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RESUMEN

La sepsis es una enfermedad que puede afectar a toda la poblacion, aunque existe mayor
incidencia en neonatos, en ancianos, en personas con enfermedades cronicas y/o con sistemas
inmunitarios debilitados. Esto ligado a la alta mortalidad, la inespecificidad de la
sintomatologia inicial y al aumento de la letalidad conforme aumenta el tiempo de actuacion,
hace que sea complicado y primordial identificar la sepsis de la manera mas rapida, especifica
y menos invasiva posible. Aunque existen varias estrategias de diagnostico que han demostrado
tener una alta sensibilidad y fiabilidad, estas no resultan suficientes, ya que no cumplen varias
de las premisas necesarias. Ademas, la deteccion no se completa hasta que se haya llevado a
cabo un cultivo sanguineo, esto conlleva varias limitaciones que seran discutidas.

Los recientes avances en nanotecnologia han posibilitado el desarrollo de estrategias de
deteccion de los biomarcadores de interés o incluso directamente a los microorganismos
patogenos, en tiempos y volumenes muy reducidos. La aplicabilidad mas prometedora de estos
avances se centra en la tecnologia en el punto de asistencia (POCT), que ha resultado
revolucionaria en varios ambitos cientifico-sanitarios, entre ellos, en la deteccion de sepsis.
Estan surgiendo numerosos métodos que cuentan o aspiran a contar con tecnologia POCT, y
estos parecen tener un futuro prometedor como herramientas de identificacion de sepsis, ya que
cumplen muchas, sino todas, de las caracteristicas imprescindibles para convertirse en los
métodos de deteccion perfectos.

En este trabajo se ofrece una revision y comparaciéon breve de los principales métodos
convencionales de deteccion con los métodos nanotecnoldgicos que han surgido estos ultimos
afios.

Palabras clave. Sepsis, Biosensores, POCT, Biomarcadores de sepsis, Nanotecnologia, Diagnostico
Sepsis

ABSTRACT

Sepsis is a disease that can affect the whole population, although there is a higher incidence in
neonates, the elderly, people with chronic diseases and/or weakened immune system. This,
along with the high mortality, the lack of specificity of the initial symptomatology and the
increase in lethality as the time of action increases, makes it difficult and a top priority to
identify sepsis in the fastest, most specific and the least invasive way possible. While there are
several diagnosis strategies that have proven to be highly sensitive and reliable, these are
insufficient, as they do not properly complete the necessary premises. In addition, detection it
is not considered completed until a blood culture test has been taken, which entails multiple
limitations that will be discussed.

Recent advances in nanotechnology have made it possible the development of diagnosis
methods for detecting the biomarkers of interest or even directly the pathogenic
microorganisms, in very low time and volumes. The most promising applicability of these
advances are the point of care technologies (POCT), it has proven to be revolutionary in many
scientific-health fields, including the detection of sepsis. Many methods are emerging that have
or aspire to POCT technology, and these seem to have a promising future as tools for sepsis
identification, as they meet many, if not all, of the characteristics required to become the perfect
detection methods.

This paper offers a brief review and comparison of the main conventional detection methods
with the nanotechnology methods that have emerged during the past years.

Keywords. Sepsis, Biosensors, POCT, Sepsis biomarkers, Nanotechnology, Sepsis Diagnosis
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1 INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Sepsis se redefine en la Tercera Conferencia sobre las definiciones de Sepsis y Shock Séptico
de 2016 como una disfuncion organica causada por la respuesta desregulada del huésped a una
infecciébn que supone una amenaza para la supervivencia del individuo. Se enfatiza en la
presencia de una respuesta no homeostatica a la infeccion, lo que atribuye una mayor letalidad
en comparacion a una infeccion, y se remarca la necesidad de diagndstico y manejo precoz.!
Anteriormente, en 1991, la sepsis designaba un Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
(SIRS) causado por un microorganismo patdégeno. Se suele manifestar por dos o mas de las
siguientes condiciones, temperatura >38°C o <36°C, frecuencia cardiaca >90 latidos por
minuto; frecuencia respiratoria >20 respiraciones por min o Presion parcial de CO> (PaCO »)
<32 mmHg y/o recuento de leucocitos >12000/mm?, <4000/mm> o >10% de bandas.? Debido
a la pobre especificidad y a la existencia de pacientes que no muestran criterios de SIRS, se ha
producido este cambio de definicion, y se ha empezado a utilizar la escala SOFA (Evaluacion
secuencial de insuficiencia orgénica). El uso de esta escala hace prescindible el término sepsis
grave, que anteriormente designaba la existencia de una o varias disfunciones orgéanicas.

El shock 0 més conocido como choque séptico es una subdivision de la sepsis con mayor indice
de mortalidad. Ocurre cuando se producen anomalias circulatorias, celulares y metabolicas
profundas. Esto se traduce en un aumento de la presion arterial de 65 mmHg y en los niveles
de lactato sérico >2 mmol/L en ausencia de hipovolemia. !

La sepsis puede ocurrir a toda la poblacion en general, aunque existen grupos y factores de
riesgo que pueden predisponer a padecer este sindrome. Los principales factores de riesgo de
padecer sepsis son, la baja (neonatos y nifios) y la alta edad, pacientes inmunodeprimidos o con
enfermedades cronicas, como pueden ser pacientes con VIH, diabetes, cancer y/o trasplantados.
En los ultimos afos, la incidencia de la sepsis ha aumentado debido al aumento de la conciencia
de esta enfermedad (que ha permitido identificar casos antes subestimados), al aumento de la
poblacién anciana y con enfermedades cronicas expuesta, a la aparicion de gérmenes
multirresistentes a antibioticos y por ultimo debido a los avances médicos que permiten un
aumento de la poblacion trasplantada. 3

Posee una muy elevada mortalidad y el prondstico varia dependiendo del tiempo de deteccion
y del estadio de la enfermedad. La progresion de sepsis a shock séptico suele ser rapida, siendo
las primeras 72 horas cruciales para el pronostico del paciente afectado, es por ello por lo que
se remarca siempre la importancia de una deteccion precoz para lograr un rapido abordaje.>
El estudio de Vincent et al.* (2006), uno de los estudios mas importantes realizados en
Europa, en el que se estudiaron 3147 personas de 24 paises europeos con un seguimiento de
15 dias, concluyo que la mortalidad asociada a sepsis es del 27%, en el caso de sepsis grave la
mortalidad es del 36%, pudiendo superar el 50% si el paciente llega al shock.
Por otro lado, en un estudio realizado en la comunidad de Madrid, en el que se identificaron
6968 episodios, la incidencia de sepsis grave fue de 14,1/10000 habitantes, aumentando a
86,4/10000 en menores de 1 aflos y a 230,8/10000 en mayores de 84 afios. °
Cabe mencionar que, en gran parte de los supervivientes, la sepsis deja importantes secuelas,
aumentando la gravedad de éstas a medida que avanza el sindrome. Es comtin un deterioro
fisico, cognitivo y de la salud mental, un posible desarrollo de sepsis recurrente, de
amputaciones e incluso exacerbaciones de enfermedades presentes o futuras.®
Por todo esto resulta muy importante la deteccion lo mas temprana y rapida posible, para poder
frenar el trascurso de la enfermedad y evitar, en la medida de lo posible, los dafios asociados.
Actualmente el método de certeza o patron de referencia (denominado comunmente gold
standard) para detectar sepsis sigue siendo el cultivo sanguineo, aunque para el manejo y
-3-
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prondstico de la enfermedad no es el mejor indicador si se utiliza como Unica técnica de
diagnostico, principalmente por su tiempo de demora. Por ello, para la deteccion y seguimiento
de la sepsis se ha hecho indispensable el uso de (bio)marcadores que gracias a la aparicion o al
aumento en sangre de los mismos, indican la posible presencia de sepsis. Estos pueden desde
jugar papeles determinantes en la defensa del hospedador a simplemente indicar de manera
inespecifica la presencia de una inflamacion o infeccion. Los biomarcadores tienen por lo tanto
tres papeles importantes: identificar o descartar la presencia de sepsis, evaluar la severidad y
evaluar la respuesta del paciente al tratamiento.

