictor de mortalitat independent (33% vs 19%) i que
comporta un ingrés més llarg (20 vs 14 dies). | que la infeccié per SARM era el factor
predictor de retras del tractament més significatiu (OR 8,3 p<0.001). Altres autors
troben associacions similars perd amb BGN resistents. El temps fins a un tractament
correcte pot incrementar-se fins a 6 vegades en BGN productors de BLEE respecte a
no-BLEE (80). A banda d’un pitjor prondstic, les infeccions per patdgens resistents
suposen fins a 30.000 dolars més per pacient que les infeccions per microorganismes
sense factors de resisténcia, i encara trobem més diferéncia si ho comparem amb els
pacients sense infeccidé. Per tant, sdn necessaries estratégies de prevencio de

'aparicié nosocomial i d’expansio dels microorganismes resistents (45).

MacVane et al (51) van comparar un grup control (cohort de pacients de 2010, any en
qué encara no s’havia instaurat el PROA) amb un grup d‘intervencié PROA perd amb
diagnostic convencional de la bacteriémia i un altre amb PROA i FilmArray BCID.
Mostraven que la instauraci6 de FA-BCID a I'hospital permetia, si els resultats eren
valorats per I'equip PROA, desescalar en les primeres 96 hores més rapidament: fins a
15 hores abans que en el grup control i 12 hores abans que en el grup sense
diagnostic molecular. A més, el tractament dirigit es va pautar més preco¢gcment (10
hores abans que al grup control i 8 hores abans que sense PCR). Aco0, a més del gran
benefici per al malalt, va suposar un estalvi (encara que no estadisticament
significatiu) de més de 10.000 dolars per pacient.

Un assaig randomitzat elaborat per Banerjee et al (52) va mostrar que I'aplicacio de
FilmArray BCID sobre els hemocultius positius comportava un Us més adient dels ATB.
Es van identificar correctament més del 80% dels microorganismes, acurtant quasi 24
hores l'emissié de resultats. Es van comparar amb el grup control (sense cap
intervencid) dos branques que incloien PCR. Una amb comentaris guiant la
interpretacio i la prescripcié antimicrobiana i I'altra amb el suport de I'equip PROA. A
les dues branques amb PCR es va reduir el temps des del GRAM fins la identificacio
definitiva (1,3 vs 22,3 hores al grup control) i, per tant, I'is innecessari d’ATB. A més, a

la que incloia al PROA, es va efectuar una desescalada més rapida.

En el nostre cas, un component de I'equip PROA era informat presencialment cada dia
de les bacteriemies dels adults i, en el cas de Pediatria, la informacié es donava

immediatament via telefonica.
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Es molt necessari que l'informe telematic del resultat s’acompanye d’un informe verbal
clar per part del microbidleg i/o per algoritmes de decisio clinica si ho esta accessible
'equip PROA. En un estudi realitzat a Nebraska, Donner et al (81) van mostrar que la
interpretacié dels resultats per part dels clinics era suboptima fins en el 50% dels
casos, i podria resultar en un tractament inefectiu 0 en una oportunitat perduda per a
iniciar un tractament d’espectre més estret.

Segons Juttukonda et al (72), encara que el diagnostic microbiologic rapid estava
disponible 24x7, els canvis de tractament es feien més rapidament durant el dia que
durant la nit (4,6 vs 11,7 hores, p<0.05), probablement per la disponibilitat de I'equip
PROA.

Pardo et al (53), als EUA, van estudiar I'impacte clinic i econdomic de les intervencions
de I'equip PROA després d’aplicar FA-BCID, en pacients amb infecci6 hematdgena per
CGP i Candida spp. Comparat amb un grup control d’abans de la introduccié de la
PCR es va reduir significativament I's de Vancomicina per la rapida identificacié de

SCN o de S.aureus meticil-lin-sensible, I'estada hospitalaria i el cost.

Les darreres millores tecnologiques aplicades al camp del diagnostic microbiologic,
han suposat una vertadera revolucié que podria repercutir molt favorablement en la
supervivéncia dels pacients. Perd sense I'ampliacié horaria als laboratoris, aquestes
noves tecnologies no son aprofitades completament. Segons la fitxa técnica, FA-BCID
es realitza sobre un hemocultiu positiu la tinci6 de GRAM del qual mostre
microorganismes (53). Malgrat aquesta condicidé, es podria utilitzar després de la
positivitat del frasc perqué el GRAM no condiciona el tipus de panell (a diferéncia
d’altres sistemes com Verigene® o PNA-FISH). D’aquesta manera, seria possible
realitzar-lo en centres on el microbidleg no esta disponible les 24 hores perod si que hi

ha personal técnic.

