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II. INTRODUCCIÓN 

1. Diagnóstico de bacteriemia 

1.1. Generalidades  

Se define bacteriemia como la presencia de microorganismos en el torrente sanguíneo. Es una 
complicación grave de la infección bacteriana de cualquier origen. En los casos extremos de 
infección grave puede aparecer sepsis. Aunque la bacteriemia y sepsis no son sinónimos ni 
siquiera las fases del mismo proceso infeccioso en todos los casos, muchas veces los pacientes 
con bacteriemia presentan signos de sepsis. En su lugar, la sospecha de sepsis conlleva el 
diagnóstico de posible bacteriemia y administración precoz de antibioticoterapia como 
veremos a continuación. 

La definición de sepsis es compleja y ha sufrido varias modificaciones a lo largo de los años. En 
1991 se definió la sepsis en adultos como una infección acompañada por dos o más criterios 
del síndrome de la respuesta inflamatoria sistémica (SIRS). Esta respuesta puede ser generada 
tanto por causas infecciosas como no infecciosas. El principal problema era la sensibilidad y 
especificidad insuficientes de los criterios de SIRS (Tabla 1) [1]. En 2001 los criterios se 
revisaron por primera vez, ampliando los criterios diagnósticos para mejorar la sensibilidad, sin 
ofrecer alternativas debido a la falta de evidencia [2]. Aun así, la definición de sepsis permitió 
elaborar e implementar las guías de tratamiento de sepsis. También se incluían las nociones 
como sepsis grave (sepsis acompañada por disfunción orgánica) y shock séptico (hipotensión 
persistente a pesar de la correcta fluidoterapia).   

Tabla 1. Criterios SIRS 

SIRS (Síndrome de la Respuesta Inflamatoria Sistémica) 

Dos o más de los siguientes criterios: 

        Temperatura de >38°C o <36°C 

        Frecuencia cardíaca >90/min 

        Frecuencia respiratoria de >20/min o PaCO2 <32 mm Hg (4.3 kPa) 

        Recuento de leucocitos de >12.000/mm3 o <4.000/mm3 o >10% de cayados en  
        el recuento diferencial 
 

En 2016 se realiza la tercera revisión de los criterios de sepsis y se propone una nueva 
definición de sepsis como la disfunción orgánica causada por una respuesta anómala del 
huésped a la infección que supone una amenaza para la supervivencia (life-threatening organ 
dysfunction caused by a dysregulated host response to infection) [3]. El cambio sustancial es el 
cambio de la respuesta inflamatoria a la disfunción orgánica, lo que implica los cambios a nivel 
diagnóstico. En primer lugar, se ha propuesto la escala de SOFA (Sequential Organ Failure 
Assessment Score) para medir esta disfunción orgánica (Figura 1). 
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Figura 1. Escala de SOFA. Adaptado de Singer 2016 [3]. 

Además, para facilitar la identificación de pacientes sépticos a pie de la cama se propone una 
escala alternativa, quick SOFA, que incluye solo parámetros clínicos: 1. Alteración del estado 
mental, 2. Frecuencia respiratoria de ≥ 20/min; 3. Presión arterial sistólica de ≤ 100 mm Hg. 

Sepsis es una enfermedad que presenta altas tasas de morbi-mortalidad y como ya hemos 
visto, precisa una intervención médica urgente y adecuada. Cada año más de 30 millones de 
personas adultas desarrolla sepsis con mortalidad hospitalaria estimada de entre 17% y 26% 
[4]. Los pacientes con ≥ 2 puntos en la escala de SOFA tienen un riesgo de mortalidad de 
aproximadamente 10%, mientras que los pacientes con shock séptico lo tienen mayor de 40%. 
Estos números ilustran claramente porque los pacientes con sospecha de sepsis deben 
beneficiarse de diagnóstico y tratamiento precoz.  

Pero, aunque hemos mejorado la identificación rápida de los pacientes con sospecha de sepsis, 
todavía quedan bastantes cuestiones sin resolver. Los criterios de disfunción orgánica tampoco 
son muy específicos para la infección, así que ésta última puede ser producida por causas no 
infecciosas. Actualmente no existe un biomarcador 100% fiable de sepsis. Por esta razón un 
diagnóstico microbiológico rápido que confirma la sospecha de causa infecciosa en el caso de 
sepsis sería de gran ayuda. 

En 2018 se publicó la actualización de “The Surviving Sepsis Campaign Bundle”, donde las 
principales acciones a emprender en la primera hora desde la sospecha de sepsis incluyen 
recoger hemocultivos y administrar antibióticos de amplio espectro (Figura 2) [5]. 
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Figura 2. Medidas de la primera hora (“hour-1 bundle”). Adaptada de Levy 2018 [5]. 

En los últimos años se ha demostrado que la demora en iniciar el tratamiento antibiótico en 
los pacientes con shock séptico es el principal factor del que depende la supervivencia de estos 
pacientes [6-8].  

 

Figura 3. Grafica que demuestra la correlación entre el tiempo del inicio de antibioticoterapia efectiva y 
supervivencia de pacientes con shock séptico. Adaptada de Kumar 2006 [7]. 

Esta respuesta dependerá en gran medida de la sospecha diagnóstica correcta que permita 
instaurar el tratamiento antimicrobiano apropiado. En los últimos años, con el aumento 
importante de bacterias multirresistentes, el acertar con el tratamiento empírico correcto 
puede ser un reto importante [9-11]. Debido a ello, los clínicos optan por pautas empíricas de 
más amplio espectro para asegurar una cobertura adecuada de posibles agentes etiológicos 
con diversos mecanismos de resistencia. El uso de antibióticos de amplio espectro, a veces 
varios de ellos simultáneamente en pautas de tratamiento combinado, a pesar de ser 
necesario y totalmente justificado en el caso de los pacientes graves, puede tener sus efectos 
negativos, tales como la selección de bacterias resistentes, con el consiguiente impacto tanto a 
nivel local como global, o el aumento de los efectos adversos de dichos medicamentos en los 
pacientes tratados [12]. Para evitar el uso prolongado de los antibióticos de amplio espectro y 
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ajustar cuanto antes el tratamiento, son necesarios los métodos de diagnóstico rápidos y 
fiables que permitan obtener una información clínicamente relevante en pocas horas.

11.22 Focoss yy etiologíaa 

La densidad bacteriana en sangre depende de las características del paciente y del foco de la 
infección. Habitualmente las bacteriemias en un paciente adulto se caracterizan por la 
presencia de tan solo 1-10 unidades formadoras de colonias (UFC)/mL [13-15]. El foco de la 
infección es un determinante importante del inóculo bacteriano, siendo los focos 
intravasculares los que presentan las concentraciones más altas [16]. Otro problema que 
complica el diagnóstico es el carácter intermitente de bacteriemias, lo que obliga en ciertos 
casos recoger muestras seriadas para llegar al diagnóstico microbiológico.

Las bacteriemias pueden ser de origen comunitario o nosocomial. A su vez el foco de 
bacteriemia depende del órgano o sistema donde se desarrolla el proceso infeccioso (Figura 
4).

Figura 4. Focos más frecuentes de episodios de bacteriemia detectados en el Hospital Clínic en 2019.

La etiología de bacteriemia y sepsis depende de si se trata de bacteriemia comunitaria o 
nosocomial. Los principales microorganismos aislados en hemocultivo durante el año 2019 en 
nuestro centro se presentan en la Figura 5.
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Figura 5. Especies de microorganismos más frecuentemente aislados en episodios de bacteriemia 
detectados en el Hospital Clínic en 2019. 

1.2.1 Bacteriemia relacionada con catéter (BRC)  

BRC es una de las principales causas de bacteriemia nosocomial. Según el Estudio de la 
Prevalencia de la Infección Nosocomial en España (EPINE) cerca de 70% de los pacientes 
admitidos en los hospitales llevará un catéter vascular en algún momento de su estancia [17]. 
La incidencia dependerá del tipo de catéter, del sitio de inserción, de la experiencia de la 
persona que lo coloca, de número de accesos, etc. Este tipo de infección tiene una alta morbi-
mortalidad asociada, aumenta las estancias hospitalarias y los costes. Hay que sospechar BRC 
en el caso de pacientes con catéteres intravasculares si presentan fiebre, signos de sepsis y/o 
signos locales de infección, así como si se sospecha la infección metastásica (émbolos sépticos) 
[18]. La patogénesis de BRC incluye tres principales vías de acceso de los microorganismos al 
catéter: 1. Los microorganismos invaden el tracto percutáneo del catéter; 2. Los 
microorganismos colonizan la superficie externa y/o interna del catéter en el momento de su 
inserción o en los días posteriores; y 3. Los microorganismos llegan al catéter por vía 
hematógena desde otros focos de infección (Figura 6) [19]. Una vez colonizado el catéter, los 
microorganismos forman biopelículas y permiten la diseminación hematógena. 
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Figura 6. Las tres principales vías de colonización del catéter. Adaptado de Safdar 2004 [19]. 

Para el diagnóstico de BRC es necesario recoger dos parejas de hemocultivos: una a través del 
catéter y otra por venopunción periférica. Es muy importante la correcta asepsia de la piel 
antes de proceder a la recogida de hemocultivos, ya que muchos de los agentes etiológicos de 
BRC son también frecuentes contaminantes que provienen de la piel del paciente o del 
personal sanitario: estafilococos coagulasa-negativa, Staphylococcus aureus, Corynebacterium 
spp., etc. Varios estudios han demostrado buena sensibilidad (72%-96%) y especificidad (90%-
95%), si se observa el tiempo de diferencia de positividad de ≥ 120 min entre los hemocultivos 
obtenidos a través del catéter y por venopunción [20-22]. Otras técnicas estudiadas para el 
diagnóstico de BRC en ausencia del cultivo de punta de catéter son el cepillado endoluminal 
del catéter y la tinción de sangre aspirada por el catéter (con naranja de acridina o Gram). La 
primera técnica presenta un riesgo importante de complicaciones, tales como riesgo de 
embolización y bacteriemia, aparte de ser técnicamente nada fácil de realizar [23, 24]. La 
tinción de la sangre extraída por el catéter ha demostrado buenos resultados, aunque no hay 
muchos estudios al respecto [25, 26]. Otras técnicas conservadoras incluyen: 1. Cultivos 
diferenciales cuantitativos, que prácticamente no se usan debido a que son muy laboriosos y el 
punto de corte de recuento diferencial tampoco está bien establecido; 2. Cultivo superficial 
semicuantitativo, cuando se cultiva el frotis de la piel que rodea el punto de inserción de 
catéter. Esta última técnica tiene una sensibilidad muy variable, pero es fácil de realizar. 
Cuando hay sospecha de BRC y se procede a retirar el catéter, hay que cultivarlo para 
confirmar el diagnóstico. El método más común es el cultivo semicuantitativo de Maki de la 
punta de catéter [27]. Para ello, los últimos 5 cm de catéter se hacen rodar por una placa de 
agar sangre que se incuba 24 – 48 h a 37°C. Los recuentos de ≥ 15 UFC se consideran 
indicativos de BRC. 

Las técnicas moleculares rara vez se han usado para el diagnóstico de BRC. Probablemente es 
debido a su alto coste, complejidad en comparación con el diagnóstico clásico, necesidad de 
equipamiento especial y de personal entrenado. En los estudios publicados sobre el 
diagnóstico de BRC sobre todo se usan las técnicas de biología molecular a partir de 
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hemocultivo positivo (GeneXpert o SeptiFast) [28, 29]. Hay muy pocos datos sobre el uso de 
técnicas moleculares aplicadas directamente a la sangre extraída a través del catéter [30, 31]. 

11.3 Métodos diagnósticos 

1.3.1 Hemocultivo 

Como ya hemos mencionado antes, los protocolos de manejo clínico de pacientes con 
sospecha de sepsis propuestos en 2012 y revisados en 2018 incluyen un paquete de medidas 
para ser aplicadas entre las primeras una y seis horas (sepsis care bundles), que incluyen dos 
medidas esenciales: cursar hemocultivos antes de empezar el tratamiento antibiótico y 
administrar los antibióticos de amplio espectro [5, 32].  El diagnóstico convencional de la 
bacteriemia se basa en hemocultivos. Actualmente los laboratorios disponen de los métodos 
automatizados de monitorización de hemocultivos que permiten la recuperación de gran 
mayoría de los patógenos, gracias a los medios de cultivo enriquecido y las condiciones de 
incubación más adecuados. La monitorización continua permite la detección de los 
hemocultivos positivos basándose generalmente en la producción de CO2 por los 
microorganismos en crecimiento. Los principales sistemas disponibles en el mercado están 
presentados en la Figura 7. 

 

Figura 7. Los principales sistemas de incubación y monitorización automatizada de hemocultivos 
disponibles en el mercado. Adaptado de Opota 2015 [33]. 

Como ya se ha explicado antes, las bacteriemias pueden presentar un número de 
microorganismos muy bajo y además ser intermitentes. Por eso el rendimiento del 
hemocultivo depende en gran medida del volumen de la sangre cultivada, recomendándose la 
recogida de al menos 2 parejas de hemocultivos (cada uno incluye un frasco aerobio y uno 
anaerobio) e inocular entre 8-10 mL de sangre en cada uno, en el caso del paciente adulto [33, 
34]. Para los pacientes pediátricos y los casos en los que no es posible obtener el volumen 
recomendado de la sangre, se utilizan los frascos pediátricos.  

Las tasas de positividad de los hemocultivos dependen en gran medida de la alta sospecha de 
bacteriemia a la hora de ordenar la recogida de hemocultivos, del momento de recogida, del 
tratamiento antibiótico previo, del volumen y número de hemocultivos obtenidos, etc. Como 
se ha demostrado en alguno de los estudios, los factores más asociados con la positividad del 
hemocultivo han sido el diagnóstico clínico de bacteriemia o endocarditis y la no exposición a 
los antibióticos en las 72 h previas a la recogida de la muestra [35]. Como el tratamiento 
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antibiótico previo es un factor que reduce de manera importante la recuperación de 
microorganismos, se han introducido los frascos de hemocultivo que contienen agentes 
quelantes de antibióticos. El porcentaje de recuperación es variable según el tipo de 
antibióticos recibidos por el paciente [36, 37]. En cuanto a número de hemocultivos, según 
algunos estudios, dos parejas de hemocultivos obtenidos durante 30 minutos permiten 
recuperar más de 80% de microorganismos causantes de bacteriemia. El tercer hemocultivo 
puede aumentar este porcentaje hasta el 95.7% [38]. En cambio, en el caso de endocarditis, el 
primer hemocultivo ya suele ser positivo debido a la naturaleza persistente de este tipo de 
bacteriemia. La sensibilidad estimada de hemocultivo para el diagnóstico de sepsis en ciertos 
grupos de pacientes no supera el 30-40% [39, 40]. Este hecho puede ser explicado por la 
presencia de microorganismos que no crecen en los medios de cultivo convencionales o por el 
tratamiento antibiótico previo o concomitante que afecta la viabilidad de los patógenos. 

Una vez tenemos un hemocultivo positivo, el siguiente paso es realizar la tinción de Gram que, 
por una parte, permite confirmar la presencia de microorganismos en el caldo de cultivo y, por 
otra, proporciona una información rápida y clínicamente relevante que permite instaurar o 
ajustar las pautas de tratamiento empírico, dependiendo de si la tinción revela la presencia de 
microorganismos Gram-positivos o Gram-negativos, de la morfología tipo coco o bacilo, o la 
presencia de levaduras. Pero aparte de la tinción de Gram, otros parámetros de los 
hemocultivos pueden ser muy útiles. En primer lugar, el número de frascos positivos. Este dato 
es sobre todo importante en el caso de aislamiento de microorganismos que son frecuentes 
contaminantes, tales como estafilococos coagulasa-negativa o corinebacterias, pero que 
pueden tener valor en el caso de pacientes inmunodeprimidos o con dispositivos 
intravasculares. Por eso, es importante que el microbiólogo disponga de información acerca 
del método de obtención de la muestra (punción venosa periférica, catéter venoso central, 
catéter arterial, etc.). A parte del número de frascos, el tipo de frascos (aerobio o anaerobio) 
también puede tener un valor importante, especialmente si se trata de microorganismos 
aerobios o anaerobios estrictos e incluso de Candida spp. [34, 35]. Por último, el tiempo de 
positividad del hemocultivo ha demostrado su gran utilidad a la hora de predecir, junto con la 
información de la tinción de Gram, los posibles grupos de microorganismos [36]. El tiempo de 
positividad diferencial entre un hemocultivo obtenido por la punción periférica y otro a través 
del catéter es uno de los criterios del diagnóstico de la BRC [37, 38]. 
La contaminación de los hemocultivos es un problema importante que conduce a tratamientos 
antibióticos innecesarios, aumento de costes para el laboratorio y el hospital, y carga de 
trabajo adicional. El objetivo globalmente aceptado es que la tasa de hemocultivos 
contaminados debe ser inferior al 3% [39]. La fuente principal de contaminaciones son las 
bacterias presentes en la piel de los pacientes o del personal sanitario, si no se siguen 
estrictamente los protocolos de asepsia durante la recogida de hemocultivos. Así se ha visto 
que hasta un 60-80% de los estafilococos coagulasa negativos aislados de hemocultivos son 
contaminantes, mientras que estos hemocultivos pueden suponer hasta un 40% del total de 
hemocultivos positivos [40]. La misma tendencia se observa en el caso de Corynebacterium 
spp., Bacillus spp. o Cutibacterium spp. 