Aunque las estrategias de deteccion de sepsis convencionales han demostrado tener una
sensibilidad y especificidad alta, no han logrado funcionar con bajas cantidades de muestra o
tener la rapidez que se precisa, y de ninguna manera, han logrado sustituir el cultivo sanguineo.

2 OBJETIVOS

El principal objetivo de esta revision bibliografica es dar a conocer los tltimos avances en la
deteccion precoz de sepsis. Para ello, se analizaran de manera independiente las caracteristicas
y las bases cientificas de los ultimas estrategias de deteccidon que sean consideradas mas
prometedoras, por ultimo, se compararan tanto entre ellas como con los metodos
convencionales de diagnodstico para corroborar sus ventajas.

3 METODOLOGIA

Este trabajo se ha realizado mediante la busqueda exhaustiva de los tltimos estudios publicados
sobre el tema a tratar para proporcionar una vision lo mas actualizada posible. Ademas, se ha
incluido informacién general sobre las caracteristicas y patogenia de la sepsis para poner asi en
contexto al lector.

La bibliografia se ha consultado en revistas cientificas, tesis, bases de datos (PubMed,
ScienceDirect, SciELO, Dialnet, Google Scholar, catalogo Cisne de la Biblioteca Complutense
en linea y ACS Publications) y libros de texto. La busqueda de informacion se realizd entre
marzo y mayo del afio 2020. La lista completa de las fuentes consultadas esta disponible en el
apartado de bibliografia.

4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 El test ideal

La prueba ideal para detectar la sepsis debe reunir varios requisitos, entre ellos los mas
importantes son, permitir una rapida deteccion (en menos de 6 horas y antes de la aparicion de
dafios irreversibles), de alto espectro y permitir identificar patdgenos especificos y que muestre
la severidad de la sepsis. Ademas, es imprescindible que cuente con una alta sensibilidad y que
sean facilmente reproducibles, siendo lo menos invasivo posible y con una cantidad de muestra
menor de 0,5 ml (punto especialmente importante en el caso de neonatos). En el caso de que
ademas de cumplir todo lo anterior, detecte resistencias, ofrezca valores pronosticos y mantenga
un coste-efectividad elevado, estariamos ante una prueba de sepsis ideal.

También, en el caso de utilizar un biomarcador para determinar la presencia de sepsis, estos
deben presentar unas caracteristicas determinadas. Tienen que ser componentes estables en un
periodo de tiempo suficiente para que se pueda garantizar su determinacion, este tiempo debe
tener en cuenta el proceso de recogida de la muestra en una jornada de trabajo normal, o deben
permitir su almacenaje sin que se produzca descomposicion del mismo antes del analisis.
Ademéds, debe permitir la obtencidon cuantitativa de su concentraciéon y que el método de
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determinacion sea lo més sencillo y barato posible, asi como debe mencionarse que el tiempo
de respuesta sea rapido.’®

Este test ideal aun no existe, pero se estan estudiando nuevos métodos y combinaciones que
cada vez se acercan mas a cumplir todos los requisitos. El método de referencia sigue siendo
el cultivo sanguineo, se sigue teniendo que realizar para identificar el(los) agente(s) patogeno(s)
y asi administrar el antibiotico mas adecuado. Todos los métodos de deteccion que se comentan
a continuacion se utilizan para agilizar el posible diagnostico y lo mas importante, poder hacer
un seguimiento de la efectividad del tratamiento mientras se realiza el cultivo sanguineo, que,
al tardar dias, el tratamiento se comienza “a ciegas”, ya que se administra antes de conocer de
manera certera el agente patdgeno que causa la infeccion.

4.2 Métodos empleados en la actualidad

4.2.1 Cultivo sanguineo, patron de referencia

Es el método de deteccion imprescindible en la actualidad para poder corroborar la existencia
de sepsis en el paciente, asi como para poder detectar el microorganismo responsable y asi
poder usar el tratamiento antibidtico mas adecuado, los hemocultivos son necesarios ya durante
una bacteriemia el nimero de microorganismos en limitado, por ello no se pueden realizar
tinciones directas en sangre. Esta prueba es de facil realizacion y accesible a cualquier centro
por lo que debe realizarse, si es posible, antes de comenzar el tratamiento antibidtico y
periodicamente para conocer como va respondiendo el microorganismo al tratamiento. Una de
las mayores limitaciones de este método es el tiempo que demora la prueba, pudiendo tardar de
6 h a 5 dias el cultivo de dicho patdégeno, sumado al tiempo de identificacion por parte del
laboratorio, <24h, y al tiempo de realizacion de la prueba de susceptibilidad antibidtica, unas
48h. Esto muchas veces limita la posibilidad de realizarse el cultivo antes de comenzar el
tratamiento debido a la necesidad de una rapida actuacion en una enfermedad contrarreloj como
es la sepsis. Otro de los grandes inconvenientes es la necesidad de altas cantidades de sangre,
especialmente restringidas en neonatos y mas en los de bajo peso al nacer ya que no permiten
la extraccion de tal volumen sanguineo. Generalmente en adultos es necesaria mas de una
extraccion de 10-20 ml, llegando a los 20-40 ml de sangre extraida en total. Esta cantidad resulta
inviable en neonatos, por lo que se debe reducir la cantidad a 1-5 ml en este caso, accion que
puede inducir a la aparicion de falsos negativos. % 1

Ademas, es imprescindible conservar la asepticidad durante todo el proceso, en el caso de que
no se guarde esta premisa puede llevar a falsos positivos o la identificacion de patdogenos que
se encuentran en la epidermis y no estan causando la infeccion. A favor de este método cabe
mencionar que, al utilizar altos volumenes de muestra, permite con mayor sensibilidad detectar
la escasa cantidad de microorganismos presentes en sangre durante una bacteriemia, por ello
decimos que la sensibilidad del método es volumen dependiente. '% - 12

Existen sistemas automatizados que realizan de manera computarizada el hemocultivo del
microorganismo, manteniendo una temperatura de 36° +/-1 °C, una agitacion continua y la
emision de una sefial en caso de obtener un cultivo positivo. Dentro de estos sistemas destacan
dos, VITEK® y BD BACTEC™ FX.