Sovint, el principal entrebanc que sofreixen encara massa laboratoris de Microbiologia
és el de dependir administrativament d’'una altra especialitat amb la qué Unicament
comparteixen que part de la seua tasca es desenvolupa dins un laboratori. Aquesta
dependencia ha suposat que les plantilles a Microbiologia siguen minimes (i, per tant,
impossibiliten ampliar I'horari de treball) o que en molts llocs no es dispose del

suficient espai ni de personal administratiu propi.
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Altres dificultats s6n que la supervisié dels TEL es troba en un altre lloc fisic i aixo
dificulta prendre decisions equitatives, que els reactius sovint no arriben quan es
necessiten, que els microbidlegs no puguen participar en organs de decisié que els
afecten plenament (com ara els comités COVID), i un llarg etcétera. Lluny d’afavorir un
enfrontament personal dins de cada hospital on aixd passa, seria desitjable que la
Comision Nacional de Especialidades mostrara sensibilitat amb aquest problema que
té l'origen, basicament, en qué els Analistes en formacié reben unes minimes
pinzellades sobre un camp tan ampli com la Microbiologia, que els habilita per a
exercir en lloc de Microbidlegs que s’han format durant 4 anys en una especialitat que
no deixa d’expandir-se en coneixements.

A 'HGUC, feia més de 20 anys que l'horari era de 8 a 15 hores de dilluns a dissabte.
Des de mar¢ de 2019 es va ampliar, obrint de 8 a 21 hores de dilluns a divendres, i
dissabtes i diumenges de 8 a 15 hores.

Malgrat que el diagnostic de la bacteriémia es considera urgent, una enquesta a 209
hospitals de 25 paisos europeus elaborada pel Grup d’Estudi de Bacteriémies,
Endocarditis i Sépsia de 'ESCMID (82), mostrava que un nombre insuficient de
laboratoris oferien disponibilitat 24/7 i, d’aquests, el 41,5% ho feien només per a
incubar els hemocultius, el 13% per a processar els positius i el només el 4,2% per a
validar els resultats i informar precogment.

Els laboratoris dels Estats Units també pateixen aquest problema. Esta demostrat que
el retard en la incubacié disminueix la taxa de recuperacié de microorganismes, i quan

son positius, s’haurien de processar immediatament per accelerar el diagnostic.

El temps maxim recomanat per a la incubacio dels frascos des de la presa de mostra
és de 4 hores, idealment menys de 2h (25) pero per aixo és necessaria una atencioé al
laboratori de Microbiologia de 24/7, que seria la sol.lucio ideal perqué permetria, a
més, processar rapidament els hemocultius positius i informar al clinic. Una alternativa
podria ser situar el sistema d’'incubacié dels hemocultius fora del laboratori, perqué els
frascos pogueren ser carregats per una persona aliena a ell. Aquesta opci6é acurtaria
el temps fins a la positivitzacio i evitaria els falsos negatius deguts a la prolongacié del
temps que els frascos passen sense incubar (25).

Una limitaci6 del nostre treball és que el punt de partida per tal de calcular la demora
en els resultats de PCR, GRAM i hemocultiu, parteix del moment de [linici en la
incubacié dels frascos. El temps previ des de la presa de mostra fins a la incubaci6 és

molt variable i no ha segut possible quantificar-lo.
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Estudis com el d’Aimuhayawi (65), mostraven que el temps que els frascos estan a
temperatura ambient abans de la incubacid, pot influir en el resultat obtingut

posteriorment.

Savinelli et al (83) recalquen la diferéncia en el temps en que s’informa un resultat
quan 'hemocultiu es positivitza quan hi ha personal al laboratori i quan no, arribant a
ser de més de 5 hores. A¢o implica una demora de quasi el doble de temps en canviar
un tractament.