Pero a pesar de que el hemocultivo sigue siendo el estándar para el diagnóstico de la 
bacteriemia y la sepsis, su principal limitación es el tiempo que se necesita para que el 
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microrganismo causante de la infección crezca primero en el caldo de cultivo y después en los 
subcultivos correspondientes en medios sólidos. 

1.3.2 Espectrometría de masas MALDI-TOF 

La llegada de la espectrometría de masas (EM) MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionization Time of Flight) ha revolucionado el laboratorio de microbiología clínica. 
Esta técnica de espectrometría de masas se ideó a principios del siglo XX, cuando el físico 
inglés J. J. Thompson construyó el primer prototipo de espectrómetro de masas. Durante 
muchos años el uso de este método se restringía al estudio de las sustancias termoestables y 
de bajo peso molecular. En los años 40, después de conseguir reducir notablemente el tamaño 
del instrumento, aparecieron los primeros espectrómetros de masas de uso comercial. En el 
año 1948 Cameron construyó el analizador tipo TOF (Time of Flight). Pero no fue hasta los años 
80, cuando Tanaka inventó la técnica MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization) que 
permitía analizar compuestos orgánicos sin su destrucción durante la fase de ionización. 
Actualmente es el método que se usa de rutina para la identificación de microorganismos a 
partir de cultivos positivos, principalmente. Se ha demostrado como una técnica altamente 
fiable, rápida y fácil de realizar que permite identificar la mayoría de los microorganismos 
relevantes [41]. 

Cualquier espectrómetro de masas tiene 3 elementos principales: la fuente de ionización, el 
analizador y el detector. En el caso del espectrómetro tipo MALDI-TOF, la fuente de ionización 
es un láser ultravioleta con longitud de onda de 337 nm, que produce la desorción y ionización 
de la muestra con la ayuda de una matriz orgánica. Para ello, la muestra analizada se mezcla 
con la matriz orgánica fotosensible, se deposita sobre una placa metálica y se deja secar al aire 
libre unos minutos. La placa de MALDI-TOF tiene 96 pocillos y, por lo tanto, permite estudiar 
96 muestras distintas en un solo análisis. A continuación, la placa se introduce en el MALDI-
TOF. El papel fundamental de la matriz es absorber y, después, transmitir la energía del láser a 
la muestra, facilitando su ionización. La matriz más utilizada en laboratorios de Microbiología 
es el ácido α-ciano-4-hidroxi-trans-cinámico (HCCA). El segundo elemento del MALDI-TOF es el 
analizador. Tras la ionización, los iones generados se aceleran mediante la aplicación de un 
campo eléctrico y pasan por un analizador. El analizador tipo TOF separa los iones procedentes 
de la muestra en relación con su ratio masa/carga (m/z). Esta ratio determina el tiempo que 
tarda un ion en alcanzar el detector (tiempo de vuelo). Como es de esperar los iones más 
pequeños vuelan más rápido y alcanzan primeros el detector, mientras que los de mayor masa 
tardan más. Hay que decir que la mayor parte de los iones que se forman tienen la carga de un 
protón (H+). De esta manera, la ratio masa/carga en realidad equivale a la masa molecular de 
los iones generados. Finalmente, los iones impactan contra el detector, que recoge toda la 
información necesaria para generar un espectro de masas de cada compuesto analizado. El 
espectro obtenido es un gráfico que representa las masas de los diferentes iones generados a 
partir de la muestra analizada (Figura 8). 
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Figura 8. Pasos de análisis de muestras mediante EM MALDI-TOF para la identificación de 
microorganismos. 

El método de identificación mediante EM MALDI-TOF se basa en análisis del espectro proteico 
generado por un microorganismo y la comparación de ese espectro con los perfiles proteicos 
existentes en la base de datos. Después del análisis, el software proporciona no sólo el 
resultado de la identificación sino también el grado de fiabilidad de dicha identificación.  Para 
sistema MALDI-TOF de Bruker Daltonics existen tres principales niveles de fiabilidad: A, 
identificación fiable a nivel tanto de género como de especie (score value ≥ 2.000); B, 
identificación fiable a nivel de género (score value 1.700-2.000); C, identificación no fiable 
(score value <1.700). El MALDI-TOF VITEK (bioMérieux) proporciona un porcentaje de fiabilidad 
de la identificación: la identificación es valorable si el valor es entre 60% y 99% y no valorable 
si es < 60%. 

La identificación de las bacterias a partir de colonias se puede realizar según dos protocolos: 1) 
análisis de células intactas, que consiste en depositar una pequeña cantidad de microrganismo 
sobre un pocillo de la placa, cubrirlo con la matriz, dejar secar e introducir en el instrumento; 
2) análisis después de extracción de proteínas que incluye el tratamiento previo de la muestra 
con etanol, ácido fórmico y acetonitrilo. También existen protocolos específicos para el 
procesamiento de hongos, micobacterias, o partir de hemocultivos positivos [42-44]. 

Para acortar los tiempos necesarios para la identificación de microorganismos causantes de 
bacteriemia, se ha evaluado el uso de EM MALDI-TOF a partir del caldo de hemocultivo y 
también después de la incubación corta de subcultivos en los medios de cultivo sólidos. El 
método de identificación después de una corta incubación (2-5 h) en un medio solido es 
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básicamente el mismo método que se usa a partir de la colonia tras 18-24 horas de incubación. 
Se ha demostrado que se necesita menos tiempo para la identificación de las bacterias Gram-
negativas en comparación con las Gram-positivas [45], siendo suficiente una incubación de tan 
solo 2 horas en el caso de bacilos Gram-negativos y de 5.9 horas para cocos Gram-positivos, 
para su identificación a nivel de especie [46]. Algunos autores han propuesto bajar el cut-off 
del valor (score) de EM MALDI-TOF que se considera válida para la identificación fiable (>1.700) 
cuando la identificación se lleva a cabo a partir de los cultivos tras una incubación corta [47].  

La aplicación de EM MALDI-TOF directamente a partir del caldo de hemocultivo positivo 
permite ahorrar el tiempo de incubación, pero requiere un pretratamiento de la muestra para 
eliminar las células de sangre presentes en el caldo (Figura 9). Se estima que la concentración 
de bacterias en hemocultivo positivo es alrededor de 107 – 108 UFC/mL, una densidad 
suficiente para aplicar la técnica. 

 

Figura 9. Diferencia en el tiempo para el resultado si se trabaja a partir de subcultivos versus caldo de 
hemocultivo directo. 

Uno de los protocolos propuestos es la centrifugación diferencial de la muestra del caldo de 
hemocultivo positivo, que consiste en una primera centrifugación a alta velocidad para separar 
las células humanas; a continuación el sobrenadante se centrifuga a alta velocidad para 
obtener el sedimento bacteriano; el sedimento se lava con agua estéril para acabar de eliminar 
las sustancias que pueden interferir en el análisis y finalmente se realiza la identificación 
mediante EM MALDI-TOF sin o con la extracción previa de proteínas [48]. Un kit comercial, 
MALDI Sepsityper kit (Bruker Daltonics), se ha evaluado en múltiples estudios con buenos 
resultados [49]. No obstante, el coste del kit condiciona su uso en muchos laboratorios, que 
prefieren usar el método de doble centrifugación u otras técnicas caseras, como puede ser el 
uso de saponina para lisar las células humanas presentes en hemocultivo [50] o tubos con gel 
separador [51].  

La identificación rápida de microorganismos causantes de bacteriemia y sepsis tiene un 
impacto directo sobre el manejo de paciente, permitiendo valorar mejor el aislamiento, ajustar 
el tratamiento o establecer el posible foco de la bacteriemia [52]. Asimismo, se ha demostrado 
que la identificación rápida de microorganismos contaminantes permite acortar el tratamiento 
antibiótico parenteral [53]. 

Una vez realizada la identificación del microorganismo y disponiendo del sedimento 
microbiano recuperado del caldo de hemocultivo positivo, este último puede ser usado para 
realizar el antibiograma con las técnicas de rutina disponibles en cada laboratorio (Microscan, 
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Phoenix, Vitek2, tiras de gradiente, Sensititre, difusión con discos, etc.), sin esperar los 
subcultivos en los medios sólidos y adelantando el resultado de sensibilidad unas 18-24 horas. 

1.3.3 Otras técnicas de identificación y detección de resistencias aplicadas al hemocultivo 
positivo 

Aparte de la EM MALDI-TOF, en los últimos años se han introducido otras técnicas que 
permiten una identificación y detección de resistencias a partir de un hemocultivo positivo, sin 
esperar los subcultivos. Entre ellos hay métodos basados en PCR (Polymerase Chain Reaction), 
hibridación con sondas o microarray.  

Un método ampliamente evaluado es Xpert MRSA/SA (Cepheid), test que permite en apenas 
una hora no sólo identificar S. aureus, sino detectar también los genes responsables de la 
resistencia a la meticilina [54] y de esta manera proporcionar una información de gran impacto 
clínico [55, 56]. Siendo un sistema integrado, requiere una mínima manipulación por parte del 
personal del laboratorio, lo que facilita su incorporación en la rutina. La principal limitación de 
esta técnica es que solo identifica un patógeno concreto. A diferencia, el ensayo de FilmArray 
(bioMérieux) permite identificar 23 microorganismos y tres mecanismos de resistencia [57, 
58]. Aparte de ser un sistema integrado, igual que GeneXpert, FilmArray permite detectar las 
cinco especies de Candida más frecuentemente aisladas en muestras clínicas. La detección de 
especies de Candida es un valor añadido de la técnica, teniendo en cuenta la alta morbi-
mortalidad de los pacientes que desarrollan candidemia y que EM MALDI-TOF obtiene 
resultados subóptimos en cuanto a la identificación de levaduras a partir de hemocultivo 
positivo [59]. Otro ensayo evaluado a partir de hemocultivo positivo en los últimos años es 
ePlex (GenMark Diagnostics, Carlsbad, CA). Esta técnica permite identificar a nivel de género 
y/o especie 20 bacterias Gram-positivas junto con cuatro marcadores de resistencia, 21 
bacterias Gram-negativas junto con seis marcadores de resistencia y 16 hongos, con una 
sensibilidad del 97% para los microorganismos Gram-positivos y del 99% para los Gram-
negativos [60]. Otro método diagnóstico evaluado en hemocultivo positivo está basado en 
hibridación con sondas (Fluorescence in situ hybridization (FISH)), donde se utilizan las sondas 
que hibridan en las correspondientes secuencias de ácidos nucleicos bacterianos y permiten la 
detección de ciertas especies de microorganismos en pocas horas con el uso de un 
microscopio de fluorescencia [61, 62]. Una técnica novedosa, Accelerate PhenoTest 
(Accelerate Diagnostics), basada en la combinación de la tecnología FISH para la identificación 
(en 90 minutos) y en el análisis morfo-cinético de crecimiento bacteriano en presencia de 
antibióticos para el antibiograma (7 horas de tiempo total para la identificación y el 
antibiograma), se ha evaluado a partir de hemocultivos positivos [63]. Esta técnica responde a 
los dos objetivos principales: la identificación directa sin esperar los subcultivos y el 
antibiograma que proporciona la concentración mínima inhibitoria (CMI) para cada antibiótico 
testado. La principal limitación de Accelerate es el número de patógenos incluidos en el panel 
de identificación, aunque hay que decir que los microorganismos incluidos cubren más de 80% 
de etiologías de bacteriemias. A pesar de una clara utilidad de las técnicas descritas aplicadas a 
hemocultivo positivo, el alto coste limita muchas veces su implementación en los laboratorios 
de microbiología clínica, sobre todo si éstos disponen de un espectrómetro de masas. 
Actualmente, para los laboratorios que disponen de EM MALDI-TOF y trabajan 24 horas los 
siete días a la semana, el protocolo más eficiente consiste en realizar primero la identificación 
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con EM MALDI-TOF y a continuación, dependiendo del resultado de la identificación, aplicar las 
técnicas rápidas de detección de resistencias disponibles en el laboratorio (PCR, LAMP (Loop-
mediated isothermal amplification), microarrays, métodos colorimétricos, 
inmunocromatografía, etc.). Este enfoque tiene ventajas evidentes respecto a las técnicas 
moleculares aplicadas al hemocultivos positivo: el número de especies que se puede detectar 
no está limitado y es mucho más económico para los laboratorios [64]. Además, los paneles 
moleculares tienen una limitación en cuanto al número de muestras que se puede procesar 
simultáneamente.   

1.3.4 Biología molecular en sangre directa 

Todas técnicas descritas en los apartados anteriores suponen un tiempo de espera antes de 
ser aplicadas: el tiempo que tardará un hemocultivo para ser detectado como positivo. El 
impacto de acortar el tiempo de identificación y el antibiograma una vez se dispone de un 
hemocultivo positivo es importante, comparado con el procedimiento estándar basado en 
subcultivos. Además, la densidad elevada de los microorganismos en hemocultivo positivo 
permite usar las técnicas con un límite de detección elevado. Pero como se ha discutido antes, 
un paciente con sospecha de infección grave se beneficiaría del diagnóstico y tratamiento 
antimicrobiano apropiado en las primeras horas de su atención médica. Por esa razón, se han 
diseñado técnicas capaces de detectar los microorganismos directamente en la muestra de 
sangre. A pesar de que el número de las bacterias circulantes viables en un paciente adulto con 
bacteriemia puede ser muy bajo, se estima que el número de las copias de genoma (GC) que 
puede haber es 103-104 GC/mL (Figura 10) [65]. Este hecho puede ser una ventaja a la hora de 
aplicar los métodos de detección basados en la biología molecular, pero al mismo tiempo hay 
que tener en cuenta que dichas técnicas pueden detectar DNA (el ácido desoxirribonucleico) 
circulante que no siempre significa microorganismos viables. 
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Figura 10. La comparación entre la muestra de sangre directa y de caldo de hemocultivo positivo para el 
diagnóstico de bacteriemia. Adaptado de Opota 2015 [66]. 

Entre las técnicas comercializadas está SeptiFast (Roche Diagnostic SL), basado en una PCR 
múltiple, que ofrece los resultados en cinco horas y permite identificar hasta 25 
microorganismos y un mecanismo de resistencia (gen mecA, que codifica la PBP2a generando 
resistencia a meticilina). Este panel  ha sido evaluado en distintas poblaciones de pacientes, 
incluidos los pacientes neutropénicos y de UCI [67] [68], pacientes inmunodeprimidos [69] y 
población pediátrica [70, 71], entre otras. Otro método disponible para el diagnóstico de sepsis 
es SepsiTest (Molzym), que combina la amplificación de 16S y 18S rRNA genes con la 
secuenciación y por lo tanto es capaz de identificar más de 345 bacterias y hongos [72, 73]. 
Aunque el tiempo total de análisis se supone que es de seis horas, en la vida real disponer de la 
secuenciación a cualquier hora parece muy difícil de conseguir para la mayoría de los 
laboratorios. Otra técnica basada en la PCR propuesta para el diagnóstico a partir de sangre 
directa es MagicPlex Sepsis Test (Seegene) que permite detectar más de 90 microrganismos a 
nivel de género y 27 a nivel de especie además de tres genes de resistencia (van A, vanB y 
mecA) en seis horas. El ensayo se ha evaluado en varios estudios en la población adulta [74-76] 
y recientemente también en la población pediátrica [77]. El sistema VYOO (Analytik Jena) 
permite identificar 34 bacterias, seis hongos y cinco genes de resistencia en ocho horas [78, 
79]. A diferencia de los métodos anteriores la detección de amplicones se basa en la tecnología 
microarrays. Una nueva estrategia en la detección de patógenos en sangre constituye la 
técnica basada en la combinación de la tecnología PCR y la espectrometría de masas de 
ionización mediante electroespray (PCR/ESI-MS). Esta técnica permite la identificación de 800 
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microrganismos, incluyendo las muestras polimicrobianas, y ha demostrado la sensibilidad 
variable, cuando se compara con hemocultivos, pero bastante alta (de 90.5%) cuando se ha 
analizado respecto al criterio clínico de bacteriemia en pacientes de UCI (unidad de cuidados 
intensivos) [80, 81]. Actualmente este método está descatalogado. En los últimos años se ha 
comercializado un método novedoso de detección de levaduras en sangre directa basado en la 
resonancia magnética (el sistema T2Candida (T2 Biosystems)). Esta técnica permite la 
identificación de las cinco especies más frecuentes de Candida en tan solo 3-5 horas con unas 
sensibilidad y especificidad reportadas muy altas [82]. Recientemente se ha evaluado el 
ensayo T2Bacteria basado en la misma tecnología y que permite detectar las siguientes 
especies de microorganismos: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa y Enterococcus faecium [83, 84]. 