El VITEK® permite la identificacion y prueba la especificidad a los antibidticos de forma
automatizada una vez que se han tomado e incubado las muestras. En el caso de BACTEC™ es
necesario afiadir la muestra de sangre, de 1-3 ml en caso pediatrico (ya que no es posible extraer
mas, la cual seria deseada) y de 8-10 ml en adultos. Estos aparatos detectan en 8-70 horas el
consumo de CO; mediante colorimetria, que en el caso de aumentar significativamente sera
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positivo. Esta prueba disminuye el tiempo de diagnostico frente al cultivo convencional (6 h a
5 dias), pero también detecta bastantes falsos positivos, que por ejemplo en el caso de un
neonato puede ser bastante perjudicial, al administrarle antibi6tico sin necesidad.'® 1%!3

Por todo esto, aunque hoy por hoy sea necesario el uso de cultivos sanguineos, debido a las
limitaciones del excesivo volumen de muestra que se necesita, y alto tiempo en el diagndstico,
se estan estudiando nuevas opciones para la deteccion precoz de la sepsis (o de los
biomarcadores) que aumenten la rapidez de la obtencidén de resultados y que permitan la
disminucion del volumen de muestra.

También es importante comentar que existe la posibilidad de realizar cultivos con otros fluidos
como orina o fluido cerebroespinal, pero estos son menos sensibles, especialmente en neonatos
de menos de 72 horas de vida.

4.2.2 Diagnostico molecular

Los métodos moleculares se utilizan también, aunque en menor medida, como herramientas
diagnosticas de sepsis. La deteccion de microorganismos se puede realizar a partir de un
hemocultivo positivo (FilmArray™ de Biomerieux) o directamente de la sangre del paciente,
sin necesidad de realizar una incubacion previa como en los cultivos sanguineos (SeptiFast®
de Roche o SepsiTest™ de Molzym). Mediante estas estrategias, se podria acelerar la
identificacion del agente patégeno, disminuyendo en un primer momento la administracion
indiscriminada de medicamentos, habitualmente antibidtico.

Cabe destacar que, si bien estas plataformas han permitido acelerar el diagnostico etiologico de
la sepsis frente a ciertos casos de hemocultivos, el tiempo de deteccion con estas plataformas
oscila entre las 4 y 10 horas, tiempo en ocasiones equivalente al patrén de referencia. De igual
manera, los valores de sensibilidad y especificidad son altamente variables, hecho que
demuestra que existe una falta de perfeccionamiento de estas técnicas moleculares. Otro
inconveniente, especialmente de las técnicas que analizan directamente a partir de una muestra
sanguinea, es que al reducir el volumen de muestra a analizar aumenta la posibilidad de falsos
negativos. 'l 1413

FilmArray™ es una técnica que emplea tecnologia de PCR en tiempo real. En varios estudios
ha demostrado una disminucion del tiempo de identificacion del microorganismo, el tiempo de
actuacion una vez que se ha obtenido un hemocultivo positivo (24-72 horas) es de 1 hora, y
tiene una sensibilidad del 95%. Este método no exime de la realizacién de un primer cultivo
sanguineo, por lo que la cantidad de muestra es la misma que en el método de referencia, 10-
20 ml en adultos.'*

Dentro de los sistemas que utilizan directamente una muestra sanguinea encontramos
SeptiFast®, que a través de 3 PCR combinadas secuenciadas (para identificar bacterias Gram
+, Gram — y hongos) permite identificar 19 especies de bacterias y 6 de hongos, en un tiempo
de 6 horas. La cantidad de muestra necesaria es de 1,5 ml de sangre. Mediante la realizacion de
una prueba adicional, esta técnica permite detectar la presencia de mecA en S. aureus, gen de
resistencia a Meticilina. La sensibilidad de esta prueba oscila entre el 63-83% y la especificidad
entre el 83-95%. El otro método de estas mismas caracteristicas es SepsiTest™ funciona
mediante PCR y una posterior secuenciacion del amplicén' obtenido. Necesita un volumen de
muestra de solamente 1 ml, aunque esta muestra suele ser de sangre también puede aceptar

 Amplicon: conjunto de moléculas de DNA idénticas, resultado de una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Esencialmente, se trata de un clon molecular. Fuente: TREMEDICA (2008)

-6-



Nuevas estrategias nanotecnoldgicas para la deteccion de sepsis Laura Aguirre Socas

hasta 10 ml de otros liquidos estériles; y el tiempo de muestreo oscila entre las 8 y 12 horas. La
sensibilidad de esta prueba es muy variable, en los estudios varia desde el 11 al 87%.!2
Tanto SeptiFast® como SepsiTest™ requieren equipamiento para realizar la PCR.'

La medicion de niveles de HLA-DRA' se utiliza como método de deteccion de sepsis. Su
importancia radica en que esta ligado a la respuesta inmune. Mediante la medida de los niveles
sanguineos de HLA-DRA se evalua el grado de inmunosupresion asociado a la sepsis, estos
niveles pueden monitorizarse mediante la realizacion de técnicas PCR.!6

4.2.3 Marcadores

Se ha estudiado un gran nimero de marcadores, entre ellos mas de 170 biomarcadores, pero a
dia de hoy no existe ninguno que de manera independiente confirme de manera certera sepsis.
Todos los marcadores se deben interpretar teniendo en cuenta el contexto de la historia clinica
del paciente, asi como es imprescindible evaluar otros sintomas clinicos o signos de infeccion.
La escala SOFA es imprescindible, en el caso de sospecha de sepsis se puede complementar el
diagndstico con biomarcadores, algunos de los mas estudiados y utilizados son la PCT, la CRP
y la IL-6. Otros como el CD64 y los relacionados con el genoma del patdégeno estan siendo
investigados en la actualidad.’

4.2.3.1 Marcadores biofisicos

El SOFA y el qSOFA (quick SOFA) son las dos escalas indicadas en el Gltimo consenso
internacional para la deteccion precoz y seguimiento de la sepsis que sustituyen a los criterios
SIRS establecidos en el 2001.! SOFA valora el funcionamiento de 6 6rganos, siendo el
cardiovascular el de mayor importancia para su prondstico (Tabla 1), las puntuaciones para
cada organo son de 0 a 4, se dira que hay “disfuncion” cuando se asignan 1 o 2 puntos y “fallo”
de 3 a 4 puntos. En definitiva, una puntuacion mayor o igual a 2 indica disfuncion orgénica. El
gSOFA incluye criterios mesurables a pie de cama, lo que sirve como una alternativa mas rapida
que SOFA al no necesitar pruebas de laboratorio. Los criterios son alteracion del nivel de
conciencia en la escala Glasgow <13, tension arterial sistdlica <100 mmHg y una frecuencia
respiratoria > 22 respiraciones por min. Existira infeccion cuando se cumplen al menos 2 de los
3 criterios presentes.> !

SIRS como se indico en la introduccidn, se suele manifestar por dos o mas de las siguientes
condiciones, temperatura >38°C o <36°C, frecuencia cardiaca >90 latidos por minuto;
frecuencia respiratoria >20 respiraciones por min o PaCO> <32 mmHg y/o recuento de
leucocitos >12000/mm?® y <4000/mm?>. SOFA tiene mayor capacidad pronostica que SIRS y
qSOFA, por ello es la actual referencia de diagnéstico.!!

