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1. ¿Qué procedimientos moleculares de identificación 
de patógenos en sangre, no basados en cultivo, 

permiten el diagnóstico de EI en una horas? 

¿Existe alguna técnica novedosa reciente?



La detección de patógenos directamente en sangre plantea 
dificultades

 Se requieren métodos rápidos

 Métodos muy sensibles  Baja carga m.os  Contaminación 

 Bajo volumen sangre (1-5ml). Inhibidores

 Muchos m.os distintos. Imposible detectar todos. Cuantitativos SCN-P. acnes….

 Métodos “sencillos” adaptables a laboratorios clínicos. Precio

sangre

Peker y cols. (2018) CMIPeker y cols. (2018) CMI



Distintos desarrollos moleculares para sepsis-bacteriemia, 
aún no han demostrado su utilidad en el diagnóstico. 

No hay paneles de EI. 

Sinha y cols. (2018) CMRSinha y cols. (2018) CMR
Técnicas de Next Generation Sequencing
PCR digital, PCR en emulsión por gotas.. 

Peker y cols. (2018) CMIPeker y cols. (2018) CMI

Métodos laboriosos que requieren personal especializado (excepto T2Candida) 



Se suelen usar PCR específicas, baja utilidad de las PCR’s universales 

Necesario conocer datos epidemiológicos para elegir las PCR’s más adecuadas

Desarrollos no comerciales laboratorios de Microbiología especializados 



Next Generation Sequencing (NGS)

 Laboriosos.  Personal especializado. Pocos estudios con sangre periférica. 

 Muy sensibles. Basados en Metagenómica  16SrARN

 Problemas con falsos positivos. Por ahora restringidos a investigación

 Problemas de “democratización” del análisis bioinformático. Cuantificación

Rutanga y cols. (2018). 
ExpRevMolDiag

Rutanga y cols. (2018). 
ExpRevMolDiag

Blawkamp y 
cols. (2019). 
Blawkamp y 
cols. (2019). 

Cell free DNA

Eliminación ADN 
humano

Captura ADN 
microbiano



MiniOn (Nanopore Genomic Sequencing)

Secuenciadores rápidos. Baratos. Secuencias largas mejor para identificar.

Metagenómica (16S) o Secuenciación de genoma completo

Esquemas de trabajo más sencillos. Muestra Individual. Errores de lectura de secuencias

¿4 horas?Petersen y cols. Octubre 
(2019). JCM

Petersen y cols. Octubre 
(2019). JCM



UdHRM (Universal Digital High-Resolution Melting PCR)

Panel de 37 bacterias. Muy sensible (1 ufc/ml). 1 ml sangre completa

Detección cuantitativa. Sepsis neonatal.  Está en fase de validación clínica. 

Degradación de ADN contaminante

Sinha y cols. (2018) CMRSinha y cols. (2018) CMR

¿4 horas?

PCR 16S y separación de amplicones individualmente en microchip 
(nanofluídica). Identifica por curvas de “melting”. 



Conclusiones 
 Hay sistemas prometedores que tienen que demostrar su utilidad clínica con 

estudios adecuados: elevado nº de pacientes y controles. ↑VPP y VPN

 Deberían ser adaptables al flujo de trabajo del laboratorio clínico y al 
diagnóstico urgente. Pruebas individuales coste-efectivas

 Deseable información de R sobre todo si SARM o BGN. Diferenciación de 
contaminantes y verdaderos patógenos SCN y P. acnes

 Ideal  para el diagnóstico de EI si no son paneles cerrados. Importante que 
puedan detectar m.os que no crecen en cultivo. 

 Futuro cercano: adaptación a point of care. Asociación con BigData que 
incluya otras muestras, características clínicas, factores del paciente, etc. 

Rutanga y cols. (2018). 
ExpRevMolDiag

Rutanga y cols. (2018). 
ExpRevMolDiag

Sinha y cols. (2018) CMRSinha y cols. (2018) CMR
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2. ¿En que medida, una amplificación 16S y 18S 
negativas sobre válvula cardiaca, excluyen la 

endocarditis bacteriana y la fúngica? 

¿Cómo son de frecuentes los falsos negativos?



48 valv EI+, 2FN  4% valv EI+ son FN

129 valv EI-, 123 VN

11% de las PCR – Totales serán falsas*

2017:  GAMES (EI definidas)#

567 valv EI +,  130 FN  22,9% valv EI+ son FN
# No sabemos que papel se da a la PCR para definir EI                      



Causas de Falsos Negativos

 Error de muestreo

 Distintos métodos de PCR y extracción ADN

 Falta de sensibilidad analítica de la PCR16S

 ¿Menor sensibilidad en valv protésica?

¿Endocarditis confirmada?



Y en endocarditis fúngica….

27 pac EI fúng posible y 8 con probada: 2 C. albicans y 6 Aspergillus spp.

 PCR valv 1 FN (C. albicans) 12,5% FN.  Sens 87,5%, Esp 94,4%, VPP 87,5%, VPN 94,4% 

 Pocos artículos valoran las PCR panfúngicas en válvulas. IFI BAL, Biopsias, etc.

 Sesgos en criterios y muestras. 

La mayor parte son de Dx molecular de IFI en otro tipo de muestras

 Se incluyen junto con las bacterianas

 GAMES: 2017 43 EI probada Candida sp. y 6 Aspergillus sp. ¿?