Todas las técnicas descritas presentan la principal ventaja de acortar el tiempo del resultado 
microbiológico (Figura 11). No obstante, su sensibilidad y especificidad variables [85], así como 
la heterogeneidad de los estudios donde se evaluaron los paneles, no permite muchas veces 
llegar a las conclusiones claras acerca de su valor clínico y por lo tanto se requieren más 
estudios bien diseñados y controlados [86-88]. La complejidad de la detección de 
microorganismos a partir de la muestra de sangre directa se debe no sólo a la baja densidad de 
microrganismos, sino también a la presencia de múltiples sustancias inhibidoras de la PCR 
(hierro, inmunoglobulinas, DNA humano, etc.) y al volumen mucho más pequeño que se usa 
en la mayoría de las técnicas moleculares (hasta 1 mL) comparando con los hemocultivos (20-
40 mL) [66, 89]. 

 

Figura 11. Técnicas que pueden ser utilizadas para el diagnóstico microbiológico de bacteriemia a partir 
de muestra directa de sangre o cultivos, y los tiempos hasta el resultado. 
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22. Diagnóstico de las infecciones del tracto urinario 

2.1 Generalidades 

La infección del tracto urinario (ITU) es una de las más frecuentes tanto a nivel hospitalario 
como comunitario. Es importante destacar que la ITU es la primera causa de bacteriemia en 
atención primaria y la segunda de bacteriemia nosocomial. Es también uno de los principales 
focos de bacteriemia entre los pacientes atendidos en los servicios de urgencias hospitalarias 
[90]. Las ITUs se dividen en complicadas y no complicadas. Las no complicadas son las cistitis y 
las pielonefritis que afectan a las personas sanas, sin factores de riesgo y con el tracto urinario 
normal. Los principales factores de riesgo que determinan la ITU complicada son las 
alteraciones anatómicas y/o funcionales del tracto urinario, sondaje, instrumentación previa, 
estados de inmunosupresión y otras patologías de base.  

2.2 Etiología 

La etiología de la ITU depende de múltiples factores, tales como la edad, origen nosocomial o 
comunitario de la infección, presencia de sonda, ingresos y tratamientos antibióticos previos, 
etc. Aun así, el principal patógeno implicado en las ITUs es Escherichia coli, seguido por otros 
bacilos Gram-negativos, como Klebsiella pneumoniae o Proteus mirabilis. La creciente 
resistencia a los antibióticos entre este grupo de microorganismos hace evidente la necesidad 
de acelerar tanto la identificación como la detección de resistencias de los uropatógenos. Las 
bacterias Gram-positivas (Enterococcus spp., Staphylococcus saprophyticus, etc.) son menos 
frecuentes. Staphylococcus aureus y Candida spp. se aíslan sobre todo en el caso de infección 
hematógena. En los últimos años se han descrito más probables uropatógenos, cuyo papel en 
la ITU todavía se está discutiendo, tales como Actinotignum schaalii, Aerococcus spp., Oligella 
spp., entre otros. La particularidad de estos microorganismos es que no crecen en muchos de 
los medios que habitualmente se usan para urocultivo (CLED (Cysteine lactose electrolyte 
deficient), placas cromogénicas, etc.) y requieren los medios no selectivos, como el agar 
sangre. La aplicación de nuevas técnicas de diagnóstico permite detectar los microorganismos 
que no crecen bien en los medios habituales. Los principales microorganismos aislados en 
urocultivo durante el año 2019 en el Hospital Clínic se resumen en la Figura 12. 

Teniendo en cuenta que el foco urinario es uno de los principales focos de bacteriemia y sepsis 
y que la densidad bacteriana en la orina suele ser alta, la identificación directa a partir de la 
muestra de orina tiene un elevado potencial para obtener el diagnóstico etiológico antes de 
que se positivice el hemocultivo en el caso de bacteriemias y sepsis del origen urinario. 
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Figura 12. Principales agentes etiológicos aislados en urocultivo durante 2019 en el Servicio de 
Microbiología del Hospital Clínic de Barcelona.

22.33 Métodoss diagnósticoss 

2.3.1 Técnicas de cribado

El procesamiento de las muestras de orina empieza por el análisis de los parámetros que 
pueden ayudar tanto para valorar mejor los resultados del cultivo, como para optimizar la 
gestión de muestras en el laboratorio. Los principales parámetros de interés para el 
diagnóstico de ITU son nitritos, esterasa leucocitaria y hemoglobina. A su vez, el análisis del
sedimento urinario permite valorar con mayor fiabilidad la presencia de leucocituria, 
hematuria, cilindros, etc. El sedimento urinario se realiza de manera manual, 
semiautomatizada o automatizada. En los últimos años el análisis de sedimento urinario 
mediante la citometría de flujo se ha usado ampliamente para cribar las muestras antes de 
realizar el cultivo, basándose en los recuentos de bacterias y leucocitos detectados (Tabla 2). 
Gracias a que la citometría es capaz de proporcionar el recuento de bacterias por microlitro, se 
pueden detectar aquellas muestras cuya densidad bacteriana permite aplicar las técnicas de 
diagnóstico rápido. Los nuevos softwares de citómetros incorporan avisos sobre la naturaleza 
de bacterias detectadas: bacilos vs. cocos o Gram-negativas vs. Gram-positivas.
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Tabla 2. Puntos de corte encontrados en distintos estudios para reducir la siembra de muestras de orina 
[91-97]. 

Estudio 
Número 
de 
muestras 

Mujeres (%); 
muestras 
hospitalarias 
(%) 

Criterio(s) de 
positividad del 
cultivo 

Punto(s) de corte 
de recuento de 
bacterias y 
leucocitos 

Sensibilidad (%); 
reducción de 
siembra (%) 

Pierretti et al. 
2010 

703 70%; 18,2% ≥104 UFC/mL 
65 bacterias/μL y 
100 leucocitos/μL 

98%; 43% 

Jolkonnen et 
al. 2010 

1.094 64,7% 

Finnish national 
guidelines 
(dependiendo 
de tipo de 
paciente y 
recogida de la 
muestra) 

Global: 405 
bacterias/μl y 16 
leucos/μl  

Hombres adultos: 
40 bacterias/μl y 
17 leucocitos/μl  

Mujeres adultas: 
630 bacterias/μl y 
10 leucocitos/μl  

Niños (<16 años): 
40 bacterias/μl y 
17 leucocitos/μl  

97% (global); 
64,5% 

96,8% (hombre); 
72,1% 

96% (mujer); 
60,5% 

97% (niños); 70,3% 

Broeren et al. 
2011 

1.577 62%; 56,8% 

1. No 
crecimiento 

2. ≥104 UFC/mL 

3. ≥105 UFC/mL 

26 bacterias/μL 
con el criterio 1 

39 bacterias/μL 
con el criterio 2 

230 bacterias/μL 
con el criterio 3 

95%; 20% (criterio 
1) 

95%; 28% (criterio 
2) 

95%; 52% (criterio 
3) 

Martín 
Gutierrez et 
al. 2015 

346 43%; 0% 

1. ≥104 UFC/mL 
hombres 

2. ≥105 UFC/mL 
mujeres 

≥200 bacterias/μL 99,1%; 60,2% 

Íñigo M et al. 
2016 

1.934 
60.8%; 
51,2% 

≥102 UFC/mL 
con clínica de 
ITU 

460 bacterias/μl y 
40 leucocitos/μl 

98,1%; 57,2% 

Geerts et al. 
2016 

7.322 56%; 40% 

1. ≥105 UFC/mL 

2. Cualquier 
recuento 
siempre que el 
cultivo se valoró 
como positivo y 

200 bacterias/μl 
con el criterio 1 

200 bacterias/μl 
con el criterio 2 
(mujer) 

96,9%; 49% 
(criterio 1) 

93,5%; 34% 
(criterio 2 mujer) 

86,4%; 71% 
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se realizó 
antibiograma. 

400 bacterias/μl 
con el criterio 2 
(hombre) 

(criterio 2 hombre) 

Monsen et al. 
2017 

1.312 
68,3%; 
79,4% 

European 
Guidelines 
(dependiendo 
de tipo de 
paciente y 
recogida de la 
muestra) 

No hay un punto 
de corte fijo, sino 
que se ha usado 
LDA (Análisis 
discriminante 
lineal) para la 
combinación de 
bacterias y 
leucocitos 

95%; 42% 

 

2.3.2 Cultivo y estudio de la sensibilidad antibiótica 

El cultivo de orina se realiza de manera cuantitativa mediante un asa calibrada (de 1 o 10 μL). 
Los medios de cultivo que se utilizan habitualmente son agar CLED, agar sangre, agar Mac 
Conkey o medios cromogénicos. Las placas se incuban entre 18 h y 48 h a 35-37°C en 
aerobiosis o en una atmósfera con un 5 % de CO2. Una vez se obtiene el crecimiento de un 
microorganismo en los medios de cultivo se procede a la identificación. La identificación se 
lleva a cabo mediante las técnicas basadas en las pruebas bioquímicas (manuales o 
automatizadas) o mediante espectrometría de masas tipo MALDI-TOF. Una vez identificado el 
microrganismo se realiza el estudio de sensibilidad. Las técnicas convencionales incluyen el 
método de difusión con disco (Kirby-Bauer) y sistemas automáticos de microdilución. El 
método de difusión con disco es más laborioso, requiere más tiempo para su realización y 
lectura y no permite obtener las CMIs. Pero por otro lado es el método más flexible, que 
permite una rápida adaptación a los cambios en la interpretación de los puntos de corte o la 
introducción de nuevos antibióticos. Los paneles automatizados se leen y se interpretan 
automáticamente y sólo se necesita una revisión por parte de usuario. El proceso convencional 
de procesamiento de la orina, incluyendo el cultivo, la identificación y el estudio de 
sensibilidad requiere entre dos y tres días. Las técnicas que se van a discutir a continuación. 
aplicadas a la muestra directa permiten obtener los resultados microbiológicos relevantes el 
mismo día de la obtención de muestra. 

2.3.3 EM MALDI-TOF para la identificación directa y la detección de resistencias 

A. Identificación directa 

La aplicación de la espectrometría de masas para la identificación de microorganismos 
directamente en la muestra clínica tiene unas limitaciones importantes: la densidad bacteriana 
en la muestra debe ser alta para permitir aplicar esta técnica que requiere ≥105 células, se 
necesita un volumen suficiente de la muestra para recuperar los microorganismos; la muestra 
no puede ser muy densa o purulenta ya que no se podrá conseguir separar los 
microorganismos de las células humanas (principalmente leucocitos). La muestra de orina 
presenta una serie de ventajas en comparación con otro tipo de muestras clínicas: suele haber 
mucho volumen, la densidad bacteriana suele ser ≥104-105 UFC/mL y muy rara vez son 
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muestras espesas. Desde 2010 se publicaron una serie de trabajos que han demostrado que 
EM MALDI-TOF es un método fiable para la identificación directa [98-101]. En estos estudios 
previos se ha visto que el rendimiento y la fiabilidad de la identificación depende del inóculo 
de microorganismos presentes en la orina con una concordancia muy buena en el caso de las 
orinas con recuentos de ≥105 UFC/mL en cultivo; el procesamiento de mayores volúmenes de 
orina para recuperar microorganismo proporciona mejores resultados; las técnicas de 
extracción de proteínas aplicadas al sedimento bacteriano aumentan las tasas de identificación 
fiable; se puede aplicar técnicas adicionales (filtración, tampones de lisis, etc.) para mejorar la 
recuperación de microorganismos. 

Los primeros estudios se realizaron aplicando EM MALDI-TOF a las muestras positivas por 
cultivo, es decir de manera retrospectiva. Teniendo en cuenta que la orina es la muestra más 
común en el laboratorio de microbiología clínica y que la proporción de muestras negativas por 
cultivo suele ser elevada, para aplicar la identificación directa de manera prospectiva es 
necesario utilizar alguna técnica que permita identificar rápidamente las muestras con 
recuentos bacterianos altos. Una de las técnicas más comunes es la tinción de Gram. Se usa en 
el diagnóstico de ITU desde hace mucho tiempo y ha demostrado su utilidad especialmente en 
los pacientes con sepsis de origen urinario y en los niños de corta edad con valores predictivos 
positivos aceptables. Esta técnica se aplica a la orina sin centrifugar. En este caso, la 
observación de una o más bacterias por campo de 1000 aumentos se correlaciona bien con los 
recuentos de ≥105 UFC/mL. Aparte de identificar las orinas con densidad bacteriana alta, 
permite observar la presencia de más de un morfotipo, lo que descartaría la aplicación de 
espectrometría de masas, ya que las muestras polimicrobianas son una de las limitaciones de 
la técnica. En uno de los estudios publicados se ha usado la tinción de Gram como método de 
cribado previo a la identificación directa [101]. La principal desventaja es que es un método 
laborioso cuando se trata de un gran número de muestras, como en el caso de las orinas. 
Además, la estimación de densidad de microorganismos es subjetiva y requiere tiempo. La 
citometría de flujo es un método que permite el procesamiento rápido, automatizado o semi-
automatizado de muestras y que además proporciona los recuentos de microorganismos por 
microlitro. La buena concordancia con los resultados del cultivo convencional ha permitido 
usar esta técnica como cribado para sembrar o no las muestras, tal y como se ha explicado 
anteriormente. Los avisos sobre la morfología (bacilos o cocos) o naturaleza (Gram-positivos o 
Gram-negativos) son mucho más fiables en el caso de los bacilos Gram-negativos, que son 
uropatógenos más comunes en comparación con los cocos Gram-positivos. La combinación de 
citometría de flujo con EM MALDI-TOF puede ser una herramienta muy útil para unas 
muestras o pacientes seleccionados, acortando de manera significativa el tiempo de respuesta 
del laboratorio.  

En la Tabla 3 se resumen algunos de los trabajos publicados en la materia de la identificación 
directa a partir de las muestras de orina. 
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Tabla 3. Condiciones utilizadas en algunos de los estudios donde se ha realizado la identificación directa 
mediante EM MALDI-TOF a partir de la muestra de orina [48, 98, 99, 101]. 

Estudio Método de cribado Volumen de 
orina 

Extracción de proteínas 
previa identificación 

Ferreira et al. 2010 Citometría de flujo 4 mL Si, en el caso de no obtener 
ID fiable sin extracción 

Wang et al. 2013 Citometría de flujo 1 mL Si, extracción modificada 

March Roselló et al. 2013 Citometría de flujo 5 mL Si 

Burillo et al. 2014 Tinción de Gram 15 mL Si, en el caso de no obtener 
ID fiable sin extracción 

 

B. Detección de resistencias 

Aparte de la identificación, EM MALDI-TOF ha demostrado su utilidad como un método de 
detección de resistencias. Una de las técnicas más estudiadas consiste en observar la hidrolisis 
de antibiótico en presencia de una bacteria productora de la enzima correspondiente. El 
ensayo consiste en suspender el microorganismo en cuestión en una solución de antibiótico 
diana, incubar durante un tiempo determinado y posteriormente analizar los espectros de la 
parte sobrenadante (sin bacteria) donde está el antibiótico (Figura 13). Cada antibiótico 
genera unos picos específicos para su forma intacta e hidrolizada.  

 

Figura 13. Esquema de detección de cepas productoras de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) 
mediante EM MALDI-TOF. 

En los estudios que se han centrado en la detección de carbapenemasas se han probado 
distintos carbapenems y condiciones de ensayo [102-104]. Los picos de las distintas formas de 
antibiótico intacto e hidrolizado están bien descritos en la literatura. En la Figura 14 se observa 
el ejemplo de picos que podemos encontrar en el caso de ensayo con meropenem. 
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Figura 14. En la parte izquierda se presentan los picos de meropenem intacto y sus sales 
correspondientes. En la parte derecha se presentan los picos de formas hidrolizadas de meropenem y 
sus sales correspondientes. (M, meropenem; H+, un protón; Na+, sodio; K+, potasio; Mh, meropenem 
hidrolizado; Mhd, meropenem hidrolizado y descarboxilado). 