Aunque los criterios SOFA hayan supuesto una mejoria en la deteccion rapida de sepsis, este
sigue sin ser suficiente, debido primariamente a su falta de especificidad. Por este motivo existe
un sobrediagnostico de aproximadamente un 30% de los pacientes, lo que aumenta los gastos
hospitalarios, la administraciéon innecesaria de antibidticos y la resistencia a los mismos.
Ademas, para poder analizar algunos de los criterios SOFA se necesitan equipos e
infraestructura que puede no estar presente en todos los hospitales.'?

i HLA-DRA: genes de clase II que codifican la cadena alfa del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH)
o en inglés, HLA. Fuente: HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC)
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Tabla 1. Parametros evaluados por la escala SOFA
Puntuacion 0 1 2 3 4 ‘

RESPIRATORIO

PaOZ/FIOz
(mmHg)
COAGULACION
Plaquetas
103/mm?
HEPATICO
Bilirubin
a <1.2 1.2-1.9 2.0-5.9 6.0-11.9 >12.0
(mg/dL)
CARDIOVASCULAR

TAM
(mmHG) DA <50 DA 5.1-15 DA>150
Drogas >70 <70 dobutaminaa | o Epi <0.1 Epi >0.1
vasoactivas cualquier dosis | 0 NA <0.1 o NA >0.1
(pg/kg/min)
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
Escala de
Glasgow
RENAL
Creatinin
a (mg/dL)
Diurésis
(ml/dia)
Abreviaturas. PaO,, presion parcial de oxigeno; F10,, fraccion inspirada de oxigeno; SR, soporte
respiratorio; TAM, taquicardia auricular multifocal; DA, dopamina; Epi, epinefrina; NA,
noradrenalina.
Notas. El rango de la escala de coma de Glasgow es de 3—15; mayor puntuacion indica mejor funcion
neurologica.
Fuente: tabla adaptada de Ref 1

>400 <400 <300 <200 + SR <100 + SR

>150 <150 <100 <50 <20

15 13-14 10-12 6-9 <6

<1.2 1.2-19 2.0-34 3.5-49 >5.0

<500 <200

Otro marcador biofisico es el RALIS, un algoritmo computarizado que analiza los signos vitales
que introduce el clinico en el programa. Se examinan los datos de ritmo cardiaco, ritmo
respiratorio, temperatura, nimero de desaturaciones (<80% en >10"), numero de eventos de
bradicardia (<100 latidos/min en >10") y el peso. El resultado serd un valor numérico entre 0-
10, un resultado >5 durante mas de 6 horas es signo de respuesta inflamatoria aguda.

Es un método de deteccion que se utiliza en neonatos prematuros, al ser mas probable que
desarrollen sepsis, ya que esta prueba es util para detectar la sepsis antes de la que se instauren
los sintomas clinicos, pero al igual que las anteriores son poco especificas.'®

4.2.3.2 Biomarcadores

Los biomarcadores mas estudiados son la Proteina C-reactiva (CRP) y la Procalcitonina (PCT),
ambos son mediadores inflamatorios que indican de manera méas o menos especifica la
presencia de una infeccion.

La CRP es una proteina de fase aguda liberada por los hepatocitos que indica la presencia de
inflamacion y/o infeccion, esto se traduce en una baja sensibilidad, ya que pueden aumentar sus
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valores en sangre por motivos distintos a la presencia de una infeccion, resultando insuficiente
su aumento para diagnosticar la sepsis. Destaca su cinética, ya que el aumento de los niveles de
CRP en sangre se dan a partir de las 10-24 horas, produciéndose el pico hasta las 48 horas
después del comienzo de la sepsis. Por todo esto, la deteccion de la CRP como unico
biomarcador carece de sentido actualmente.

En segundo lugar, la PCT, es una molécula proinflamatoria, su incremento en sangre se produce
antes de las 6 primeras horas de infeccion, alcanzando su pico a las 8-24 horas. A partir de este
periodo, los niveles de PCT comienzan a disminuir. Por ese motivo es importante detectar esta
proteina durante las primeras horas de sospecha. La sensibilidad y especificidad de esta
molécula es mayor que la de CRP ademas de permitir su deteccion varias horas antes,
permitiendo una mas rpida deteccion. %% 18

]
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Figura 1. Relacion entre la concentracion plasmatica de los
biomarcadores CRP y PCT, y el tiempo.
Fuente: reproducido con el permiso de Ref 9

Otro de los biomarcadores que se pueden encontrar a la hora de realizar un analisis bioquimico
es el lactato, un metabolito resultante de una hipoperfusion tisular que desencadena en una falta
de suministro de oxigeno y nutrientes a los tejidos. Niveles elevados de lactato se correlacionan
con mayor severidad de sepsis, por lo que se utiliza para estratificar el riesgo de mortalidad, no
se puede utilizar como biomarcador diagnéstico.'®>2°

Las citoquinas al ser moléculas secretadas por distintas células que intervienen en la respuesta
inflamatoria se encontraran en niveles anormales y por ello pueden servir de biomarcadores de
sepsis. Destacan IL-6, IL-10, IL-8 y el TNFa.” Varios estudios concluyen que la cuantificacion
de estos biomarcadores por separado no resulta demasiado representativa de la presencia de
sepsis, en cambio el andlisis del ratio IL-6:1L-10 posee una sensibilidad del 81,25% y una
especificidad del 100%. Los niveles de citoquinas empiezan a aumentar a las 2-4 horas del
inicio de sepsis, alcanzando el pico a las 6-8 horas. !°

El neutréfilo CD64 es un receptor expresado mayoritariamente en monocitos que media en la
realizacion de fagocitosis. El aumento de CD64 en PMN (leucocitos polimorfonucleares)
(nCD64) significa la respuesta a una inflamacion y de una infeccion en el hospedador, ademas
se detecta entre 1y 6 horas tras la infeccion.!* En un metaanalisis realizado por Joan Cid et al.
2l'en el 2010, se confirmé la utilidad de utilizar el nCD64 como diagndstico de infecciones
bacterianas, aunque también se sugirid la necesidad de realizar mas estudios al respecto.
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Mediante un hemograma también se pueden obtener valores que ayuden a detectar sepsis. Las
células sanguineas que sirven de biomarcadores de sepsis son las que se indican en la Tabla 3.
De cualquier manera, el rendimiento es limitado y nunca se deben utilizar como método
diagnostico por si mismos, pero si proporcionan informacion complementaria solo.