Tabak et al, (84) han mesurat el temps des de la presa de mostra fins I'informe del
GRAM, identificacio i antibiograma dels hemocultius processats a 13 hospitals dels
Estats Units que no disposaven de PCR ni d’espectrometria de masses, i només un
dells amb atencid 24x7. Aquesta demora era, de mitjana, d‘'l, 2 i 3 dies
respectivament (allargant-se en el cas de les candidéemies).
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Figura 33. Temps d’emissio de resultats (TAT) per patogen. Pres de Tabak et al. JCM 2018

Com que aquest retard afecta a I'aparicié de resisténcies perqué el temps que passa
fins emprar un ATB efica¢ és major, els Centers for Medicaid i Medicare arribaven a
penalitzar aquells hospitals amb major taxa d’infeccié nosocomial relacionada amb I'is

inadequat d’ATB, com l'associada a C.difficile (84).
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CONCLUSIONS
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CONCLUSIONS

S’ha prioritzat la realitzacié de la PCR en aquells casos en qué el resultat podria

generar un canvi en la conducta terapeutica.

Dels pacients amb valors normals de procalcitonina, nomes dos presentaven

bacteriemia significativa.

En quasi el 22% dels pacients es va modificar el tractament antibiotic en conéixer el
resultat de la PCR.

L'aplicacié de FA-BCID sobre hemocultiu positiu va permetre avancar el diagnostic
respecte a 'hemocultiu tradicional en dos dies. La concordanca en la identificacié va
ser del 79%.

En el cas de la PCR sobre hemocultiu en curs, es van detectar microorganismes en
pocs casos, pero es va avancgar el diagnostic considerablement. La PCR negativa va
mostrar una concordanca amb el cultiu del 82,3%.

El percentatge de polimorfonuclears i I'edat son els Unics parametres rellevants que

podrien condicionar un resultat positiu de la PCR.

Especialment en les bacteriémies per S.pneumoniae FA-BCID ha suposat una bona
eina diagnostica, que també ha permés descartar precocment la bacteriémia per

S.aureus.
Tant I'espectrometria de masses com la PCR multiplex acceleren la identificacié

després de la positivitzacié de 'hemocultiu pero, ara per ara, no poden substituir el

cultiu tradicional.
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Annex 2. Comunicacio presentada al Congrés Nacional de la SEIMC. Bilbao 2018.

472. EXPERIENCIA CON FilmArray-BCID” EN UN LABORATORIO SIN ATENCION CONTINUADA
M Gil Fortufio, MD Tirado Balaguer, A Blasco Molla, S Sabater Vidal, B Gomila Sard, E Alvarez Salinas, R Moreno Mufioz.
servei de Microbiologia. Hospital General Universitari de Castello

Introduccion

Las técnicas de diagndstico micrebiolégico rapide estdn cobrando mucha importancia ya que permiten instaurar un tratamiento antimicrobiano
precoz y adecuado, que ademas de influir en la buena evolucidn de los pacientes, supone una disminucidn en el desarrollo resistencias.

Los métodos moleculares que incluyen extraccion, amplificacion y deteccidn en un mismo ensayo, ademas de poderse implantar en centros con
escaso personal técnico, minimizan el riesgo de contaminacion por amplicones. Aquellos basados an tecnologia multiplex permiten, ademas, un
diagndstico sindromico con la consiguiente optimizacion tanto de la muestra como de los recursos. Lamentablemente son muchos los
laboratorios de micrebiclogia como el nuestro (adn perteneciendo a un hospital de referencia) que no disponen de Atencion Continuada, por lo
que los avances tecnolégicos no se acompafian de una adecuacion de los recursos humanos. Esta importante limitacion nos lleva a intentar
procesar las muestras e informar los resultados en el menor tiempo posible. Presentamos nuestra experiencia en el diagndstico de bacteriemias
tras incorporar la tecnologia FilmArray® de BioFire Diagnostics®.

Material y método

Dasde Noviembre de 2016 incorporamos a nuestro Servicio el panel FilmArray-Blood Culture ldentification (FA-BCID®) sobre frasco de
hemocultivo. FilmArray BCID® puede detectar e identificar simultdneamente los acidos nucleicos de bacterias grampositivas (Enterococcus spp,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus spp, S.aureus, Streptococcus spp, S.agalactiae, S.pyogenes, S.pneumoniae), gramnegativas (A.baumannii,
H.influenzae, N.meningitidis, P.aeruginosa, E.cloacae complex, E.coli, K.oxytoca, K.pneumonige, Proteus spp, S.marcescens), y levaduras
(C.albicans, C.glabrata, C.krusei, C.parapsilosis y C.tropicalis), y seleccionar algunos determinantes de resistencia (mecA, vanA/B, KPC).