 
En el caso de detección de carbapenemasas, se ha evaluado la técnica de EM MALDI-TOF tanto 
a partir de hemocultivos positivos como a partir de orina directa [105-107]. La detección de β-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) mediante EM MALDI-TOF también ha demostrado 
muy buen rendimiento, sobre todo para el grupo CTX-M, el de mayor prevalencia en nuestro 
medio [108, 109]. 

2.3.4 Técnicas moleculares de identificación y de detección de resistencias a partir de 
muestra directa de orina 

En el caso de la muestra de orina la aplicación de las técnicas moleculares tiene muchas más 
limitaciones que en el caso de otro tipo de muestras. La gran variedad de especies que 
producen ITU y deberían ser identificadas, es una de las más importantes. La presencia de flora 
contaminante, la necesidad de cuantificación, el gran número de orinas que llegan a diario al 
laboratorio, los costes de las técnicas moleculares y la necesidad de equipamiento son otras 
limitaciones que condicionan su aplicación rutinaria. Aun así, hay estudios donde se evaluaron 
este tipo de técnicas para el diagnóstico de ITU [110]. Teniendo en cuenta que el patógeno 
más común es E. coli, algunos autores han diseñado y evaluado las técnicas de PCR 
(cualitativas o cuantitativa) para detectar este patógeno solo o con otros más frecuentes en 
ITU con resultados aceptables [111, 112]. Recientemente se han publicado trabajos donde se 
ha utilizado DNA NGS (next-generation sequencing) comparado con urocultivo convencional 
[113-115]. En cuanto a la detección de resistencias, la principal desventaja es que permiten 
detectar solo los mecanismos concretos que pretendemos buscar o que estén incluidos en un 
panel determinado. Algunas de estas técnicas han sido evaluadas en las muestras directas de 
orina con buenos resultados para un mecanismo en concreto [116, 117]. Faltan estudios 
clínicos para ver qué impacto tiene la aplicación de los métodos rápidos de detección de 
ciertas resistencias en la muestra directa de orina: cambios de tratamientos, impacto sobre la 
morbi-mortalidad, coste-eficiencia, etc.  
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2.3.5 Otras técnicas de detección de resistencia aplicadas directamente a la orina 

Técnicas colorimétricas 

La mayoría de las técnicas colorimétricas comerciales o caseras se basan en el procedimiento 
descrito por Nordmann y Poirel: Carba NP test para la detección de carbapenemasas en bacilos 
Gran-negativos [118]. Más tarde los mismos autores han descrito una prueba semejante para 
la detección de BLEE: ESBL NDP test. La detección se basa en el cambio de pH que se produce 
en el caso de hidrólisis de antibiótico diana en presencia de una β-lactamasa, y se detecta 
mediante un indicador de color. Las técnicas de Carba NP y ESBL NDP usan como indicador el 
rojo fenol, que cambia de rojo a amarillo si baja el pH (Figura 15). Estas técnicas han sido 
evaluadas tanto a partir de colonias como a partir de hemocultivos positivo o incluso a partir 
de la muestra directa de orina [119-121].  

 

Figura 15. El fundamento de las técnicas colorimétricas. 

Inmunocromatografía (lateral flow) 

Los ensayos de inmunocromatografía (ICT) se basan en la detección de la reacción antígeno-
anticuerpo sobre el papel de nitrocelulosa. Estos ensayos presentan varias ventajas en 
comparación con otras técnicas rápidas de detección de resistencias: 1. Presentan alta 
sensibilidad y especificidad, 2. Son fáciles de usar y no requieren de equipamiento ni material 
adicional aparte de los reactivos del kit, 3. Son de fácil lectura e interpretación, 4. Los 
resultados están disponibles en 15 minutos, 5. En el mercado existen ensayos que detectan 
simultáneamente varios mecanismos de resistencia, 6. Suelen ser más económicos que las 
técnicas moleculares Y 7. Detectan la producción del enzima que mientras que los moleculares 
detectan el gen. Comercialmente están disponibles varias pruebas para la detección de 
carbapenemasas y BLEE. Estos ensayos están validados para trabajar a partir de colonias de 
microorganismos crecidos en diferentes medios de cultivo, aunque hay estudios que apuntan 
que pueden ser usados a partir de hemocultivo positivo. En cuanto a la detección de β-
lactamasas a partir de muestras directas de orina, hay pocos datos disponibles hasta la fecha. 
En nuestro centro se ha evaluado el ensayo de NG-Test CTX-M grupo 1 y MULTI a partir de la 
orina directa, aplicando el mismo protocolo de preparación de muestra descrito en el apartado 
anterior para la identificación directa mediante EM MALDI-TOF. Aunque no hubo resultados 
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falsos positivos, sí que se detectó algún resultado falso negativo, comparando con la detección 
fenotípica convencional, probablemente debido a la presencia de tipos de β-lactamasa no 
incluidos en el ensayo. En resumen, las técnicas basadas en la inmunocromatografía pueden 
ser muy útiles para la detección de BLEE y carbapenemasas en la muestra directa, si se toman 
en cuenta las limitaciones de cada una de ellas y también la epidemiología local. 

En la Figura 16 se resumen las técnicas que pueden ser aplicadas a la muestra directa de orina 
y de esta manera acortar el tiempo hasta el resultado. 

 

Figura 16. Técnicas que pueden ser utilizadas para el diagnóstico microbiológico de ITU a partir de 
muestra directa o cultivo, y los tiempos hasta el resultado. 
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III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
Hipótesis: En los últimos años la necesidad de un diagnóstico rápido en el ámbito de las 
enfermedades infecciosas se ha hecho muy evidente, debido principalmente a dos factores: 1. 
Los avances tecnológicos, sobre todo en el área de diagnóstico molecular y de proteómica; 2. 
Los estudios que han demostrado claramente que el correcto manejo y el adecuado 
tratamiento antimicrobiano de los pacientes graves durante las primeras horas tiene un 
impacto directo en la mortalidad y la supervivencia. Nuestra hipótesis consiste en que los 
nuevos métodos moleculares, disponibles comercialmente, así como la aplicación de la EM 
MALDI-TOF directamente a las muestras clínicas permiten acortar los tiempos de respuesta y 
pueden ser incorporados como técnicas complementarias al diagnóstico convencional en los 
laboratorios de microbiología clínica, produciendo un importante impacto clínico.  

Objetivo general: Evaluar las técnicas de biología molecular y proteómica para la identificación 
de microorganismos a partir de muestras directas de sangre y orina, respectivamente.  

Del objetivo general derivan cinco objetivos específicos, dependiendo del tipo de muestra a la 
que se aplican las técnicas de diagnóstico: 

1. Identificación de patógenos causantes de bacteriemia mediante técnicas basadas en 
biología molecular a partir de la muestra directa de sangre 

1.1 Evaluar la utilidad de GeneXpert MRSA/SA BC aplicado a la sangre directa extraída a través 
del catéter para el diagnóstico de bacteriemia estafilocócica relacionada con catéter. Artículo 
1. 

1.2 Evaluar la técnica MagicPlex para el diagnóstico de bacteriemia a partir de sangre directa. 
Artículo 2. 

2. Identificación de patógenos causantes de ITU mediante EM MALDI-TOF a partir de la 
muestra directa de orina 

2.1 Proponer y evaluar un protocolo de identificación directa a partir de la muestra de orina 
mediante EM MALDI-TOF. Articulo 3 

2.2 Evaluar el protocolo propuesto para la identificación directa a partir de la muestra de orina 
mediante EM MALDI-TOF en un estudio multicéntrico. Articulo 4 

2.3 Implementar el protocolo de identificación directa combinado con las técnicas rápidas de 
detección de BLEE y carbapenemasas en la rutina de diagnóstico de ITU en el Hospital Clínic y 
analizar su impacto clínico. Manuscrito 5 
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IIII. RESULTADOS 

1. Identificación de patógenos causantes de bacteriemia mediante técnicas 
basadas en biología molecular a partir de la muestra directa de sangre 

1.1 Artículo 1 

Rapid Diagnosis of Staphylococcal Catheter-Related Bacteraemia in Direct Blood Samples by 
Real-Time PCR 

Autores: Yuliya Zboromyrska, Cristina De la Calle, Marcelo Soto, Laura Sampietro-Colom, Alex 
Soriano, Míriam José Alvarez-Martínez, Manel Almela, Francesc Marco, Ruth Arjona, Nazaret 
Cobos-Trigueros, Laura Morata, José Mensa, José Antonio Martínez, Aurea Mira, Jordi Vila 

Revista: PLoS One. 2016 Aug 29;11(8): e0161684. doi: 10.1371/journal.pone.0161684.  

Factor de Impacto: 2.806 (2016) – Q1 (Scimago, Multidisciplinary); Q1 (Scimago, Medicine 
(Miscellaneous)). (Objetivo 1). 

 

Objetivos 

El objetivo del estudio ha sido estudiar la utilidad de un ensayo molecular para detectar 
bacteriemias estafilocócicas relacionadas con catéter y evaluar el coste-efectividad para su 
potencial implementación en el diagnóstico de rutina. 

Métodos 

Se han incluido prospectivamente 92 muestras de pacientes con sospecha de bacteriemia 
relacionada con catéter (BRC). De cada paciente se han obtenido dos parejas de hemocultivos 
(uno a través del catéter y otro mediante venopunción) y una muestra de sangre extraída a 
través del catéter (4 mL en un tubo con EDTA) para realizar la detección molecular, usando el 
ensayo GeneXpert MRSA/SA BC. Para el estudio de coste-efectividad se ha utilizado el árbol de 
decisiones como un modelo analítico determinístico. Las variables incluidas para el análisis han 
sido las siguientes: prevalencia de BRC causada por Staphylococcus aureus y estafilococos 
coagulasa negativos meticilina resistentes (MR-CoNS), sensibilidad y especificidad de 
GeneXpert, probabilidad de complicaciones hematógenas en el supuesto de retirada precoz 
del catéter versus no retirada a la espera de resultados de hemocultivos y probabilidad de 
muerte relacionada con BRC. Se ha calculado la razón incremental de coste-efectividad (RCEI) 
y, finalmente, se ha usado el método Monte Carlo para el análisis de sensibilidad probabilístico 
para determinar la robustez de los resultados. 

Resultados 

Se han detectado 16 BRC causadas por estafilococos en 92 pacientes con sospecha clínica de 
BRC. La prevalencia de BRC estafilocócica en nuestra población de estudio ha sido del 17,4%. 
GeneXpert ha detectado 14 de los 16 casos (87,5%), incluidas 4 bacteriemias por S. aureus 
meticilina sensible (MSSA) y 10 BRC por MR-CoNS. Dos resultados falsos negativos por 
GeneXpert correspondían a dos BRC causadas por MR-CoNS. Ningún paciente ha presentado 
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metástasis sépticas. Tampoco hubo mortalidad asociada a BRC en nuestra población. 
GeneXpert ha sido negativo en todos los casos con hemocultivos positivos para estafilococos 
coagulasa negativos que se consideraron contaminantes (n=14). GeneXpert ha sido positivo en 
6 muestras con hemocultivo negativo. En cuatro de estos seis casos (66,7%), con resultado 
presuntamente falso positivo de GeneXpert, los pacientes habían recibido tratamiento 
antibiótico activo en las últimas 24 h. El tiempo hasta el resultado en el caso de GeneXpert ha 
sido de tan solo una hora desde la recepción de muestra en el laboratorio. La sensibilidad y 
especificidad de GeneXpert han sido de 87,5% (IC 95%: 60,4–97,8) y 92,1% (IC 95%: 83–96,7), 
respectivamente, comparando con el hemocultivo convencional. La sensibilidad para BRC 
causadas por S. aureus ha sido del 100%. En cuanto al análisis de coste-efectividad, el coste 
incremental de la utilización de GeneXpert ha sido de 31€ por paciente, mientras que RCEI de 
GeneXpert combinado con hemocultivos versus hemocultivos solos ha sido de 180€ por año de 
vida ganado. 

Conclusiones 

GeneXpert puede ser aplicado a la muestra directa de sangre extraída a través del catéter para 
detectar BRC causadas por S. aureus y MR-CoNS. El análisis con GeneXpert requiere tan solo 
una hora hasta obtener el resultado. Este método será coste-efectivo sobre todo en las áreas 
de alta prevalencia de BRC estafilocócica. 
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11.2 Artículo 2 

Evaluation of the MagicplexTM Sepsis real-time test for the rapid diagnosis of bloodstream 
infections in adults 

Autores: Yuliya Zboromyrska, Catia Cillóniz, Nazaret Cobos-Trigueros, Manel Almela, Juan 
Carlos Hurtado, Andrea Vergara, Caterina Mata, Alex Soriano, Josep Mensa, Francesc Marco, 
Jordi Vila. 

Front Cell Infect Microbiol. 2019 Mar 12;9: 56. doi: 10.3389/fcimb.2019.00056.  

Factor de Impacto: 4.123 (2019) – Q1 (Scimago, Infectious Diseases); Q1 (Scimago, Medicine 
(Miscellaneous)); Q1 (Scimago, Microbiology (Medical)); Q1 (Scimago, Microbiology (Q1)). 
(Objetivo 1). 

 

Objetivos 

El objetivo de este estudio ha sido evaluar el ensayo molecular MagicplexTM Sepsis test (MP) 
para el diagnóstico de bacteriemia y sepsis en comparación con el hemocultivo estándar. 

Métodos 

En el estudio se han incluido 809 muestras de 636 pacientes. De cada paciente se ha obtenido 
al menos una pareja de hemocultivos y una muestra de sangre de 1 mL en un tubo con EDTA 
para MP. El MP test se ha realizado de acuerdo con las instrucciones de fabricante y ha 
incluido los siguientes pasos: pretratamiento, extracción, dos PCRs convencionales, seguidos 
por una PCR a tiempo real para detectar productos de amplificación y, finalmente, otra PCR a 
tiempo real para identificar 27 microorganismos a nivel de especies. La información sobre el 
tratamiento antibiótico y el foco de infección ha sido recogida para el análisis. 

Resultados 

De las 809 muestras procesadas 132 (16,3%) han sido positivas para al menos un 
microorganismo valorable mediante hemocultivos y/o MP. La concordancia global entre 
hemocultivos y MP fue del 87,1% (705/809). De las 809 muestras procesadas, 28 han sido 
positivas por ambas técnicas, 574 han sido negativas por ambas técnicas, 36 muestras han sido 
positivas para al menos un microorganismo valorable solo por MP, mientras que 68 muestras 
han sido positivas solo por hemocultivos. La tasa de positividad ha sido más alta para los 
hemocultivos (96/809, 11,9%) comparando con MP (64/809, 7,9%). Considerando los 
hemocultivos como gold standard, la sensibilidad y especificidad de MP han sido de 29,2% 
(95% CI, 20,6-39,5) y de 95% (95% CI, 93-96,4), respectivamente. La tasa de muestras 
contaminadas ha sido más alta para hemocultivos (10%) que para MP (4,8%) (p < 0.001). Los 
pacientes con muestras positivas solo por MP con mayor frecuencia recibían el tratamiento 
antimicrobiano (47%) que los pacientes con las muestras positivas solo por hemocultivo (18%) 
(p = 0.002). 
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Conclusiones 

MP puede ser útil en los pacientes que reciben el tratamiento antimicrobiano y, por lo tanto, 
con alta probabilidad del resultado negativo del hemocultivo. No obstante, la técnica ha 
demostrado muy baja sensibilidad global, lo que hace difícil su incorporación como método 
diagnóstico de rutina. 



   

61 

 



   

62 

 



   

63 

 



   

64 

 



   

65 

 



   

66 

 



   

67 

 



   

68 

 



RESULTADOS 

69 

 

22. Identificación de patógenos causantes de ITU mediante EM MALDI-TOF a 
partir de la muestra directa de orina 

2.1 Artículo 3 

Development of a new protocol for rapid bacterial identification and susceptibility testing 
directly from urine samples 

Yuliya Zboromyrska, Elisa Rubio, Izaskun Alejo, Andrea Vergara, Anna Mons, Irene Campo, 
Jordi Bosch, Francesc Marco, Jordi Vila 

Clin Microbiol Infect. 2016 Jun; 22(6): 561.e1-6. doi: 10.1016/j.cmi.2016.01.025.  

Factor de Impacto: 5.292 (2016) – Q1 (Scimago, Infectious Diseases); Q1 (Scimago, Medicine 
(Miscellaneous)); Q1 (Scimago, Microbiology (Medical)). (Objetivo 2). 

 

Objetivos 

El objetivo del estudio ha sido elaborar un protocolo para acortar el tiempo de procesamiento 
de la muestra de orina hasta obtener el resultado de identificación, con la combinación de la 
citometría de flujo, como método de cribado, y EM MALDI-TOF para la identificación directa, 
seguidos por antibiograma convencional mediante difusión con discos a partir del sedimento 
bacteriano.  