Tabla 2. Sensibilidad y especificidad de los biomarcadores sanguineos empelados en sepsis

Biomarcador sanguineo Sensibilidad (%) Especificidad (%)
Neutrofilos inmaduros/totales >0,16 92-96 71-95
Neutréfilos totales <1750/mm? 77-96 61-68
Leucocitos totales <5000/mm3 o 22-44 89-92
>21000/mm3
Neutréfilos degenerados 33-45 70-95
Recuento de plaquetas <150000/mm3 22-70 88-99

Fuente: adaptacion de la tabla “Valores de sensibilidad y especificidad de los datos anormales del
hemograma para el diagnodstico de la sepsis neonatal tardia” de Ref 7

Las técnicas que se utilizan convencionalmente para el diagnoéstico de sepsis son la
espectrometria de masa (EM), la quimioluminiscencia (CLIA) y la electroquimioluminiscencia
(ECLIA), basadas en la emision radiomagnética producida por reacciones quimicas; también
por enzimoinmunoanalisis, de los que destaca el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA); el ensayo inmunofluorométrico (FIA) en el que una molécula fluorescente evidencia
si hay reaccion quimica; y nefelometria, que se basa en la medicion de la radiacion causada por
particulas, y por ultimo inmunoturbidimetria, basada en la perdida de intensidad luminica
debido al fenémeno de dispersion.® 22

4.2.4 Combinaciones de marcadores

La combinacion de dos o mas indicadores de sepsis es la practica mas utilizada en la clinica,
esto se debe a que no existe un Unico indicador especifico de sepsis. Estas combinaciones
aumentan siempre el valor predictivo de las pruebas.

CRP+PCT

Esta combinacion de biomarcadores es la que mas se utiliza para diagnosticar en un primer
momento sepsis.

Un metaanalisis realizado en el afio 2018 concluyd que la combinacion de PCT y CRP mejora
la capacidad de diagnostico en comparacion con ambos métodos por separado, con una
sensibilidad del 91% y una especificidad del 89%2*. Aunque esta combinacion resulta util en el
diagnostico, sigue teniendo varios problemas, entre ellos, la cantidad de muestra necesaria para
el analisis, alta para neonatos.

nCD64 + SOFA
Un estudio reciente realizado por Yin et al. ©* concluy6 que los parametros nCD64 y el sistema
SOFA se pueden utilizar como indicadores de sepsis, sin necesidad de usar mas marcadores.

L. 24

PCT + HLA-DRA

Esta combinacion de métodos diagndsticos aumenta la sensibilidad al 80,2% en comparacion
con PCT de manera individual, pero mantiene la especificidad en el mismo valor. El estudio
realizado por Almansa et al. muestra que el ratio de PCT/HLA-DRA, aunque permite distinguir
la presencia de sepsis no indica la gravedad de la misma.
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Para realizar esta cuantificacion hay que medir la PCT del plasma sanguineo, que normalmente
se analiza mediante un inmunoensayo de ECLIA vy la realizacion de la PCR para detectar la
HLA-DRA.?

CRP +1L-8

En un estudio realizado por Franz et al. (2004) se midieron las ventajas del uso de la
combinacion de los biomarcadores CRP e IL-8 como herramientas de deteccion de sepsis. Para
medir la CRP se utilizd Nefelometria en heparina-litio utilizando como muestra el plasma o
suero sanguineo, por otra parte, para el andlisis de la IL-8 se utilizaron 50 pL de plasma
heparina-litio y se utilizdé quimioluminiscencia. La sensibilidad y especificidad del uso de esta
combinacion fue del 80% y del 87% respectivamente. 2

CD64 + CRP + PCT + WBC

La combinacion de todos estos biomarcadores estudiada por Yang et al. >’ mostré una muy alta
sensibilidad del 95,45% y una especificidad del 70,43%, aumentando por lo tanto la
sensibilidad en comparacion de cada uno de los biomarcadores mencionados por separado. Para
la cuantificacion de dichos biomarcadores se utilizaron varias tecnologias de identificacion
como el Modulo E170 para Modular Analytics (de Roche) o BD FACSCanto (de BD
Biosciences) entre otras. Por ello, aunque la sensibilidad de la combinacion de CD64, CRP,
PCT y WBC es muy alta, se necesita mucha instrumentacion, ademas de que aumenta el tiempo
de deteccion al tener que detectarse todos los biomarcadores de manera individual.

4.3 Nuevas alternativas diagndsticas

Los métodos de deteccion que mas estan siendo estudiados en los ultimos afios son aquellos
que pueden ser tecnologias POCT (point-of-care testing, pruebas en el punto de cuidados o de
asistencia). Estas nuevas opciones diagnésticas pretenden cubrir los problemas e
inconvenientes que surgen en el uso del sistema SOFA, asi como en los métodos actuales que
no permiten cubrir varias de las premisas que debe cumplir una prueba de sepsis para ser
considerado ideal.!? 2

Las pruebas en el lugar de asistencia al paciente pueden definirse como aquellas magnitudes
biologicas que se determinan fuera del laboratorio, en un entorno proximo al lugar de asistencia
al paciente, y que son realizadas de forma manual, automdtica o semiautomatica por personal
ajeno al mismo. Se basan en la realizacion de un analisis biomolecular lo mas rapido posible,
esto se consigue en gran parte al ser portatiles, evitando asi el continuo desplazamiento del
paciente, asi como del personal encargado. También se encargan de evaluar la eficacia de los
tratamientos de manera periddica mediante una continua monitorizacién, y reducir el volumen
y numero de extracciones sanguineas, al necesitar muestras del orden de microlitros. Otros de
los objetivos administrativos y econdmicos son agilizar el proceso de consentimiento por
escrito y reducir al maximo la cantidad de equipamiento necesario, siendo lo mas béasico y
estandar posible; de esta manera, a largo plazo los POCT reducen costes. '>%°

Esta técnica normalmente utiliza tecnologias microfluidicas, usando flujo lateral y/o tiras
reactivas entre otras, combindndose en muchas ocasiones con la utilizacion de smartphones
como dispositivos de lectura, de esta manera se detectan y analizan las concentraciones de los
distintos biomarcadores, que seran proteinas y células humanas, e incluso podrian detectar
directamente los microorganismos patogenos. La cantidad de muestra necesaria para la
realizacion de este método puede ser tan baja como la obtenida con un simple pinchazo en el
dedo (Figura 2)."

211 -



Nuevas estrategias nanotecnoldgicas para la deteccion de sepsis Laura Aguirre Socas

N

Figura 2. Procedimiento esquematizado del funcionamiento de las tecnologias POCT.
Fuente: elaboracion propia

Ademés, en la actualidad se estan estudiando y creando muchos sensores electroquimicos y
opticos, estos pueden ser facilmente integrados en plataformas miniaturizadas al presentar las
caracteristicas necesarias como son la sencillez, rapidez, alta sensibilidad y la portabilidad. Asi,
el objetivo de muchas de estas nuevas estrategias de diagnostico es llegar a ser tecnologias
POCT.

