Sepsis

PCR en tiempo real

u LABORATORIOS

La sepsis es una de las principales causas de muerte, a la par con el infarto agudo al
miocardio.1 En los altimos aiios, en los Estados Unidos, la incidencia de sepsis ha
ido en aumento.2,3 Los casos sospechosos de sepsis severa en Norteamérica suman
mas de 500,000 ingresos a Terapia Intensiva anualmente.4 En los Estados Unidos, en
un aiio, el costo economico de cuidar a los pacientes sépticos se estima es de
aproximadamente $24,000 millones de ddlares.5 Lo anterior nos lleva a concluir que
el problema no sdlo es serio, sino muy frecuente y oneroso.
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Debido a que aun no comprendemos a
detalle la patogénesis de la sepsis y no existe
un tratamiento Unico para curarla, la
identificacion temprana de este
padecimiento, asi como su tratamiento
certero oportuno son de la mayor
trascendencia. No so6lo eso, debemos
considerar que cuando se evalia la
supervivencia a la sepsis, tipicamente se
sigue al paciente por 28 dias, mientras que
cuando se hace lo mismo para el cancer, es
estandar el seguimiento a 5 afios. ¢Qué
ocurre a largo plazo con el paciente que
sobrevive a la sepsis? Los pacientes que
sobreviven a la sepsis despliegan disfuncidn
fisica y una menor calidad de vida, asi como
un riesgo aumentado de mortalidad a largo
plazo.6,7

Ciertamente el seguimiento de laboratorio

tradicional ha sido la evaluacion del paciente
a través de una Biometria Hemdtica
Completa (que debe ser analizada con
reservas, siempre atento a fendmenos
confusos, como la pseudosepsis), una triada
de Hemocultivos, Tinciones Gram e incluso
algunos estudios en orina (Tincion Gram en
orina, Examen General de Orina o
Urocultivo) si se sospecha urosepsis.
Recientemente, los niveles de Procalcitonina
han sido incorporados a la practica del
cuidado del paciente séptico en las Terapias
Intensivas. A pesar de que todas estas
herramientas agregan valor al cuidado del

paciente  con  sepsis, el  rdpido
establecimiento de la identidad vy
susceptibilidad terapéutica del agente

etiol6gico por cultivo y antibiograma es una
caracteristica que dista de ser ideal. Si bien

es posible identificar el agente etioldgico y
su susceptibilidad antimicrobiana a través de
bacteriologia automatizada (como la
trabajamos  nosotros), la  naturaleza
intrinseca de estos estudios limitan el
porcentaje de recuperacion (hay un pequefio
porcentaje de falsos negativos) y la
oportunidad en la respuesta terapéutica (el
resultado tarda de 3 a 5 dias).

Con todo esto en mente, en Lister Alta
Especialidad a través de nuestro
Departamento de Diagnéstico Molecular
hemos hecho un esfuerzo para poner a su
disposicion la tecnologia mas avanzada para
ayudar al diagnostico de sepsis. En la
actualidad, ofrecemos un estudio de PCR en
tiempo real multiplex para mds de 90
patégenos causantes de sepsis (bacterias
Gram +, bacterias Gram —y hongos). En la
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El segundo panel es el panel de identificacion y se reportan los siguientes microorganismos:

Identificacién

ID 1 . Streptococcus spp.
S. agalactiae

S. pyogenes

S. pneumoniae
Staphylococcus spp.
S. epidermidis

S. haemolyticus

S. aureus

Gram (-) bacteria-A
S. marcescens

B. fragilis

S. typhi

Gram (-) bacteria- B

E. coli
E. cloacae

E. aerogenes
Hongo

C. albicans
C. tropicalis
C. parapsilosis

ID 2 . Enterococcus spp.
E. faecalis

E. gallinarum

E. faecium

Gram (-) bacteria-A
P. aeruginosa
A. baumannii
S. maltophilia
Gram (-) bacteria- B