Métodos 

El estudio se ha dividido en dos partes. Durante la primera parte se han procesado 675 orinas 
para establecer el cut-off del recuento bacteriano para incluir las muestras para la 
identificación directa. Durante la segunda parte se han procesado 1.029 muestras de orina, de 
las cuales 163 han alcanzado el cut-off establecido. La citometría de flujo se ha realizado con 
un UF-500i (Sysmex), usando 4 mL de orina. La preparación de la muestra para la identificación 
directa mediante EM MALDI-TOF ha incluido dos pasos de centrifugación y dos de lavado del 
sedimento bacteriano. Para ello, se han usado 10 mL de orina. Los resultados de identificación 
directa se han considerado válidos si se había obtenido un valor de ≥1.700. En el caso de 
identificación directa válida se ha realizado antibiograma mediante el método de difusión con 
discos con el sedimento bacteriano. Los resultados se han comparado con los obtenidos 
mediante el procedimiento convencional. 

Resultados 

En la primera parte del estudio se ha establecido el cut-off de ≥5×106 bacterias/mL (5.000 
bacterias por microlitro), ya que el 94% (110/117) de las muestras que han alcanzado este cut-
off han sido positivas en urocultivo, con tan solo un 6% de las muestras contaminadas. De las 
163 muestras que han cumplido el cut-off en la segunda parte del estudio, la identificación 
directa se ha realizado en 140 (85,9%), ya que en 23 casos no hubo muestra suficiente. De 
estas 140 muestras, las 125 han sido positivas por urocultivo, 12 se han considerado 
contaminadas y 3 han sido negativas. La identificación válida se ha obtenido en 108 de las 125 
muestras positivas por cultivo (86,4%), mientras que en 17 (13,6%) no hubo identificación 
válida. El promedio del valor de la identificación directa ha sido 2.122 (mínimo 1.753; máximo 
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2.420). De las 12 muestras consideradas posteriormente como contaminadas según el 
urocultivo, se ha obtenido una identificación directa válida en seis. No hubo identificaciones 
válidas en ninguna de las tres muestras negativas por cultivo. El antibiograma directo se ha 
realizado en 102 de las 108 muestras con identificación válida y los resultados han sido 
concordantes con el procedimiento convencional para las 83 muestras con infección 
monomicrobiana, detectando 24 h antes 14 cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido y una cepa hiperproductora de β-lactamasa tipo ampC. 

Conclusiones 

El protocolo propuesto permite obtener la identificación del patógeno causante de la infección 
directamente en la muestra de orina en tan solo una hora desde el momento de la llegada de 
la muestra al laboratorio, y adelantar 18 – 24 h los resultados de la identificación y el 
antibiograma. 
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22.2 Artículo 4 

A multicentre study investigating parameters which influence direct bacterial identification 
from urine 

Yuliya Zboromyrska, Jordi Bosch, Jesús Aramburu, Juan Cuadros, Carlos García-Riestra, Julia 
Guzmán-Puche, Carmen Liébana Martos, Elena Loza, María Muñoz-Algarra, Carlos Ruiz de 
Alegría, Victoria Sánchez-Hellín, Jordi Vila 

PLoS One. 2018 Dec 11;13(12): e0207822. doi: 10.1371/journal.pone.0207822.  

Factor de Impacto: 2.776 (2018) – Q1 (Scimago, Multidisciplinary); Q1 (Scimago, Medicine 
(Miscellaneous)). (Objetivo 2). 

 

Objetivos 

El objetivo de este estudio ha sido estudiar la utilidad y eficacia del protocolo para la 
identificación directa a partir de la muestra de orina, usando la combinación de la citometría 
de flujo y EM MALDI-TOF, en nueve hospitales españoles, y evaluar los parámetros que tienen 
impacto en la identificación directa para mejorar en el futuro la preparación de la muestra. 

Métodos 

Durante el periodo de estudio cada hospital se ha comprometido a incluir alrededor de 118 
muestras que cumplían el cut-off de ≥5×106 bacterias/mL (5.000 bacterias por microlitro) para 
la identificación directa mediante EM MALDI-TOF. El procesamiento de rutina de la orina en 
cada centro no se ha cambiado. Para la preparación de la muestra se ha usado el método de 
centrifugación diferencial seguido de dos lavados del sedimento obtenido. La identificación 
válida para EM MALDI-TOF Microflex LT (Bruker DaltoniK) se ha considerado a partir del valor 
de 1.700, mientras que para VITEK-MS (bioMérieux) se ha considerado válido el valor de 
99,9%. 

Resultados 

Un total de 1.050 muestras han sido incluidas en el análisis. La identificación directa válida se 
ha obtenido en 72,8% de las muestras: en el 80,3% de las muestras positivas por cultivo, en el 
32,2% de muestras consideradas contaminadas y en el 19,7% de las muestras negativas por 
cultivo. La concordancia entre la identificación de rutina y la identificación directa has sido de 
97,2% a nivel de especie y de 98,3% a nivel de género. En 12 muestras se ha obtenido una 
identificación discordante. Los parámetros que ayudan a la identificación directa válida han 
sido: alto recuento bacteriano, presencia de Escherichia coli y aviso de Bacilos en la citometría 
de flujo. Por otro lado, los parámetros que han demostrado su impacto negativo en la 
identificación directa han sido: altos recuentos de células epiteliales y leucocitos, así como las 
muestras de pacientes hospitalizados. 

Conclusiones 

En el estudio multicéntrico se ha confirmado la utilidad y fiabilidad del protocolo de 
identificación directa a partir de la muestra de orina con la combinación de citometría de flujo 
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para cribado y EM MALDI-TOF para identificación. Aparte del recuento bacteriano, otros 
parámetros tienen impacto en el resultado de la identificación directa y deben ser 
considerados.
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22.3 Manuscrito 5 

Implementación del nuevo protocolo de identificación directa a partir de la orina en 
la rutina de diagnóstico microbiológico. 

Yuliya Zboromyrska, Jordi Bosch, Verónica Rico, Cristina Pitart, Mariana José Fernández, Alex 
Soriano, Jordi Vila. 

 

Objetivos 

El objetivo de este trabajo ha sido analizar la implementación del protocolo de identificación 
directa a partir de la muestra de orina en el diagnóstico de rutina en nuestro laboratorio y 
valorar su impacto en el tratamiento y manejo de pacientes con sospecha de bacteriemia de 
foco urinario atendidos en el Servicio de Urgencias de nuestro hospital. 

Métodos 

Se han analizado 298 muestras procesadas desde el 4 de junio, momento de la introducción 
del nuevo protocolo, hasta el 31 de diciembre del 2020, para la identificación directa y la 
detección rápida de cepas productoras de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y 
carbapenemasas. Para el cribado de las muestras se ha usado la citometría de flujo. Las 
muestras que cumplían el cut-off de ≥5×106 bacterias/mL (5.000 bacterias por microlitro), han 
sido procesadas con EM MALDI-TOF para la identificación. La preparación de la muestra se ha 
realizado mediante la técnica de centrifugación diferencial seguida por dos lavados del 
sedimento obtenido. En el caso de la identificación fiable para las especies de Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae complex y Enterobacter cloacae complex se ha realizado la técnica 
rápida de inmunocromatografía (lateral flow) para la detección de BLEE grupo CTX-M y 
carbapenemasas. Los resultados de la identificación y de la detección de resistencias han sido 
comunicados de inmediato al médico responsable. Los resultados directos se han comparado 
con la identificación y el antibiograma convencional. 

Resultados 

Del total de 298 muestras procesadas 86 cumplían criterio de citometría de flujo (incluyendo 
78 (90,7%) positivas por cultivo), mientras que 212 no lo cumplían (incluyendo 36 (17%) 
positivas por cultivo). El valor predictivo positivo de la identificación directa para las 86 
muestras que cumplían el criterio de citometría ha sido del 96,4%. Cincuenta y cuatro (47,4%) 
de 114 muestras positivas por cultivo han sido identificadas correctamente el mismo día de su 
llegada al laboratorio. El promedio del valor de identificación directa ha sido de 2.198. 
Veintisiete hemocultivos han sido positivos para la misma especie aislada en el urocultivo 
(bacteriemias de foco urinario): 14/27 (51,8%) eran casos con resultado concordante entre 
hemocultivo, urinocultivo e identificación directa. En cuanto a la detección de resistencia, de 
las 54 muestras con la identificación fiable y positivas por cultivo, en 37 muestras se ha 
realizado la detección de BLEE y/o carbapenemasas con una concordancia de 100% entre las 
técnicas rápidas y el antibiograma convencional. 
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Conclusiones 

El protocolo establecido de identificación directa y detección rápida de cepas productoras de 
BLEE y carbapenemasas a partir de la muestra de orina es una herramienta fiable y útil que 
mejora el manejo clínico de los pacientes con infección del tracto urinario grave.
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IIV. DISCUSIÓN 
Tal y como se ha expuesto en introducción, el diagnóstico de bacteriemia y sepsis tiene un 
impacto importante sobre la morbi-mortalidad de los pacientes y requiere acortar el máximo 
posible el tiempo hasta obtener los resultados. La utilidad y aplicabilidad que pueden tener los 
métodos moleculares en el diagnóstico de bacteriemia depende de muchos factores. En 
primer lugar, hay que tener en cuenta el número de patógenos que permiten detectar. Las 
técnicas moleculares pueden estar dirigidas a detectar un microorganismo en concreto o usar 
un panel más o menos amplio de patógenos. 

En el primer trabajo (Artículo 1) hemos estudiado la posibilidad de usar una técnica molecular 
con la plataforma GeneXpert (Xpert MRSA/SA BC), originalmente aprobada para su uso en 
hemocultivo positivo, para detectar S. aureus en la muestra de sangre extraída a través del 
catéter. En los trabajos previos donde se ha estudiado cuantitativamente la presencia de 
bacterias en sangre periférica y sangre extraída a través del catéter colonizado se ha visto que 
el inóculo de bacterias en la muestra del catéter puede llegar a miles de bacterias por mililitro 
[122, 123]. Aunque en los catéteres de corta duración la principal vía de colonización del 
catéter suele ser extraluminal, en los catéteres de larga duración (> 10 días), que eran la 
mayoría en nuestro estudio, mayor importancia adquiere la vía intraluminal [124, 125]. Por lo 
tanto, el inóculo de bacterias que esperábamos detectar en la muestra extraída a través del 
catéter era alto, lo que permitió plantear el uso de una técnica diseñada para detectar 
densidades bacterianas altas, habituales en hemocultivos positivos. 

Los estafilococos son los principales agentes etiológicos de BRC [126]. El ensayo Xpert 
MRSA/SA BC permite detectar e identificar S. aureus, pero además detecta los genes de 
resistencia a meticilina lo que permite no solo discriminar entre MSSA (S. aureus meticilina 
sensible) y MRSA (S. aureus meticilina resistente), sino que también detectar de manera 
indirecta los estafilococos coagulasa negativa (ECN) resistentes a meticilina en tan solo una 
hora. La BRC causada por S. aureus tiene alto riesgo de complicaciones por metástasis y 
diseminación de la infección hacia otros sistemas y órganos, mientras que las BRC por ECN 
aumentan las estancias hospitalarias [127, 128]. Actualmente en nuestro medio la tasa de ECN 
resistentes a meticilina supera el 70%, así que la técnica empleada detectaría la mayoría de 
BRC causadas por ECN [129]. Esta hipótesis se ha confirmado en el presente estudio (Artículo 
1), ya que los doce ECNs causantes de BRC eran meticilina resistentes. Por otro lado, el 
antibiótico empírico que con frecuencia se administra ante la sospecha de BRC estafilocócica 
es vancomicina. Varios estudios han demostrado que los antibióticos beta-lactámicos son la 
mejor opción para el tratamiento de bacteriemias causadas por MSSA en comparación con 
vancomicina [130, 131], por lo tanto, descartar la presencia de MRSA en el caso de BRC por S. 
aureus y ajustar cuanto antes el tratamiento empírico es de gran importancia para el 
pronóstico de los pacientes. La sensibilidad para MSSA en el presente estudio fue de 100%, lo 
que demuestra su utilidad para el diagnóstico, ya que todas las cepas de S. aureus causantes 
de BRC que crecieron en hemocultivo fueron detectadas por GeneXpert.  

En cambio, la técnica evaluada en el segundo trabajo (Artículo 2), MagicPlex System, está 
diseñada para detectar múltiples especies de microorganismos a partir de la muestra directa 
de sangre de pacientes con sospecha de bacteriemia, independientemente del foco de la 
infección. Como ya se ha discutido en la Introducción, las tres plataformas más evaluadas para 
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el diagnóstico de bacteriemia a partir de sangre directa son SeptiFast [132-134], SeptiTest 
[135, 136] y MagicPlex [75, 76, 137, 138]. Las tres plataformas presentan una variabilidad 
importante en cuanto a los parámetros analíticos (sensibilidad y especificidad), sobre todo en 
función de la población de pacientes a la que se aplican. El tiempo requerido también difiere, 
siendo en torno a 5-8 h para SeptiFast, 6-7 h para MagicPlex y 8-12 h para SepsiTest [139]. La 
sensibilidad analítica de cada uno también es distinta y depende de la especie: para SeptiFast 
es de 3-30 UFC/mL, para SeptiTest es de 20-460 UFC/mL y para MagicPlex es a partir de 30 UFC 
para Candida albicans, S. aureus, Streptococcus pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa. No 
obstante, cuando nos referimos a las técnicas moleculares, es más correcto hablar del número 
de copias genómicas de un microorganismo, que incluye no solo microorganismos viables, sino 
todo el ADN del microorganismo en cuestión, incluyendo ADN libre o fagocitado. En este caso 
se estima que el ADN circulante por mililitro de sangre en el caso de bacteriemia está en torno 
a 103 – 104 copias/mL [34]. A diferencia de ensayo Xpert MRSA/SA BC aplicado a la sangre 
extraída a través del catéter que ha demostrado una sensibilidad alta para la detección tanto 
de S. aureus como de ECN resistentes a meticilina (Artículo 1), la sensibilidad de MagicPlex ha 
sido muy baja en nuestro estudio (Artículo 2).  

La sensibilidad y especificidad de las técnicas moleculares dependen de muchos factores. Por 
una parte, el volumen de sangre que se procesa en el caso de técnicas moleculares es mucho 
más bajo en comparación con el del hemocultivo, lo que también influye en la capacidad de 
detectar bacteriemias, a pesar de que la cantidad de ADN circulante debería ser mayor y 
permitir su detección por dichas técnicas. Así en un estudio se ha logrado incrementar la 
sensibilidad de detección de Mycobacterium tuberculosis complex por una técnica molecular 
del 33% hasta el 71% procesando un volumen de 2 mL y 9 mL de sangre, respectivamente 
[140]. MagicPlex test usa tan solo 1 mL de sangre (Artículo 2), lo que puede ser una de las 
causas de la baja sensibilidad demostrada en nuestro estudio en comparación con el 
hemocultivo estándar. En el estudio con Xpert MRSA/SA BC (Artículo 1) también hemos usado 
1 mL de sangre. No obstante, en este caso la densidad bacteriana esperable en una muestra 
obtenida a través de un catéter colonizado es mucho más alta que la concentración de 
microorganismos en bacteriemias de otro foco en una muestra obtenida por venopunción o a 
través de un catéter no infectado (1-10 UFC/mL). El carácter intermitente de la bacteriemia es 
otra limitación para las técnicas moleculares, si se realizan solo una vez en el proceso 
diagnóstico. Este carácter intermitente es debido a que los microorganismos que alcanzan el 
torrente sanguíneo desde los respectivos focos de la infección son rápidamente aclarados por 
el sistema reticuloendotelial, polimorfonucleares y macrófagos [141]. En el caso de los 
hemocultivos, además de extraer dos parejas separadas por un tiempo de 30 minutos, si 
persiste la sospecha de bacteriemia a pesar de que el primer set de hemocultivos sea negativo 
tras 24-48 horas de incubación, se suelen extraer más parejas de hemocultivos. Debido a los 
costes asociados, no es habitual repetir las técnicas de diagnóstico molecular, si la primera 
prueba resulta negativa, aunque esta práctica podría aumentar la sensibilidad de las técnicas 
moleculares. La realización de pruebas moleculares seriadas ha sido evaluada en algunos 
estudios para el seguimiento de los pacientes para monitorizar la respuesta al tratamiento y 
definir la duración de éste, o para predecir las complicaciones [142, 143]. En estos estudios los 
pacientes estaban bajo tratamiento correcto y los hemocultivos se habían negativizado antes 
que los ensayos moleculares. En cuanto a la detección de ADN de microorganismos no viables, 
aunque los estudios ex vivo han detectado el material genético pasadas decenas y centenares 
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de años [144], en el organismo vivo esta persistencia no está tan clara y depende de muchos 
factores, tales como el foco de infección, presencia de material calcificado, vascularización, 
etc. Bacterias no viables no se han detectado más allá de 2 días después de su introducción en 
un estudio del modelo de infección articular [145]. Cuánto tiempo se puede detectar el 
material genético de una infección resuelta en sangre no está claro, pero los estudios 
anteriormente citados sobre el seguimiento de los pacientes bajo tratamiento apropiado 
indican que puede tardar varios días en aclararse. 