4.3.1 Sensores electroquimicos y opticos

Los sensores son dispositivos analiticos capaces de detectar especies quimicas de una muestra.
Constan de un transductor acoplado a una molécula de reconocimiento (donde se une la
molécula diana al ser reconocida). El transductor serd el responsable de transformar la
informacion quimica en una forma de energia medible, posteriormente, esta energia sera
traducida en una sefial analitica cuantificable.*

4.3.1.1 Sensores electroquimicos

Los sensores electroquimicos son dispositivos que transforman la informacion electroquimica
en una sefial analitica, normalmente funcionan con tres electrodos, uno de analisis o de trabajo,
otro de referencia y un contraelectrodo, estos permiten detectar los biomarcadores mediante
reacciones quimicas (normalmente redox). Los sensores electroquimicos mas usados son los
inmunosensores electroquimicos, estos se basan en el uso de anticuerpos o fracciones de
anticuerpos y antigenos, que emiten una sefial eléctrica en el caso de que se produzca la
formacion del complejo antigeno-anticuerpo. Este tipo de sensores se ha convertido en la
estrategia de deteccion de sepsis mas estudiada y habitual, esto se debe a su reproductibilidad,
su alta sensibilidad y especificidad, su alta fiabilidad, asi como por su facil integracion en las
plataformas POCT al ser sensores miniaturizados. % 3!

En 2015 Liu y Wang ¥ desarrollaron un inmunosensor electroquimico que utiliza
nanoparticulas de Au para detectar las moléculas de PCT de la sangre. El electrodo se sumerge
en 100 ul de muestra, éste se lava con PBS y a continuacion se sumerge en una solucion de Ac-
PCT (anticuerpo de PCT) marcado con nanoparticulas de oro modificado con ferroceno. Una
vez captadas las moléculas de PCT se detectan con un equipo de andlisis electroquimico
especifico.

Un estudio mas actual publicado en 2019 y realizado por A.S. Tanak et al. ** demuestra la
sensibilidad y especificidad de un inmunosensor dual basado en el uso de un electrodo, capaz
de identificar PCT y CRP en 10 pl de una muestra de suero sanguineo o de sangre total. En un
primer momento se utiliza un inmunosensor que capta las moléculas de PCT y PCR,
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seguidamente mediante la utilizacion de fluoroforos (molécula con un marcador fluorescente)
y microscopia de fluorescencia se valida que se ha producido esta union. La concentracion de
los biomarcadores se conocera a través de la espectroscopia ATR-IR (que mide cambios que se
producen en un haz de infrarrojos) y un andlisis electroquimico basado en espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS).

Otro de los dispositivos que se acercan a una tecnologia POCT desarrollado en los tltimos afios
es el de Min et al. **, estudio publicado en al afio 2018, en él muestran un chip con tecnologia
IBS (biosensor integrado de sepsis) que, mediante reacciones inmunomagnéticas captura el
biomarcador diana IL-3, la muestra sanguinea necesaria es de 500 pL. Posteriormente, un
electrodo se encargara de detectar los niveles de IL-3 mediante una reaccién enzimatica redox,
el tiempo total de analisis es <I hora. Los resultados se pueden leer en dispositivos portatiles
tal y como smartphones, incluso sefialan el desarrollo de una app y la posibilidad de conectarse
mediante bluetooth, facilitando la continua monitorizacion del paciente. Al comparar dicho IBS
con el método ELISA se encontrd que este chip cuenta con 10 veces mas sensibilidad y 5 veces
mas rapidez que el método clasico. La sensibilidad y especificidad fue del 91.3% y 82.4%
respectivamente.

Cabe destacar el estudio realizado por Molinero-Fernandez et al.’, en él se utiliza un
magnetoinmunosensor que en combinacion con técnicas electroquimicas detecta y cuantifica
los biomarcadores PCT y CRP en menos de 20 min y con un volumen de muestra de suero o
plasma sanguineo menor de 30 uL.. Como se muestra en la Figura 3, consiste en un sensor con
2 electrodos de trabajo, W1y W2, que se encargaran de capturar magnéticamente el compuesto
de CRP y PCT respectivamente. El compuesto mencionado estara formado por las moléculas
diana unidas a sus respectivos anticuerpos, los conjugados con la enzima HRP (Anti-CRP y
Anti-PCT) y los biotinilados (Anti-CRPb y Anti-PCTb), asi como por las microesferas
magnéticas, formando una estructura en sandwich. Gracias a su geometria y sus caracteristicas
magnéticas, disminuye el tiempo de ensayo y facilita la manipulacion.

Microesfera magnética

& Anti-PCT

& Anti-CRP Q7 Anti-PCTb
I Wl Wg l I % Anti-CRPb @) pcT

U U

Figura 3. Representacion esquematica del magnetoinmunosensor para detectar CRP y PCT.
Fuente: adaptacion de la Ref 9

4.3.1.2 Sensores Opticos

Los sensores Opticos son otro tipo de método de deteccion de los biomarcadores de sepsis, con
posible aplicacion POCT, estos utilizan la luz y sus propiedades u otras ondas magnéticas para
detectar la posible union de una molécula diana al biosensor, si se produce la union, se emite
una sefial luminosa que permite la cuantificacion del biomarcador de interés, un ejemplo de
esta sefial es la fluorescencia. Los biosensores Opticos han demostrado una alta sensibilidad, asi

EIS: se basa en el uso de una sefial de corriente alterna que es aplicada a un electrodo y registrando la respuesta
correspondiente, se utiliza para la caracterizacion electroquimica de las propiedades de los biomateriales, mide la
resistencia de transferencia de carga. Fuente: Mendoza-Flores J et al. Impedancia electroquimica.
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como una facil reproductibilidad. En este caso también es comun el uso de inmunosensores
opticos, por lo que, en este caso, si se forma el complejo antigeno-anticuerpo la sefial serd una
sefal optica como un cambio de color o la emision de fluorescencia, o un cambio en las
propiedades opticas, como puede ser el indice de refraccion.’!

En el afio 2016 el grupo de Vashist et al. 3> desarrollé un inmunosensor dptico para detectar los
niveles de PCT, la tecnologia utilizada es la Resonancia de Plasmones Superficiales (SPR),
mediante esta técnica al incidir un haz de luz se producen oscilaciones de los electrones libres
de las superficies metalicas que permite detectar si existe unidon antigeno-anticuerpo. Se
comprobo que este método es mas rapido (20 min), mas barato, mas estable, mas simple y
reproducible que el clasico método ELISA. La muestra en este caso es de 50 ul de PCT.

Uno de los estudios mas recientes, publicado en diciembre del afio 2019 y realizado por
Belushkin et al.*%, ha disefiado un dispositivo rapido, portatil y digital al que llamaron DENIS
(portable digital nanoparticle-enhanced plasmonic imager for rapid detection of inflammatory
biomarkers). Esta basado en la tecnologia SPR y LSPR, para la que se utilizan nanoparticulas
de oro (Au-NPs) para amplificar la sefial que produce la reaccion inmunologica en el caso de
producirse, y una matriz o array plasménico de oro que permite cuantificarla (Au-NHA). El
sistema DENIS detecta los niveles en suero sanguineo de los biomarcadores PCT y CRP,
mediante la conjugacion de estos con Au-NPs (Au-NPS con Ac-PCT2 o Ac-CRP2), unidos a
la superficie de Au-NHA funcionalizada con anticuerpos complementarios (Ac-PCT1 o Ac-
CRP-2). Como ventajas, este sensor permite la lectura Optica en un lector portatil, y evita el uso
de fluorocromos y reactivos habituales, abaratando el coste de estas plataformas. Es capaz de
cuantificar los niveles de PCT y PCR en una muestra de 20 pl, y un tiempo reducido de 15 min.