K. pneumoniae
K. oxytoca

P. mirabilis
Hongo

C. glabrata
C. enusei
A. fumigatus

La muestra que se utiliza es sangre total con
EDTA y posee una estabilidad corta, de 24
horas. De lunes a viernes, todas las
muestras entran a proceso ala 1:00 pmy los
resultados se reportan a la 1:00 pm del dia
siguiente, mientras que el sdbado y domingo
las muestras entran a proceso a las 10:00
amy los resultados se reportan a la 1:00 pm
del dia siguiente. Todas las muestras se
deben tomar después de la 1:00 pm y deben
ser enviadas el mismo dia por paqueteria.
Debido a que los servicios de paqueteria
(para envio de muestras) no funcionan
apropiadamente los fines de semana (lo que
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se envia desde el viernes se entrega hasta el
lunes y el domingo no ofrecen servicio) y a
que la estabilidad de la muestra es de 24
horas, Grupo Lister se ve imposibilitado a
enviar muestras los fines de semana, sdlo
entre semana. Si alguno de nuestros clientes
posee los medios para hacernos llegar
oportunamente sus muestras sabados o
domingos, nosotros diligentemente las
procesaremos. Las muestras durante su
manejo vy traslado deben conservarse
refrigeradas de 4 a 8°C, hasta su proceso.

Las muestras se procesan en Lister Alta

Especialidad, sus datos son:
Morelos #3 Nte.,

Zona Centro

Altamira, Tamaulipas

C.P. 89600

Tel. 264-0027, 162-2479
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Sepsis. PCR en tiempo real

PCR en tiempo real, al igual que en la PCR de
punto final (la PCR tradicional), se amplifica
una o varias regiones de DNA gendmico que
son especificas del organismo de interés o
son importantes para identificar
caracteristicas relevantes —como, en el caso
de bacterias, su resistencia terapéutica
genéticamente codificada. La PCR en tiempo
real es una técnica que permite la
cuantificacion de los productos de
amplificacion durante la fase exponencial de
la reaccion de PCR. Esta caracteristica sobre
la PCR de punto final permite detectar y
cuantificar el blanco molecular a medida que
la reaccion se lleva a cabo, y en su
culminacién, evita las manipulaciones
posteriores a la PCR tradicional. El estudio
que ofrecemos no cuantifica al agente
patdgeno, porque como veremos, la PCR
para sepsis es anidada y cuantificar en estas
circunstancias con certeza es practicamente
imposible. Sin embargo, esta metodologia
acorta el tiempo que dura el estudio y la

velocidad a la que se conocen los resultados.

Se dice que la prueba es multiplex porque
posee la caracteristica de incorporar

simultaneamente miltiples reacciones en

cadena especificas para diferentes blancos.
De esta forma, con un s6lo programa de
reaccion —que comparten las miltiples
reacciones simultaneas- amplificamos todos
los blancos de interés que Se encuentren en
la muestra. En este caso hablamos de
numerosos patégenos, asi como de la

resistencia  a  algunos  antibidticos
(resistencia a vancomicina [VanAy VanB]y a
meticilina [MetB]). Una vez mds, una
solucion de este tipo permite acortar de
forma importante la identificacion de
patdgenos y sus resistencias terapéuticas,
ya que es posible obtenerlas en una sola
reaccion. Por ende, los resultados pueden
entregarse en menos tiempo.

Cada reaccion de este tipo cuenta con
controles internos, esto es, iniciadores
especificos para regiones genomicas
humanas que deben amplificar en toda
reaccion si ésta se ha llevado a cabo
cumpliendo con todos los requisitos. Si un
control interno no amplifica no deberiamos
obtener ningun producto de reaccion y esto
es indicativo de que la extraccion de acidos
nucléicos o la reaccion no resulté funcional y
debe repetirse el procedimiento (eliminamos
falsos negativos por mala extraccion o
reaccion deficiente).

Adicionalmente, en una segunda reaccion
anidada, ofrecemos la opcion de identificar
de manera precisa 27 de los patdgenos mas
comunes. La reaccion se dice que es anidada
porque la materia prima de ésta no es la
muestra, sino los productos amplificados en
la primera reaccion, es una reaccion
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secuencial. Esto permite identificar con

mucho mas detalle los organismos
detectados en la primera reaccion.

Como ya se adelantd, nuestra prueba se
encuentra dividida en dos paneles, en el
primero se realiza un chequeo general de la
muestra que se despliega en la siguiente
tabla.

Sepsis Screening

Bacterias Gram +
Streptococcus spp.
Enterococcus spp.
Staphylococcus spp.

Resistencia a antibiéticos
VanA
VanB
MecA

Bacterias Gram — grupo A

P. aeruginosa

A. baumannii

S. maltophilia

S. marcescens

B. fragilis

S. typhi

Bacterias Gram — grupo B

K. pneumoniae
K. oxytoca
P. mirabilis

E. coli
E. cloacae

E. aerogenes
Hongos