Otro parámetro que influye en el cálculo de sensibilidad de una técnica es el método 
comparador utilizado. Así en los estudios donde se usa el hemocultivo como único 
comparador, la sensibilidad suele ser más baja que en los estudios con el criterio combinado: 
clínico y del laboratorio [146]. En un estudio reciente el objetivo principal ha sido evaluar el 
valor clínico de las bacterias detectadas por el ensayo T2Bacteria, centrándose en aquellos 
casos con hemocultivo concomitante negativo y T2Bacteria positivo [83]. Para ello los autores 
han definido como bacteriemia probable cuando existían otros hemocultivos positivos para el 
mismo microorganismo tomados en otro momento (no concomitante) en el margen de 7 días 
respecto al análisis con T2Bacteria, o el microorganismo se había aislado de otros focos (orina, 
heridas, etc.); han considerado como bacteriemia posible, si en ausencia de cultivos positivos 
el microorganismo aislado era un patógeno habitual causante de la infección en cuestión (por 
ejemplo, E. coli en pielonefritis); y, finalmente, han considerado como falso positivo, si no se 
cumplían ninguno de los dos criterios antes mencionados. En resumen, el 71% de los 
resultados discordantes se han clasificado como bacteriemias posibles o probables, y además 
en todos los casos los pacientes recibieron al menos una dosis de antibiótico activo en los dos 
días previos al análisis de sangre con T2Bacteria. En nuestro primer estudio (Artículo 1) hubo 6 
resultados no confirmados por hemocultivo. En 4 de los 6 casos, el paciente estuvo recibiendo 
una cobertura antibiótica que podía explicar la negativización de los hemocultivos. Resultados 
similares se han observado en otros estudios donde se han evaluado los métodos moleculares 
de diagnóstico de bacteriemia y sepsis [70, 80]. El tratamiento antibiótico previo es el principal 
factor de hemocultivos negativos en pacientes con sospecha de bacteriemia y es donde los 
métodos moleculares pueden ofrecer otra ventaja diagnóstica aparte de la rapidez. En el 
segundo estudio (Artículo 2) también hemos analizado los resultados discordantes entre 
MagicPlex y el hemocultivo concomitante. El hallazgo más significativo es que los pacientes 
que solo fueron positivos por MagicPlex recibieron con mayor frecuencia un tratamiento 
antibiótico activo para el microorganismo detectado. Igual que en el estudio de Kalligeros et 
al., algunos de los pacientes con resultados discordantes tenían hemocultivos u otros cultivos 
positivos en días previos [83]. Considerando estos casos como verdaderos positivos, la 
especificidad de MagicPlex podría ser mayor.  

Otro factor importante es la población en la que se estudia la bacteriemia. Así SeptiFast ha sido 
evaluado en pacientes con sospecha de endocarditis infecciosa con resultados similares a los 
del hemocultivo [147]. En pacientes trasplantados el uso de técnicas moleculares permite 
detectar más bacteriemias, si se usa en combinación con el hemocultivo convencional [148].  

La contaminación supone un problema importante de la técnica de hemocultivo. Varios 
factores pueden ayudar a determinar si un microorganismo aislado es un contaminante o es 
uno valorable [149]. En primer lugar, tal y como se ha discutido en la Introducción, es la 
especie de microorganismo detectado. En nuestro primer estudio (Artículo 1) nos hemos 
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centrado en la BRC estafilocócica y hemos observado que el 75% (12/16) de las infecciones han 
sido causadas por ECN. Siendo estos microorganismos parte de la microbiota comensal de la 
piel, en cada caso era necesario hacer un análisis exhaustivo clínico y microbiológico para 
determinar su papel en el cuadro clínico de los pacientes incluidos. El número de parejas de 
hemocultivos y el número de frascos positivos en cada pareja es otro parámetro 
frecuentemente usado para valorar la verdadera bacteriemia [150-152]. En cambio, el tiempo 
de positividad, aunque se ha valorado como un parámetro útil a tener en cuenta en varios 
estudios [153, 154], en otros no se han demostrado diferencias entre los ECN valorables y los 
que se han considerado contaminantes [155]. En nuestro estudio (Artículo 1) se ha observado 
una diferencia significativa en el tiempo de positividad de los hemocultivos con ECN 
detectados por GeneXpert (10 BRC) versus los no detectados (solo positivos por hemocultivo). 
Este último grupo de hemocultivos negativos por GeneXpert incluye dos BRC por ECN y 14 
hemocultivos con ECN que se consideraron contaminantes. El hecho de que GeneXpert no 
haya detectado ningún ECN contaminante confirma la hipótesis de un inóculo muy bajo inicial 
en el caso de contaminación del hemocultivo, que queda reflejado en el tiempo de positividad 
más largo en comparación con los casos de BRC por ECN detectados por GeneXpert en 
muestra directa. Aun así, la presencia de dos BRC con tiempos de positividad más largos 
resalta la importancia de valorar este parámetro siempre juntamente con la clínica y otros 
factores analíticos del paciente. Como sabemos, el tiempo de positividad del hemocultivo está 
influenciado por muchos factores: la especie de microorganismo, el inóculo inicial (en el caso 
de la muestra extraída a través del catéter el inóculo está relacionado con el grado de 
colonización intraluminal del catéter en cuestión), volumen de sangre inoculada en cada 
frasco, antibiótico previo, etc. Es probable que todas estas variables difíciles de controlar 
hagan que los tiempos de positividad sean poco discriminativos entre los ECN contaminantes y 
los causantes de BRC. La tasa de microorganismos contaminantes detectados por MagicPlex en 
el segundo estudio (Articulo 2) también ha sido significativamente más baja que la tasa de 
hemocultivos contaminados. 

El principal problema de la implementación de plataformas moleculares en la rutina de 
diagnóstico microbiológico es su coste. Además, tampoco hay estudios suficientes que 
demuestren el impacto de estas técnicas en el manejo de los pacientes. Las plataformas 
moleculares destinadas a acelerar el diagnóstico deben cumplir con tres objetivos: 1. Tener 
parámetros analíticos (sensibilidad, especificidad, etc.) aceptables; 2. Permitir su integración 
relativamente fácil en los flujos de trabajo del laboratorio; y 3. Tener un impacto en el manejo 
de los pacientes (mortalidad, estancias hospitalarias, años de vida ajustados por calidad, etc.). 
Los estudios de coste-efectividad ayudan a evaluar simultáneamente el coste y beneficio que 
aporta un método en concreto, si lo introducimos en nuestro algoritmo diagnóstico. El ensayo 
Xpert MRSA/SA BC aplicado a hemocultivo positivo ya ha demostrado en estudios previos su 
utilidad en términos de acortar la duración de las estancias hospitalarias o disminuir los costes 
hospitalarios [156], así como ser un método coste-eficiente en comparación con estrategias de 
tratamiento empírico en escenarios con distinta prevalencia de MRSA [56]. Aun así, su impacto 
dependerá mucho de la aplicación clínica de estos resultados microbiológicos. Así, en un 
estudio donde se evaluó el coste-efectividad de distintos métodos de diagnóstico rápido de 
bacteriemias en comparación con el diagnóstico convencional, se ha observado que la 
combinación de técnicas rápidas con los programas de optimización de uso de antibióticos es 
coste-efectiva, mientras que el impacto disminuye de manera significativa, si las técnicas 



DISCUSIÓN 

112 

 

rápidas no se acompañan de dichos programas [157]. En nuestro estudio (Artículo 1), para 
valorar la relación entre el coste de nueva estrategia diagnóstica (GeneXpert junto con 
hemocultivo) y la medida de su efecto (años de vida ganados), se ha calculado la razón 
incremental de coste-efectividad (RCEI). El coste extra por año de vida ganado ha sido de 180 
euros. El análisis de sensibilidad para estimar el nivel de incertidumbre demostró que el RCEI 
está más afectado por la variable de probabilidad de complicaciones, aumentando hasta 2.405 
euros si la probabilidad es de tan solo 13%. Teniendo en cuenta que en España se considera 
una estrategia coste-efectiva si el RCEI está por debajo de 30.000 euros por año de vida 
ganado, GeneXpert en todo caso demostró su coste-efectividad [158]. 

La posibilidad de introducción de paneles moleculares en el flujo diagnóstico de rutina 
dependerá en muchos casos del trabajo técnico que supone el procesamiento de las muestras. 
Una limitación importante de MagicPlex test (Artículo 2) y de otros ensayos similares es que 
no es un sistema integrado y requiere varios pasos manuales. Este hecho, por una parte, 
requiere personal entrenado y, por otra parte, hace difícil la integración de las técnicas en la 
rutina diaria, ya que requiere disponibilidad de personal 24 horas 7 días a la semana. En caso 
contrario, las muestras que lleguen fuera del horario de trabajo del laboratorio no serán 
procesadas hasta el día siguiente. Actualmente tan solo el 42% de laboratorios europeos 
introducen botellas de hemocultivos de forma continua 24 horas al día, tan solo el 13% 
empiezan el procesamiento del hemocultivo positivo inmediatamente y menos del 5% tienen 
servicio de 24 horas para la validación y notificación de los resultados de la identificación y el 
antibiograma [159]. El tiempo de 5-6 horas hasta obtener el resultado también es un 
condicionante. No obstante, en el caso de sistemas totalmente integrados, como GeneXpert 
(Artículo 1), es más fácil la incorporación de la prueba en la rutina por no requerir personal 
entrenado y por el tiempo reducido hasta obtener el resultado [160]. 

Algunas de las técnicas moleculares, aparte de la detección de microorganismos incluyen la 
detección de genes de resistencia. Este es el caso del ensayo Xpert MRSA/SA BC que permite la 
identificación de especie de S. aureus y la determinación del principal mecanismo de 
resistencia a beta-lactámicos (gen mecA) (Artículo 1). Además, tal y como hemos demostrado 
en nuestro estudio, el ensayo permite la detección indirecta de ECNs resistentes a meticilina. 
MagicPlex incluye tres genes de resistencia: mecA, vanA y vanB. No obstante, el número 
limitado de ECNs detectados en el segundo estudio (Artículo 2) hace difícil la evaluación de la 
fiabilidad de la detección de la resistencia a meticilina en estafilococos por MagicPlex.  En este 
estudio también hemos obtenido un resultado positivo para el gen vanB en una muestra 
donde MagicPlex ha detectado la presencia de E. faecalis. No obstante, este resultado no se ha 
confirmado ni por el hemocultivo correspondiente ni por otros cultivos microbiológicos del 
paciente. Hay que resaltar que el número de marcadores de resistencia incluidos en el ensayo 
MagicPlex es muy insuficiente. Hoy en día es importante que los paneles moleculares que 
detectan bacilos Gram-negativos incluyan también la detección de β-lactamasas, al menos las 
más prevalentes, tales como BLEE grupo CTX-M, y ciertos tipos de carbapenemasas.  

Los resultados obtenidos en los estudios descritos (Artículo 1 y 2) confirman el hecho que 
hemocultivo sigue siendo el gold standard para el diagnóstico de bacteriemias. Hay que 
resaltar que muchas otras estrategias, aparte de las técnicas moleculares, pueden ayudar a 
acortar los tiempos de diagnóstico. Tal y como ha propuesto Lamy et al. en su revisión, un 
enfoque multifactorial (“bundle approach”) es necesario para mejorar el diagnóstico 
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microbiológico de bacteriemia, incluyendo la optimización de parámetros pre-analíticos 
(asepsia, volumen de sangre inoculado, inicio de incubación sin demoras, etc.), analíticos 
(rápido procesamiento de hemocultivos 24 horas 7 días a la semana, uso de técnicas rápidas 
de identificación y antibiograma, etc.) y post-analíticos (comunicación rápida de resultados, 
equipos PROA, etc.) [161]. 

Tal y como hemos resaltado en la parte de la Introducción, la etiología de bacteriemia puede 
ser muy diversa y depende en gran medida del foco de infección. La infección urinaria (ITU) es 
una de las más frecuentes tanto en el ámbito extra como intrahospitalario, siendo además un 
foco importante de bacteriemia y sepsis [162, 163]. La identificación rápida de microrganismos 
causantes de ITU en la muestra directa permite confirmar el diagnóstico y ajustar el 
tratamiento antibiótico el mismo día de la extracción de la muestra de orina, lo que adquiere 
especial importancia en el caso de una infección grave que cursa con sepsis. 

En primer lugar, hemos propuesto un protocolo para conseguir la identificación directa 
mediante EM MALDI-TOF a partir de la muestra de orina (Artículo 3), realizando además el 
antibiograma convencional con el sedimento bacteriano obtenido y adelantando de esta 
manera los resultados 18-48 h, y, luego, hemos evaluado la fiabilidad del protocolo propuesto 
en nueve hospitales españoles (Artículo 4). A continuación, hemos puesto en marcha la 
identificación directa en muestras de orina combinada con la detección rápida de BLEE y 
carbapenemasas en la rutina del diagnóstico microbiológico de muestro laboratorio 
(Manuscrito 5). 

Teniendo en cuenta que la orina es la muestra más común en el laboratorio de bacteriología, 
hemos utilizado la citometría de flujo como método de cribado para identificar las orinas con 
alta densidad bacteriana. El citómetro de flujo ofrece la posibilidad de obtener un recuento de 
bacterias, así como de leucocitos y hematíes por μL. Esta técnica está ampliamente evaluada y 
es usada para el cribado de orinas para decidir cuáles son las muestras que se van a sembrar. 
Para ello se establecieron distintos cut-off dependiendo de la población a la que se aplica la 
técnica [93, 94, 96]. El objetivo del cribado es tener una sensibilidad alta y por lo tanto los 
recuentos de bacterias por μL que se usan como cut-off suelen ser bajos, para asegurar que 
haya muy pocas orinas positivas que no se siembran. En nuestro caso el objetivo ha sido 
diferente, ya que necesitábamos estimar un recuento de microorganismos a partir del cual la 
mayoría de las orinas resultaban positivas por cultivo. El cut-off de 5.000 bacterias/μL (5x106 
bacterias/mL) asegura que al menos el 80% de las muestras van a ser positivas por cultivo 
(Artículo 3). En el estudio de March Rosello et al. los autores han demostrado que los 
recuentos de >107 bacterias/mL por citometría indican la densidad bacteriana suficiente para 
asegurar la identificación directa de muestras monomicrobianas con la sensibilidad de una 
87,5% [164]. Para los recuentos menores los autores proponen el paso previo de pre-
incubación para aumentar el inóculo. Aunque el paso de pre-incubación ciertamente puede 
ayudar a tener inóculo más alto de microorganismos, se pierde la principal ventaja que es la 
rapidez del método. Además, dependiendo de la hora en que se recibe la muestra en el 
laboratorio, sería difícil incorporar este paso al flujo de trabajo. Una alternativa al citómetro 
como método de cribado puede ser la tinción de Gram, que tiene la ventaja de ser un método 
fácil de realizar, disponible en cualquier laboratorio de microbiología y que no necesita 
equipamiento especial. La tinción de Gram ha demostrado su utilidad como un método de 
cribado previo a la identificación mediante EM MALDI-TOF [101]. No obstante, hay que 
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mencionar que es un método laborioso si hay que aplicarlo al gran número de orinas que se 
reciben en el laboratorio, y la valoración es subjetiva. Guzman-Puché et al. han propuesto un 
algoritmo de cribado basado en la combinación de un método de bioluminiscencia (Coral UTI 
Screen) y tinción de Gram como paso previo a la EM MALDI-TOF directa de la orina [165]. El 
algoritmo ha demostrado alta sensibilidad y especificidad y es una alternativa válida para los 
laboratorios que tienen incorporado el método de bioluminiscencia en su rutina. Otros autores 
han evaluado la técnica de cribado basada en la dispersión de luz (BacterioScan 216Dx) para 
identificar las muestras aptas para la identificación directa con EM MALDI-TOF [166]. La 
sensibilidad de la técnica para detectar muestras positivas ha sido de 96,5%. Tras establecer un 
cut-off de densidad óptica para aplicar EM MALDI-TOF, la combinación de BacterioScan y EM 
MALDI-TOF ha demostrado una sensibilidad del 72%. No obstante, hay que tener en cuenta 
que el cribado con BacterioScan requiere un tiempo mínimo de 3 h de incubación de la 
muestra sembrada en un medio líquido hasta detectar el aumento de turbidez. En cambio, 
nuestro protocolo permite procesar la muestra sin demora y tener los resultados de la 
citometría en pocos minutos. 