<) AY .
~ r Ay < )’_( <y
& ¢u-NPS con Ac-PCT2 » :t\‘u-NPS con Ac-CRP2

% y ¥
Y , Y Y . Y ‘ Ac-PCT1 “YAc-CRPI

Array plasmonico (Au-NHA)
Cristal

® rct CRP

Figura 4. Bases del funcionamiento del sensor optico DENIS, en este caso se muestra la union
para el biomarcador PCT (para el CRP el procedimiento es el mismo).
Fuente: adaptacion de la Ref 36

El grupo de investigacion de Molinero-Fernandez et al.*” ha publicado este afio un sensor de
sepsis en el que utilizan un inmunoensayo de fluorescencia basado en micromotores (FMIm)
para detectar PCT. El método de deteccion de PCT es mediante un inmunoensayo de
fluorescencia (FIA) basado en un micromotor', necesita una cantidad de muestra muy baja (25
ul) y un tiempo de andlisis de muestra medio de 30 min. Los micromotores tienen ventajas
destacables sobre las capacidades de deteccion del biomarcador, entre ellos el movimiento
autonomo que genera los micromotores en la disolucion, los propios motores se mueven a través
de la muestra buscando el analito sin necesidad de agitacion externa, mejorando asi el
reconocimiento de los biomarcadores. La cuantificacion del biomarcador se lleva a cabo
mediante el uso de un microscopio que mide la sefial de fluorescencia. Este método puede
suponer un avance muy prometedor por su potencial aplicacion POCT.

¥ Micromotor: microdispositivos autopropulsados, que dotados de bioreceptores especificos son capaces de
transportar "cargas" de una manera rapida y controlada. Fuente: Boletin de la Sociedad Espaiiola de Quimica
Analitica N°63
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Uno de los mas prometedores estudios es el publicado en 2019, el grupo de investigacion
formado por Fabri-Faja et al.*® ha disefiado un dispositivo POCT, un microarray que incorpora
un biosensor interferométrico” dptico que permite la deteccion de las moléculas de interés, que
son en este caso dos proteinas, CRP y IL-6, y miRNA. El funcionamiento de este sistema se
basa en que los biomarcadores presentes en la muestra se unen a su biomolécula de
reconocimiento (que seran anticuerpos para las proteinas y hebras de DNA complementarias
para el miRNA), una vez unidas, estos complejos son atravesados por 2 haces de luz polarizada,
que mostraran cambios en el caso de que exista unioén de los marcadores diana a sus respectivas
biomoléculas. Estos cambios crean un patron interferométrico que se traducird en un mapa OPD
(diferencia de camino Optico). Este método es rapido, una vez incubada la muestra tarda tan
solo 1 min en detectar de forma simultanea los indicadores mencionados. Este sensor puede ser
una alternativa en un futuro, en este momento es una prueba de concepto en la que hay que
profundizar sobre todo en la viabilidad con muestras reales.

4.3.2 Sistemas microfluidicos en chip

La microfluidica es la principal tecnologia empleada en los POCT. Se tratan de dispositivos
que forman parte de los llamados microlaboratorios o laboratorios en un chip (del inglés lab on
a chip), éstos son capaces de realizar la deteccidon y cuantificacion del biomarcador de interés
en un tamafio minimo, mediante la utilizacién de nanotecnologia, analisis que se llevaria a cabo
de manera clasica en laboratorios rudimentarios.

La base de este método es la diferencia de comportamiento que tienen los fluidos a micro o
nanoescala, los fluidos circulardn a través de microcanales que permitiran la deteccion de los
biomarcadores diana. Para ello se utilizan chips con sensores miniaturizados (del orden de 3
cm?) que permiten la separacion y posterior cuantificacion de las moléculas mediante el uso de
muy bajas concentraciones de reactivos y de energia. La cuantificacion de las sefiales se suele
realizar de manera colorimétrica y se leeran en cualquier dispositivo compatible, que facilita la
lectura de los resultados.'

En el afio 2019, en un estudio realizado por LL.Sun et al.** se llevé a cabo un inmunosensor
igualmente basado en la tecnologia SPR pero esta vez localizada (que indica que el haz incide
sobre nanoestructuras) y la emisiéon de puntos cuanticos (QD)Y, lo que permite la identificacion
del complejo antigeno-anticuerpo en el caso de que se haya formado. El sensor se integra con
un chip microfluidico, lo que permite que sea un sistema POCT y llevar a cabo la deteccion en
la propia plataforma. Este chip permite la deteccion de PCT en 30 min y tiene una sensibilidad
de 0.5 ng/ml, usando 50 pl de muestra.

Un estudio anterior, publicado en el afio 2017, realizado por Hassan et al.*’ cuantifico la
expresion del marcador antigeno CD64 de los neutréfilos utilizando un sistema microfluidico,
la muestra necesaria para realizar esta prueba es de nicamente 10 pl de sangre, que se mide
directamente en el biochip. Este sistema es uno de los pocos que cumple las premisas para ser
un POCT. En la Figura 3 se esquematiza el funcionamiento del sistema, en primer lugar, se
introduce la muestra de sangre en el reservorio del chip representado como a en el esquema,;
esta reaccionard con la solucién tampon de la zona de entrada b (formada por acido férmico y
saponina) que provocara la lisis de los eritrocitos preferentemente. El proceso de lisis se detiene

V Interferometria: método basado en la medida de la diferencia de indices de refraccion entre la especie a estudiar
y una sustancia patron con un interferometro. Fuente: J M Costa, Diccionario de quimica fisica

v QD: cristales semiconductores con tamafio de unos pocos nanémetros, producen fluorescencia al ser excitados
con una fuente de luz ultravioleta.
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gracias a la solucion de neutralizacién que se encontrard en ¢, consiguiendo un medio isotonico.
Las células CD64+ seran capturadas en la zona de deplecidon y posteriormente cuantificadas
segun su tamafio mediante un contador eléctrico.

D)

DEPLECION

CEL. CD64+
MUESTRA e ® °

ENTRADA SALIDA

® Glébulos rojos

@ Neutréfilos CD64+

Resto glébulos blancos

SOL. NEUTRALIZADORA

Figura 5. Esquema del proceso de cuantificacion del sistema
microfluidico realizado por Hassan et al.
Fuente: adaptacion de la Ref 40

Una de las tltimas plataformas microfluidicas desarrolladas es la realizada por el grupo de
investigacion formado por Berger J, Valera E et al. *! en el afio 2020. Este biochip detecta por
medio de métodos electroquimicos e inmunoensayos, en una base microfluidica, los
biomarcadores IL-6 y PCT de manera simultdnea. En un principio necesita una muestra de 10
ul de plasma sanguineo, esta plataforma se encuentra en desarrollo todavia y ain debe evaluarse
su eficacia clinica.