Aunque segin ficha técnica la prueba se realiza sobre un hemocultivo identificade comeo positive por un sistema de incubacion y vigilancia
continuada (en nuestro caso Virtuo®) cuya tincion de Gram muestre microorganismos, ante una elevada sospecha de sepsis o en pacientes con
neutropenia febril la realizamos sobre hemocultivos en curso {en los gue aln no se ha detectado crecimiento), basandonos en el estudio de
Almuhayawi et al {) Clin Microbiol 52, 2014). En este caso partimos de una incubacién del frasco en Virtuo® de al menos 4 horas. Siguiendo las
instrucciones del fabricante, tomamos 0,2 mL de sangre y lo volvemos a incubar inmediatamente (ya que Virtuo® lo permite siempre gque no
hayan transcurrido mas de 2 horas desde su descarga).

Analizamos las PCR realizadas comparando los resultados con los obtenidos mediante cultivo convencional. Para la identificacion empleamos
Maldi-TOF Vitek MS®.

Resultados

En un afio (Moviembre 2016 a Noviembre 2017) procesamos 47 muestras correspondientes a 46 pacientes, 19 mujeres y 27 hombres,
procedentes de Pediatria (21), Med.Intensiva (8), Med.Interna (8) y Hematologia (11). Un paciente hematoldgico tuve dos episodios sugestivos de
sepsis. Realizamos la PCR tras |a positividad del frasco en & ocasiones.

Cuando la PCR fue negativa el hemocultive también lo fue, excepto para 3 microorganismos no incluides entre sus dianas. Cuando fue positiva,
crecieron los mismos microorganismos en el cultivo excepto en dos casos en que se detectd DNA de S.preumoniae, pero no hubo crecimiento en
los medios habituales. En conjunto, la PCR mos permitid adelantar el resultado un promedio de 22 horas (rango 4h-36h) respecto a la
identificacion convencional, con elevada sensibilidad (91,6%) y especificidad (100%).

Los resultados positivos y los discordantes se reflejan en la tabla.

SERVICIO PCR sobre hemo PCR (FA- BCID) HEMOCULTIVO GRAM Anticipacién del PROCALCITOMINA (ng/mlL)/
N Curso CONVEMCIONAL rezultado respecto a PCR (mg/L)/ LEUCOCITOS

id {h)

ucl si E.coli E.coli BGN 4 =100/ 212/ 26.000

HEMATOLOGIA si E.coli E.cofi BGN 1% 16/ 142/ 30

HEMATOLDGIA i S.pneumaonioe 5. pneumoniae LGP £ 0.54/ 312/ 21.000

MED.INTERNA si S.preumoniae NEGATIVO CGPc Noid 1,09/ 438/ 25.000

MED.INTERNA si 5. prneumoniae S.pneumoniae - 21 6.14/ 523/ 14.000

PEDIATRIA si MNEGATIVD C. jejuni = - 2,79/ 102/ 12.000

MED. INTERNA sil MNEGATIVO M.nonliguefaciens BGN 0,93/ 125/ 19.000

ucl sl MEGATIVO E_coli BGN - 3,13/ 267/ 8.300

HEMATOLDGIA no H.infivenzoe H.influenzoe CBGN? | 24

PEDIATRIA no s.ogoaloctioe S.ogoloctiae CGPC 4

HEMATOLOGIA no 5. pneumaniae MNEGATIVO LGP Mo id

PEDIATRIA no Staphylococcus spp | S.epidermidis CGPr 24

uci no E.clogeae E.cloacae BGN 4

PEDIATRIA no S.marcescens S.marcescens BGN 4

Conclusiones

La incorporacion de FA-BCID® a nuestro laboratorio ha mejorado el diagnostico en cuadros graves como la sepsis. Aunque presentamos una serie
pequefia por la limitacidn horaria hemos podido adelantar el resultado practicamente en 24 horas (aln realizindolo antes de lo recomendado en
ficha técnica) con una elevada sensibilidad y especificidad. En la sepsis por neumococo la PCR fue el Unico método positivo en dos ocasiones.
Dado que cada vez mas laboraterios disponen de técnicas moleculares rapidas es necesario el compromise de la Administracion para dotarles de

Atencion Continuada y optimizar los recursos en beneficio del paciente.
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