En nuestro protocolo se ha usado un volumen inicial de 10 mL de orina (Artículos 3, 4 y 
Manuscrito 5). Esta cantidad de orina junto con el cut-off establecido de ≥5.000 bacterias/μL 
(≥ 5x106 bacterias/mL) nos ha permitido disponer de suficiente sedimento bacteriano para no 
solo realizar una identificación directa, sino también preparar una suspensión 0,5 McF para el 
antibiograma mediante difusión con discos en el primer trabajo (Artículo 3) o realizar las 
técnicas de inmunocromatografía para detectar BLEE y carbapenemasas (Manuscrito 5). En 
otros trabajos el volumen inicial de la muestra varía entre uno y 15 mL [98, 99, 101, 167]. 
Cuanto mayor es la densidad de microorganismos en la muestra, menos volumen se necesita 
para obtener una identificación válida. Así que, al implementar este protocolo en la rutina, el 
volumen de muestra como parámetro aislado no debe ser usado para decidir si la muestra es 
apta o no para la aplicación directa de la EM MALDI-TOF. Habrá que tener en cuenta el 
recuento de bacterias y otras células para tomar la decisión, tal y como se va a discutir más 
adelante. 

El protocolo de doble centrifugación que hemos utilizado en nuestro trabajo es fácil de 
realizar, rápido y no necesita ni reactivos ni dispositivos adicionales aparte de las centrifugas. 
Otros autores han estudiado la posibilidad de obtener el sedimento bacteriano mediante 
filtración, aunque es más laborioso y necesita un dispositivo especial [168]. También es posible 
aplicar a la muestra de orina la técnica propuesta para un hemocultivo positivo con el fin de 
separar bacterias de células humanas [51]. En este caso la muestra se centrifuga en los tubos 
de suero con gel separador y los microorganismos se concentran en la superficie del gel. No 
obstante, en nuestra opinión, la técnica de doble centrifugación es más fácil y asequible y 
además permite una recuperación eficiente de microorganismos de las orinas con densidad 
suficiente para la identificación directa. Una vez se obtiene el sedimento de microorganismos, 
la identificación puede ser realizada directamente, depositando parte del sedimento en el 
pocillo, cubriendo después con 1 μL de ácido fórmico al 70% para facilitar la lisis de 
microorganismos, y finalmente con 1 μL de la matriz. El protocolo de extracción de proteínas 
aplicado al sedimento bacteriano puede mejorar ligeramente las tasas de identificación directa 
fiable, tal y como se ha demostrado en algunos estudios [98, 101, 164]. En nuestro estudio 
necesitábamos preservar la integridad de las células bacterianas para poder utilizar el 
sedimento restante para antibiograma directo (Artículo 3) o realizar la detección rápida de 
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BLEE y cabapenemasas (Manuscrito 5). Por esta razón no hemos usado el protocolo de 
extracción de proteínas. 

Los dos principales problemas de la identificación directa a partir de la muestra clínica son la 
cantidad de microorganismos disponibles para el análisis tras su recuperación y la presencia de 
las sustancias que interfieren en el análisis de espectros proteicos microbianos. En muchos 
trabajos previos se ha demostrado que la identificación fiable se obtiene sobre todo en las 
orinas que presentan los recuentos de ≥105 UFC/mL en el urocultivo cuantitativo [98, 99, 164]. 
En nuestros estudios el cut-off de 5.000 bacterias/μL (5x106 bacterias/mL) según la citometría 
de flujo, ha permitido incluir las orinas que en su mayoría (99,2% de los positivos por cultivo en 
el Artículo 3 y 96,5% de los positivos en el Artículo 4) tenían recuentos de ≥105 UFC/mL por 
cultivo. El recuento de microorganismos proporcionado por citometría ha demostrado ser un 
parámetro independiente que influye en el éxito de la identificación directa en el análisis 
multivariado (Artículo 4). El protocolo de extracción de proteínas previo análisis mediante EM 
MALDI-TOF puede mejorar aún más las tasas de identificación fiable, como ya hemos 
mencionado antes, con el inconveniente de no disponer posteriormente de bacterias intactas 
para otros posibles estudios. Kitagawa et al. han propuesto aplicar ultrasonidos a la muestra 
de orina previa centrifugación para romper agregados bacterianos y de esta manera mejorar la 
identificación [169]. Pero aun teniendo los recuentos muy altos, la presencia de más de un 
microorganismo en el sedimento obtenido puede comprometer la identificación. En los casos 
en los que hay dos microorganismos, la proporción relativa de cada uno determina el resultado 
de la identificación: una identificación no fiable se obtiene si ambos microorganismos se 
encuentran en cantidades equivalentes, mientras que una identificación fiable de un solo 
patógeno se obtiene si éste es claramente predominante [99]. En nuestro primer trabajo 
(Artículo 3) no hemos obtenido una identificación fiable en el 13,6% (n=17) de las muestras 
con un recuento de ≥105 UFC/mL en el cultivo y de ≥ 5x106 bacterias/mL según la citometría de 
flujo, de las cuales en cinco casos puede ser debido a la presencia de dos microorganismos en 
proporciones iguales.  Por otro lado, en 19 casos de orinas con dos microorganismos en el 
cultivo hubo una identificación fiable de uno de ellos. Hemos obtenido resultados parecidos en 
el Manuscrito 5. Aparte de las situaciones en que hay dos microorganismos patógenos, 
podemos encontrarnos con los casos en los que se identifica un microorganismo de la 
microbiota urogenital presente en mucho mayor cantidad (por ejemplo, Lactobacillus spp.) 
que el microorganismo potencialmente responsable de la infección. En el estudio multicéntrico 
(Artículo 4) entre las seis muestras discordantes, positivas para E. coli en el cultivo la 
identificación directa dio dos resultados positivos para Lactobacillus spp., uno para 
Bifidobacterium breve y uno para Gardnerella vaginalis, microorganismos que forman parte de 
microbiota vaginal normal o alterada y que seguramente se encontraban en mucho mayor 
recuento que E. coli. En el Manuscrito 5 hemos obtenido hallazgos parecidos en las orinas con 
dos microorganismos en cultivo: la identificación directa de estas 12 muestras ha dado un 
resultado discordante (Lactobacillus crispatus según EM MALDI-TOF directo y K. pneumoniae y 
Candida albicans según el cultivo), en cuatro no han dado identificación fiable y en siete 
muestras se ha identificado con fiabilidad uno de los dos microorganismos. Otros autores han 
sugerido que las bacterias contaminantes, aunque presentes en menor recuento que el 
uropatógeno causante de la infección, pueden condicionar la identificación directa, ya que su 
cantidad en 10 mL de muestra procesada puede llegar a ser importante [164]. No obstante, 
estas bacterias contaminantes no se detectan en urocultivo donde tan solo 1 μL de la muestra 
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se siembra. De esta manera, al encontrarse en menor cantidad que el uropátogeno en 10 mL 
de la muestra directa, no se identifican por EM MALDI-TOF, pero interfieren en la 
identificación fiable del mismo. 

Otro problema importante es la presencia de sustancias que interfieren en el análisis a partir 
de la muestra directa, y, en primer lugar, las células humanas o sus restos. El análisis 
multivariado (Artículo 4) ha demostrado que el resultado de identificación fiable está 
inversamente relacionado con el recuento de células epiteliales y leucocitos. Inicialmente 
hemos pensado que el promedio de recuento de estas células puede ser diferente entre las 
muestras positivas, negativas y contaminadas. No obstante, no hemos encontrado diferencias 
significativas en el recuento de leucocitos, lo que puede ser explicado por dos razones 
principales. En primer lugar, presencia de piuria por causas no infecciosas. Por otro lado, 
también puede haber pacientes con cultivos negativos que recibieron antibióticos, aunque 
este dato no ha sido recogido en nuestro estudio. En cuanto a las células epiteliales, sí que se 
ha observado una diferencia significativa. Se ha detectado un número más elevado de células 
epiteliales por microlitro en las muestras contaminadas y negativas en comparación con las 
muestras positivas. Se sabe que la presencia de células epiteliales escamosas se usa 
ampliamente como un marcador de probable contaminación de la muestra, sobre todo en la 
población femenina. Tener en cuenta este parámetro antes de aplicar la EM MALDI-TOF de la 
muestra directa puede ayudar a evitar resultados falsos positivos en el caso de orinas 
contaminadas con un microorganismo predominante. El impacto negativo de la presencia de 
leucocitos y células epiteliales en la identificación fiable seguramente es debido a los restos de 
células humanas que quedan después de la centrifugación. Otra posible explicación de las 
identificaciones no válidas es la presencia de proteínas de la orina que interfieren en el análisis 
[170]. Se sabe que la orina de personas sanas contiene más de 2.000 proteínas distintas, 
mientras que las muestras de pacientes con procesos inflamatorios contienen más de 5.000 
proteínas [171, 172]. Pinault et al. ha realizado un estudio donde primero han establecido una 
base de datos específica a partir de las muestras positivas de orina [173]. Argumentando que 
la orina es un entorno muy complejo que interfiere en el análisis de espectros, han decidido 
crear una base donde está presente el “background” típico de orina, lo que podría aportar una 
ventaja a la hora de obtener la identificación fiable. Aun así, los autores limitan la ventana de 
lectura de los espectros proteicos (m/z) de entre 4000 y 16000 Da, para dejar fuera los picos 
intensos de α-defensinas. La ventaja principal de este enfoque es poder usar menor volumen 
inicial de muestra (1 mL) y menor recuento de bacterias (<104 UFC/mL) para llegar a la 
identificación fiable. Sin embargo, la complejidad que supone la creación de una base de datos 
específica junto con el protocolo de preparación de las muestras mucho más laborioso que en 
otros estudios hace dudar de la utilidad de la propuesta. En el caso de las orinas, se suele 
disponer de volúmenes de muestra más que suficientes para su procesamiento directo. 
Además, hay que valorar con precaución los resultados obtenidos en las muestras con los 
recuentos más bajos de microorganismos en cultivo. Un aspecto importante a tener en cuenta 
es que mediante el protocolo de preparación del sedimento bacteriano a partir de la orina que 
utilizamos la mayoría de las proteínas de la orina quedan separadas del sedimento bacteriano. 
Probablemente esta propuesta sería más interesante para algún otro tipo de líquidos 
biológicos (LCR, articular, etc.). También se han propuesto otras soluciones para resolver el 
problema de las sustancias que interfieren en el análisis y mejorar las tasas de identificación 
directa. Sanchez-Juanes et al. han propuesto un pretratamiento de la muestra con la solución 
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de SDS para lisar las células humanas [174]. Veron et al. han comparado el protocolo de 
centrifugación diferencial, filtración y pre-incubación, demostrando la superioridad del método 
de filtración [175]. Afortunadamente, en la mayoría de las muestras monomicrobianas con el 
cut-off establecido en nuestro estudio no hace falta ningún procedimiento adicional para 
conseguir una identificación fiable. No obstante, no descartamos usar en el futuro algún 
método adicional para conseguir una identificación fiable en las orinas con recuentos más 
bajos de bacterias, si la situación clínica del paciente lo requiere. 

En cuanto a la fiabilidad de la identificación directa, el fabricante fija el valor de identificación 
por EM MALDI-TOF en 2.000 para considerarla fiable a nivel de especie, y entre 1.700 y 2.000 a 
nivel de género. En nuestro protocolo (Artículos 3, 4 y Manuscrito 5) hemos considerado la 
identificación fiable a nivel de especie a partir de 1.700. En trabajos previos distintos autores 
estudiaron bajar el valor aceptable incluso por debajo de 1.700, apelando a que la muestra 
directa difícilmente puede ser equiparada a la colonia pura de microorganismos. Así March 
Rosselló et al. en su estudio han propuesto usar el valor de ≥1.400 si al menos 2 de las 4 
réplicas de cada muestra alcanzan este valor [100]. Anteriormente Moussaoui et al. han 
propuesto aceptar la identificación como fiable para hemocultivos positivos, si la misma 
especie aparece en las cuatro primeras opciones de la lista, con el valor de la primera de al 
menos 1.400 [176]. La Scola et al. han considerado como válida la identificación, si las 4 
réplicas han identificado la misma especie con el valor de ≥1.200 [177]. Nosotros 
consideramos que es más apropiado utilizar el límite de fiabilidad de identificación propuesto 
por el fabricante (≥1.700), sobre todo teniendo en cuenta que la orina no es comparable con el 
hemocultivo y en muchas ocasiones puede presentar recuentos considerables de 
microorganismos que forman parte de la microbiota. Bajar el valor de fiabilidad supone 
aumentar la probabilidad de los resultados falsos positivos, sobre todo en el caso de orinas 
contaminadas. 

Aparte de utilizar el valor de fiabilidad y tener en cuenta los recuentos de células humanas que 
proporciona el citómetro, ¿de qué otra manera podemos minimizar la posibilidad de 
resultados falsamente positivos en las muestras contaminadas? En nuestro primer trabajo 
(Artículo 3) una identificación válida se ha obtenido en en seis muestras contaminadas (4,3%). 
En el Manuscrito 5, de 7 muestras contaminadas hubo identificación fiable en una. En el 
estudio multicéntrico (Artículo 4) hasta el 32% de muestras contaminadas han dado una 
identificación directa fiable, lo que supone el 2,6% del total de muestras procesadas para la 
identificación directa. Como se ha explicado antes en el texto, la presencia de un 
microorganismo predominante en una muestra polimicrobiana puede resultar en una 
identificación fiable de este microorganismo. El transporte en frio y sin demora y el 
procesamiento inmediato de las muestras de orina ayudan a evitar el sobrecrecimiento de 
bacterias contaminantes. Se sabe que el uso de recipientes para la orina con conservantes 
permite inhibir la proliferación de flora microbiana y al mismo tiempo preservar otros 
elementos formes, como leucocitos, para su posterior análisis [178, 179]. En el estudio 
multicéntrico (Artículo 4) hemos observado que la tasa de identificación fiable es superior en 
los tubos sin conservante cuando se comparan los dos grupos sin tener en cuenta el resultado 
de cultivo. Pero si solo nos centramos en las muestras positivas por cultivo, no se observan 
diferencias. Es decir, el uso de tubos con conservantes sobre todo evita las identificaciones en 
muestras contaminadas, sin afectar las muestras positivas. Es de especial importancia cuando 
se trata de muestras de atención primaria que suelen llegar al laboratorio pasadas horas 
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después de su recogida, o cualquier muestra de orina que no pueda ser sembrada o procesada 
por EM MALDI-TOF en las dos horas posteriores a su recogida, ni puede guardarse refrigerada. 
En estos casos el uso de tubos con conservantes, principalmente ácido bórico, es 
recomendable. Pero hay que tener en cuenta dos aspectos: 1. El volumen de la muestra no 
puede ser inferior a 3 mL para evitar el efecto inhibidor sobre los microorganismos que van a 
ser cultivados; 2. La muestra debe ser cultivada en las siguientes 24 h. A pesar de que hubo 
estudios que indicaban un posible efecto tóxico del ácido bórico sobre los microorganismos, 
otros autores no han observado ninguna diferencia significativa ni en las tasas de positividad, 
ni en los recuentos de microorganismos pasadas 24 h, siempre y cuando se cumplan las 
condiciones de recogida (volumen mínimo) [180]. 

Otro aspecto importante que discutir son las muestras con el resultado discordante en la 
identificación directa y a partir de colonia. En nuestro estudio multicéntrico (Artículo 4) en 
siete casos se trataba de microorganismos que crecen más lentamente o con dificultad en los 
medios de cultivo. Muchos de ellos forman parte de microbiota normal o alterada del tracto 
genital (Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Gardnerella vaginalis), pero otros pueden ser 
patógenos causantes de ITU (Aerococcus spp.). Como ya hemos explicado antes, si estos 
microorganismos están presentes en mayor cantidad que el microorganismo aislado en el 
cultivo (E. coli, Klebsiella spp., etc.), la EM MALDI-TOF puede proporcionar una identificación 
fiable a partir de la muestra directa. Además, en la mayoría de los casos en el cultivo ha 
crecido un bacilo Gram-negativo que obviamente tiene una cinética de crecimiento mucho 
más rápida que los microorganismos mencionados. En los cinco casos restantes los resultados 
discordantes de identificación podrían ser debidos a la identificación errónea, tanto directa 
como convencional. Lamentablemente en nuestro estudio no hemos incluido la parte de 
confirmación molecular de los resultados discordantes, como se hizo en algún otro estudio [99, 
181]. Tampoco se puede excluir la posibilidad de la presencia de dos microorganismos en la 
orina directa, uno de los cuales no ha crecido por alguna razón en el medio de cultivo. En el 
caso de una identificación directa válida de orinas con resultado negativo en el cultivo 
(Artículo 4), excepto cuatro muestras con E. coli, el resto de los microrganismos identificados 
crecen con dificultad en los medios habituales y suelen ser contaminantes de la microbiota 
urogenital. En el caso de cuatro muestras con E. coli según la identificación directa y que no 
creció en el urocultivo, la explicación más plausible es que los pacientes tomaron antibiótico 
previo. Lamentablemente este dato no ha sido recogido en el estudio. 