En el ambito del diagnostico molecular, se ha disefiado una plataforma microfluidica llamada
U-dHRM, su nombre se debe a que integra la técnica de fusion de alta resolucion (HRM) con
una PCR digital universal (d-PCR), de esta manera se detecta y genotipa el DNA bacteriano.
Su funcionamiento se encuentra esquematizado en la Figura 4, se introduce la muestra en el
chip microfluidico, esta es separada en los distintos genomas patogenos, realizindose una PCR
en cada una de las divisiones, siendo la diana de amplificacion el gen 16s del rRNA. Una vez
terminada la PCR, cada una de las divisiones se calienta y emite una imagen fluorescente.
Finalmente se genera una curva de fusion que identifica los agentes patdégenos.

Este método, todavia en estudio, pretende contar con tecnologia POCT, para ello la
amplificacion con PCR se realiza en la propia plataforma, evitando de esta manera los cldsicos
equipos caros y voluminosos de PCR. Permite la identificacion de los microorganismos
patdgenos a partir de una muestra de <I ml de sangre en un tiempo menor de 4 horas.
Actualmente tiene la capacidad de identificar hasta 37 bacterias, se pretende ampliar el
repertorio ademas de incluir la identificacion de especies de hongos y de virus, permite la
identificacion de infecciones polimicrobianas y en el futuro podréd afiadirse la deteccion de

resistencias. '?
r— 1 @O0O| |OO0@O|_|O0OM®
Patégeno 1 — Q a
imae: | | QOO@@| | OQOQ0| | OBDO
Figura 6. Esquema del funcionamiento del método U-dHRM. Por orden se encuentra representada
la digitalizacion y amplificacion por PCR, el calentamiento e imagen fluorescentes de cada muestra

y la identificacion de los patogenos por curvas de fusion
Fuente: adaptado de la Ref 12
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4.4 Comparacion de los principales métodos de deteccion

Laura Aguirre Socas

Método Indicador Tiempo Muestra Ventajas Inconvenientes Ref

. S| 20-30 ml
Hc?mocultlvo 4? b-5 a| (adultos), 2-10 Deteccion y cuantificacion del agente | Método lento
clésico dias o . . ,

Cultivo positivo n | ml (nifios) patdgeno Necesidad de grandes voliimenes 10

. 2810 ml Alta fiabilidad Sensibilidad de la prueba proporcional al
Hemocqltlvo 8-70 h T | (adultos), 1-3 ml volumen de muestra
automatizado el ;s

(nifios)

. Deteccidn cuantitativa de patogenos Falsos negativos segtin el volumen de muestra
SeptiFast® , . . . . 11,
(PCR) DNA patéogeno | 6 h Sangre 1,5 ml Dejteccmn dg genes reslstgn‘Fes . Requiere equipos caros 12

Microorganismos de dificil incubaciéon | Patégeno no encontrado en la base de datos
Escala de coma Mayor rapidez Sobrediagnostico
gSOFA Glasgow, PAy | Min Signos vitales Permite un primer cribado Muy inespecifico, debe existir sospecha de 42
FR Prondstica sepsis
Plasma/suero 3-5 Esp601f"1’c idad m.ode'rada:al.ta Aumento con procesos no infecciosos 18,
CLIA PCT lh Deteccion cuantitativa rapida .
ml . Falsos negativos 22
Prondstica
o Precision y sensibilidad alta
Inml{noturbldl PCT+CRP lh Sangre 3-10 ml Deteccion cuantitativa rapida Gran Yolumen de .mues'tra 22,
metria y CLIA . Necesidad de equipamiento 23
Prondstica
Alta sensibilidad y precision
Sensor , PCT+CRP <20 min | Suero/plasma 30 ul Bmovq@nwndémp%@g. No evita el tratamiento “a ciegas” 9
electroquimico Deteccion cuantitativa rapida
Barato y facil de usar
Sensor 6fico IL-6, CRP y <1 min Sangre incubada 10 | Identifica al microorganismo La muestra necesita incubacion previa 38
P miRNA ul Posible futuro POCT En estudio, no se han utilizado muestras reales
Sistema . POCT Falta perfeccionamiento y estudios
microfluidico nCho64 30min | Sangre 10 ul Prondstica No evita el tratamiento inespecifico 40
Sisterna Detecta resistencias
. o DNA patéogeno | <4 h Sangre 1 ml Identifica al microorganismo En estudios de validacion 12
microfluidico

POCT

Notas. Las ventajas de las tecnologias POCT son, necesitan muy bajo volumen de muestra, portatiles, permiten monitorizacion, baratos. Con el inconveniente “No evita el
tratamiento a ciegas” se refiere a que no identifica al agente patdgeno por lo que se administra tratamiento sin saber cual es el mas adecuado segiin la etiologia de la sepsis.

Fuente. Elaboracion propia a partir de los datos de las Referencias indicadas
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S CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

La deteccion de sepsis en los estadios iniciales de la enfermedad es de vital importancia, ya que
de esta manera se favorece la supervivencia de los pacientes. Los métodos convencionales de
deteccion de sepsis, si bien muchos poseen una sensibilidad y fiabilidad alta, no resultan
suficientes como método de diagnostico, debido principalmente a que necesitan largo tiempo
de anélisis y/o altas cantidades de muestra de las que a veces es imposible disponer por las
caracteristicas tan especiales de los pacientes.

Es por ello por lo que se han desarrollado nuevos métodos de diagndstico de sepsis que
incorporan nanotecnologia, estos tienen como ventajas que son mas rapidos, sencillos y mas
especificos, ademds necesitan bajo volumen de muestra, premisa transcendental teniendo en
cuenta los grupos de riesgo que son mas susceptibles de padecer la enfermedad.

La mayoria de los estudios actuales se centran en desarrollar plataformas POCT. Estos son los
dispositivos mas prometedores en el avance de los métodos de deteccion de sepsis,
principalmente porque cumplen todas, sino la mayoria, de las caracteristicas necesarias para
convertirse en tests ideales. Entre las ventajas mas destacables de estos dispositivos con
respecto al resto, destaca la reduccion de infraestructura necesaria y la posible monitorizacion
continua del paciente, caracteristicas que se consiguen al ser dispositivos portatiles y de baja
cantidad de muestra.

Los estudios mas remarcables, teniendo en cuenta ventajas, inconvenientes y aplicacion clinica,
son el sistema microfluidico POCT que detecta nCD64 de Hassan et al. y el
magnetoinmunosensor de Molinero-Fernandez et al. que consigue detectar CRP y PCT a
niveles altos de sensibilidad y especificidad. Dichos métodos son revolucionarios para
monitorizar el tratamiento inespecifico en los inicios del desarrollo de sepsis, es decir, mientras
se realiza el cultivo sanguineo, permiten evaluar de manera continua si la medicacion
administrada est4 siendo efectiva en el paciente.

Dentro de las tecnologias POCT, las que incorporan diagnoéstico molecular son las mas
completas, ya que permiten identificar el agente patdégeno y detectar resistencias,
diferenciandose del cultivo sanguineo en el escaso tiempo y volumen de muestra necesario. En
el futuro estos sistemas podrian sustituir al actual gold standard, mejorando el pronostico y
supervivencia de los pacientes con sepsis. Remarcar por lo tanto los dispositivos creados por
Fabri-Faja et al. con el sensor optico que detecta CRP, IL-6 y miRNA, asi como la plataforma
microfluidica U-dHRM que detecta y genotipa el DNA bacteriano.
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