Un hallazgo interesante observado en nuestro primer estudio (Artículo 3) fue la identificación 
directa de Clostridium perfringens, una bacteria anaerobia que obviamente no creció en el 
medio de CLED usado en la rutina bajo las condiciones de incubación estándar. En este caso 
particular, después de obtener la identificación directa, la muestra se sembró tanto de manera 
convencional como en el medio de Schaedler que se incubó en condiciones de anaerobiosis. En 
este último medio se observó el crecimiento puro de C. perfringens después de 18 h de 
incubación, mientras que el cultivo convencional en CLED fue negativo tras 48 h de incubación. 
Las bacterias anaerobias rara vez están involucradas en ITU y por eso su búsqueda activa no se 
recomienda. No obstante, en los pacientes con ciertas patologías de base se han reportado los 
casos de ITU causadas por microorganismos anaerobios  [182, 183]. En este caso el paciente 
presentaba la enfermedad de Crohn y varios episodios de ITU en los últimos meses, lo que 
hacía sospechar de la presencia de una fístula enterovesical. Aunque este hallazgo es más bien 
excepcional, pone de manifiesto la utilidad adicional de la identificación directa mediante EM 
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MALDI-TOF: la identificación de los patógenos que no crecerían en condiciones convencionales 
de cultivo. 

Un parámetro adicional que nos proporciona la citometría de flujo es la morfología de los 
microorganismos detectados: un aviso de morfología de bacilos, de cocos o morfología mixta. 
Los anteriores estudios han demostrado que la citometría tiene mejores resultados en predecir 
la morfología bacilar que cocoide o mixta [184, 185]. En el estudio multicéntrico (Artículo 4) 
hemos obtenido un valor predictivo positivo aceptable para la morfología bacilar. El número 
de muestras con otra morfología ha sido bajo, probablemente debido al alto cut-off usado en 
nuestro estudio, pocas veces alcanzado por cocos Gram-positivos. Se ha observado que las 
bacterias Gram-positivas suelen tener en orina recuentos más bajos por citometría de flujo 
[186]. También hay que tener en cuenta que los bacilos Gram-negativos son los principales 
agentes etiológicos de ITU. Aunque en el primer trabajo (Artículo 3) no hemos analizado este 
parámetro, hubo pocas muestras con bacterias Gram-positivas en el cultivo. Las nuevas 
versiones de software de citometría han cambiado el tipo de aviso, informando sobre la 
presencia de Gram-positivos versus Gram-negativos, basándose en las diferencias en la 
captación del colorante fluorescente entre ambos grupos de microorganismos. En un estudio 
reciente se ha demostrado un valor predictivo positivo de 95,8% para el aviso de Gram-
negativos [187]. En en nuestra experiencia con este nuevo software, la concordancia con el 
urocultivo para el aviso de Gram-negativos es muy alta (de 55 muestras con aviso de Gram-
negativos en 54 solo han crecido bacilos Gram-negativos en cultivo) (Manuscrito 5). 

La gran ventaja de nuestro protocolo de identificación directa no es solo detectar el patógeno 
causante de la infección, sino obtener el sedimento bacteriano suficiente para realizar las 
técnicas de detección de resistencias. Hoy en día, teniendo en cuenta el problema importante 
de resistencias en los bacilos Gram-negativos, tan solo la identificación de la especie no es 
suficiente para ajustar el tratamiento. Sin duda las guías locales de antibioticoterapia empírica 
basadas en los mapas microbiológicos son de gran ayuda. Aun así, disponer de un 
antibiograma completo cuanto antes o descartar/confirmar ciertos mecanismos de 
resistencias al mismo tiempo que identificar el agente etiológico, supone una mejora 
indiscutible en el manejo de pacientes. En nuestro primer trabajo (Artículo 3) hemos 
aprovechado el sedimento obtenido para realizar el antibiograma mediante el método de 
difusión con discos. Los resultados de este antibiograma directo han estado disponibles 24 h 
antes del procedimiento convencional, incluyendo un 17,5% de microorganismos productores 
de BLEE. En el estudio de Li et al. los autores también han combinado la citometría de flujo 
para el cribado de orinas, EM MALDI-TOF para la identificación directa y el método 
convencional de antibiograma (VITEK 2) aplicado al sedimento directo de las muestras 
identificadas con fiabilidad [188]. La concordancia global entre el antibiograma directo y a 
partir de colonias fue de 94,83% para Enterobacterales, 94,44% para bacilos Gram-negativos 
no-fermentadores, de 94,38% para Staphylococcus spp. y de 92,94% para Enterococcus spp. 
Los resultados de VITEK 2 pueden estar disponibles en tan solo 6-8 h en el caso de 
enterobacterias. En un estudio reciente se ha evaluado la combinación de la identificación 
directa mediante EM MALDI-TOF y el uso de sondas fluorescentes para la detección de 
carbapenemasas [189]. Este método proporciona resultados en 50-90 min y es relativamente 
laborioso. Al implementar el protocolo en la rutina de nuestro laboratorio (Manuscrito 5) 
hemos combinado la identificación directa mediante EM MALDI-TOF con la detección rápida 
de cepas productoras de BLEE y carbapenemasas por técnicas de inmunocromatografía (lateral 
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flow): CTX-M MULTI (detecta los grupos 1, 2, 8, 9 y 25 de CTX-M, los más frecuentes en nuestro 
medio) y NG-Test CARBA 5 (detecta carbapenemasas NDM, VIM, IMP, KPC y OXA-48) (ambas 
de NG biotech, France). Las principales ventajas consisten en que son técnicas muy rápidas 
(máximo 15 min hasta el resultado) y muy fáciles de realizar, y que no necesitan ni personal 
entrenado ni equipamiento especial. Las técnicas incluyen las β-lactamasas más prevalentes en 
nuestro medio [190-193]. Basándonos en la epidemiología local, hemos aplicado las técnicas a 
tres grupos de microorganismos identificados directamente en la orina con fiabilidad: E. coli, K. 
pneumoniae complex y Enterobacter cloacae complex. La concordancia con el antibiograma 
convencional ha sido del 100% y los tratamientos empíricos han sido revisados y ajustados, 
cuando procedía, el mismo día de la obtención de la muestra. 

Un reciente metaanálisis ha confirmado la fiabilidad de la identificación directa mediante EM 
MALDI-TOF a partir de la muestra directa [194]. Pero la pregunta más importante que tenemos 
que contestar es a que pacientes aplicaríamos el protocolo estudiado. Sin duda alguna la 
situación ideal sería poder hacer un cribado e identificación directa en todas las muestras 
recibidas en el laboratorio. No obstante, es difícil de llevar a cabo, ya que actualmente 
cualquier protocolo de la identificación directa mediante EM MALDI-TOF es una técnica 
bastante laboriosa, que no puede ser automatizada y que requiere varios pasos manuales y 
tiempo exclusivamente dedicado al procesamiento de estas muestras. Si tenemos en cuenta el 
volumen de muestras de orina que se reciben diariamente en el laboratorio y que además se 
reciben a lo largo de todo el día, resulta imposible la aplicación indiscriminada del protocolo. 
También hay que tener en cuenta que las muestras recibidas de los centros de atención 
primaria pertenecen a pacientes con infección habitualmente no complicada, que en su 
mayoría van a su domicilio con tratamiento empírico y que no se van a beneficiar del resultado 
rápido. Todo lo dicho resalta la necesidad de identificar bien la población de pacientes que 
pueden beneficiarse de la identificación directa. El grupo más indicado serían los pacientes con 
sospecha de bacteriemia o sepsis de foco urinario. En estos casos se recogen dos tipos de 
muestras para el cultivo: la sangre (hemocultivo) y la orina. Como ya hemos discutido en dos 
primeros artículos que forman parte de esta tesis (Artículo 1 y 2), la concentración de 
bacterias en sangre suele ser baja en la persona adulta. Los métodos moleculares aplicados a 
sangre directa son caros, requieren equipamiento sofisticado y tienen una sensibilidad muy 
variable. Los hemocultivos requieren como mínimo 9-12 horas en el caso de enterobacterias, 
los uropatógenos más frecuentes, para detectar su crecimiento. En cambio, la orina de estos 
pacientes suele presentar una densidad elevada del microorganismo causante de infección, lo 
que permite la identificación directa con la técnica de EM MALDI-TOF disponible en la mayoría 
de los laboratorios de microbiología clínica. El resultado de la identificación puede estar 
disponible en tan solo una hora desde la recepción de la muestra en el laboratorio. Pero no es 
solo la identificación. Como ya hemos explicado, el sedimento bacteriano obtenido de la orina 
permite aplicar las técnicas rápidas de detección de resistencias disponibles en cada 
laboratorio, o simplemente realizar el antibiograma convencional, adelantando 
significativamente el resultado. Esta información, facilitada en tan poco tiempo al médico 
responsable, puede mejorar sustancialmente el pronóstico de los pacientes con sepsis. 
Realizar la detección directa en muestras bien seleccionadas también permitiría evitar los 
resultados falsos positivos. Hay que tener en cuenta que en nuestros dos primeros estudios 
(Artículo 3 y 4) no hemos seleccionado las muestras antes de cribar con citometría de flujo. El 
único parámetro de inclusión ha sido el cut-off de recuento bacteriano. Por lo tanto, se han 
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incluido tanto las muestras de pacientes probablemente asintomáticos o de ITU no 
complicadas, como las muestras de pacientes con infección grave. La aplicación del protocolo 
solo a las muestras seleccionadas de pacientes con síntomas claros de ITU y criterios de 
gravedad puede ayudar a evitar los resultados falsos positivos. Aunque los pacientes con 
bacteriemia y sepsis de foco urinario son una diana perfecta para la aplicación de nuestro 
protocolo (Manuscrito 5), seguramente otros grupos de pacientes con ITU complicada pueden 
beneficiarse de la identificación directa: pacientes con pielonefritis, con patología urológica, 
con aislamientos previos de bacterias multirresistentes, etc. En nuestro estudio (Artículo 4) la 
tasa de identificación fiable en el grupo de pacientes hospitalizados ha sido más baja que en 
los no hospitalizados (73% versus 82%). Es comprensible, ya que este grupo de pacientes con 
mayor frecuencia son portadores de catéteres y tienen infecciones / colonizaciones 
polimicrobianas. Aun así, la tasa de la identificación fiable es suficientemente alta como para 
aplicar el protocolo, teniendo en cuenta un gran beneficio potencial en esta población. 

Los trabajos descritos en los Articulos 3, 4 y Manuscrito 5 han confirmado la utilidad de la 
identificación directa mediante EM MALDI-TOF a partir de la muestra de orina. Las tasas de 
identificación fiable y la concordancia con la identificación convencional han sido muy altas 
independientemente de las variables en el procesamiento rutinario de muestras propio de 
cada centro, como ha demostrado el estudio multicéntrico. Los parámetros adicionales, tales 
como recuentos de leucocitos y células epiteliales o aviso sobre presencia de Gram-negativos y 
Gram-positivos, son de gran utilidad para valorar la idoneidad de la muestra para su 
procesamiento directo. La identificación directa es un paso imprescindible pero no suficiente 
hoy en día, ya que el creciente número de resistencias tiene un impacto negativo en los 
tratamientos empíricos. En la actualidad el impacto clínico solo puede ser conseguido 
combinando los siguientes pasos: determinar claramente la población de pacientes que se va a 
beneficiar del protocolo de identificación directa a partir de la muestra de orina; realizar la 
identificación directa; combinar el resultado de la identificación directa con algunas técnicas 
de detección rápida de resistencias según la especie detectada y la epidemiología local; 
comunicación fluida con los médicos responsables. Sin conseguir estos cuatro pilares, el 
impacto del protocolo será insuficiente. 
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VV. CONCLUSIONES 
1. El ensayo Xpert MRSA/SA realizado directamente con la sangre extraída a través del catéter 
proporciona un diagnóstico rápido y fiable de la BRC estafilocócica, lo que permite su 
tratamiento precoz.  

2. Hemos demostrado que una técnica molecular diseñada originalmente para ser aplicada al 
caldo del hemocultivo puede ser útil en el caso de muestras de sangre directa extraída a través 
de catéter cuando hay un inóculo bacteriano elevado.  

3. A pesar de que el estudio de coste-efectividad ha demostrado que la aplicación de Xpert 
MRSA/SA es una estrategia coste-efectiva, su implementación tendría un mayor impacto en las 
áreas de alta prevalencia de BRC por S. aureus, que es la que presenta mayor tasa de 
complicaciones y morbi-mortalidad.  

4. El ensayo molecular MagicplexTM Sepsis test ha demostrado una baja sensibilidad global 
para el diagnóstico de bacteriemia, además de requerir varios pasos manuales y dedicación 
exclusiva para llevar a cabo esta técnica, lo que hace difícil su implementación en el 
diagnóstico de rutina, a pesar de su posible ventaja en el subgrupo de pacientes con 
tratamiento antibiótico activo. 

5. La combinación de la citometría de flujo para el cribado y de la EM MALDI-TOF para la 
identificación directa a partir de muestras de orina ha demostrado su utilidad y fiabilidad tanto 
en el estudio unicéntrico como en el multicéntrico, lo que ha permitido incorporar el protocolo 
de identificación directa al proceso diagnóstico de rutina en nuestro centro. 

6. El cut-off de la citometría de flujo establecido para realizar la identificación directa (≥5.000 
bacterias/μL) permite detectar la mayoría de las muestras positivas por cultivo y disponer del 
número suficiente de bacterias para realizar las técnicas de detección de resistencias. 

7. Una de las limitaciones del protocolo de identificación directa es la posibilidad de obtener 
una identificación fiable en las muestras contaminadas en las que uno de los microorganismos 
se encuentra en mayor proporción. Aun así, las ventajas que puede aportar la identificación 
directa en un paciente con infección grave o con factores de riesgo, justifican la 
implementación del protocolo a pesar de la limitación descrita. 

8. En los primeros dos estudios (Xpert y Magicplex) hemos intentado diagnosticar bacteriemias 
a partir de sangre directa, adelantándonos al resultado del hemocultivo. En el caso de las 
bacteriemias de foco urinario, dicho adelanto se consigue gracias a la identificación del 
microorganismo causante directamente en la muestra de orina. En la mitad de los casos de 
bacteriemia de foco urinario el patógeno causante ha sido identificado poco después de la 
llegada de la muestra de orina al laboratorio. 

9. Una ventaja adicional de la identificación directa es que permite detectar los 
microorganismos que no crecen bien en los medios de cultivo convencionales o en condiciones 
estándares de incubación. 
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10. Las técnicas rápidas de detección de resistencias aplicadas al sedimento bacteriano 
recuperado de la muestra de orina han demostrado una excelente concordancia con los 
métodos fenotípicos convencionales. La elección de las especies a las que aplicar estas técnicas 
después de obtener una identificación directa fiable dependerá de la epidemiología local. Esta 
estrategia permite reducir gastos innecesarios y aplicar las técnicas de manera dirigida. 

11. Es imprescindible combinar el uso de técnicas rápidas de identificación y detección de 
resistencias con la implementación de una buena comunicación con los clínicos para la 
correcta interpretación de los resultados y la posible modificación del tratamiento empírico de 
los pacientes. En nuestro caso, se ha constituido un grupo de trabajo específico, formado por 
microbiólogos e infectólogos con conocimiento de la infección urinaria. 

12. Aun siendo un protocolo fácil de realizar y muy asequible para cualquier laboratorio que 
disponga de espectrómetro de masas, la identificación directa a partir de la orina y la 
aplicación de técnicas de detección de resistencias requiere tiempo (unos 30 minutos), varios 
pasos manuales y el trabajo de un técnico exclusivamente dedicado a ello. Ello hace imposible 
aplicar el protocolo de manera indiscriminada a todas las muestras de orina recibidas en el 
laboratorio. 

13. Por lo tanto, es necesario determinar los grupos de pacientes que tendrán mayor beneficio 
clínico de un diagnóstico rápido. En nuestro caso hemos decidido que, en primer lugar, sean 
los pacientes con sospecha de bacteriemia de foco urinario. En el futuro se pueden incluir 
otros grupos de pacientes, tales como pacientes con pielonefritis o con antecedentes de 
infcción urinaria causada por bacterias multirresistentes.  
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