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Diagnóstico micológico

El tiempo es ORO

El tiempo es VIDA



Hemocultivo positivo…¡ identificar !

 Subcultivo en SDAC y 
CHROMagar 

 Maldi-Tof directo

 PNA-FISH

48 h

90 ’

30 ’

<	15’	



PNA FISH

GNR Traffic Light™ PNA FISH®

Rapid identification of Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae, and Pseudomonas aeruginosa from 
positive blood cultures

Peptide Nucleic Acid Fluorescent In-situ Hybrydization



PNA FISH
Peptide Nucleic Acid Fluorescent In-situ Hybrydization

AdvanDX; Woburn, MA

C. albicans o C. parapsilosis

C. glabrata o C. krusei

Forrest GN, Curr Fun Infect Rep 2008; 2:221-6

C. tropicalis

• C. glabrata / C. krusei 

• C. tropicalis 

• C. albicans / C. parapsilosis

Yeast Traffic Light PNA FISH™ 

90 ’



PNA FISH

Stone R. J Clin Microbiol 2013; 51:1301

Hall L. J Clin Microbiol 2012; 50:1446



Especie PNA	FISH	(color) Error	
iden6ficación

C.	parapsilosis	(47) 47
C.	auris	(47) 47
C.	albicans	(31) 30 1* 1

C.	glabrata	(12) 6 6* 6

C.	tropicalis	(10) 10

C.	guillermondii	(3) 3
C.	krusei	(1) 1
C.	lusitaniae	(2) 2
C.	neoformans	(1) 1
TOTAL	(154) 77 10 7 60 7

Evaluación de PNA FISH en 154 
hemocultivos con levaduras en HU La Fe

Mala identificación 

7/93 = 7,5%

Utilidad práctica 
en nuestro hospital

94/154 = 61%

2015-2017



Accelerate Pheno™ system 
and PhenoTest™ BC kit

Tiempo medio resultados:
Identificación: 90 min
Sensibilidad antibiótica: 7 h

2017	FDA	approved
Reduce (40 h) sensiblemente el tiempo 
de identificación y sensibilidad in vitro 

(CMI) de los hemocultivos (+)

Identificación: FISH automatizado
Sensibilidad in vitro: análisis 

celular morfocinético (MCA)

Precio elevado (400 €/muestra)

 Solo incluye 2 especies Candida

 No datos en candidemia



Klebsiella spp.
K. oxytoca  
K. pneumoniae

Enterobacter spp.
E. cloacae  
E. aerogenes

Proteus spp.
P. mirabilis 
P. vulgaris

Citrobacter spp.
C. freundii  
C. koseri

Serratia marcescens
Acinetobacter baumannii
Pesudomonas aeruginosa

Ampicilin Ampicillin-Sulbactam

Ceftaroline Piperacillin-Tazobactam

Erythromycin Cefepime

Daptomycin Ceftazidime

Linezolid

Vancomycin Ceftriaxone

MRSA (Cefoxitin) Ertapenem

MLSb (Erytro-clinda) Meropenem

Amikacin
Gentamicin

Tobramycin

Ciprofloxacin

Aztreonam

Accelerate Pheno™ system 
and PhenoTest™ BC kit

Staphylococcus spp.
S. aureus
S. capitis 
S. epidermidis 
S. haemolyticus 
S. hominis 
S. lugdunensis 
S. warneri

Streptococcus spp.
S. agalactiae  
S. gallolyticus 
S. mitis 
S. oralis 
S. pneumoniae

Enterococcus spp.
E. faecium
E. faecalisCandida spp.

C. albicans
C. glabrata

11
14

2
18

AntimicrobianosMicroorganismos



MALDI-TOF “directo” de hemocultivo

+

30’	

Spanu T. J Clin Microbiol 2012; 50:176–9



300μl	de	agua	destilada	estéril	
Re-suspender	en	900µl	de	
etanol	absoluto	

Vortex		o	
pipeteo		
10	seg	

Centrifugar		
(12500	rpm,	2´)

Descartar	el	
sobrenadante		
dejar	secar	al	
aire.

Añadir	50μl	de		AF		
+		

50μl	de	
Acetonitrilo

Centrifugar		
(12500	rpm,	2´)

Añadir		1	μl	de	matriz	(CHCA)	
	Dejar	secar

Re-suspender		1	ml	de		
(SDS	0,1%,	NaHCO	3	
0,015	M)

Incubar	10	min	a	37	ºC

Centrifugar		
(12500	rpm,	2´)

Lavar	con	1ml	de		
agua	destilada	estéril	
X	2	

Centrifugar		
(12500	rpm,	2´)

Extraer	5	ml	del	hemocultivo		y	
Centrifugar	a	2000	rpm		2min

Descartar	el	sobrenadante		
lavar	dos	veces	el	sedimento	con	1,5	
ml	de	agua	destilada	estéril

Centrifugar		
(12500	rpm,	2´)

MALDI-TOF “directo” de hemocultivo
30 ’



Target	Species Nº.	of	different	
strains

Vitek	MS	identification	
results

Concordant	
identification	[Nº	

(%)]

NO	identification	
[Nº	(%)]

Discordance	
[Nº	(%)]	

	
Escherichia	coli 22 21 21 1 0
Klebsiella	spp.	 6 6 6 0 0
Enterobacter	cloacae 6 5 5 0 1
Serratia	marcescens 3 3 3 0 0
Pseudomonas	aeruginosa 3 3 3 0 0
Other	BGNNF 3 1 1 2 0
Rod	Gram-negative 43		(39,10%) 41 39	(90,69) 3 1
STCN 31 26 26 4 1
Staphylococcus	aureus 5 5 5 0 0
Enterococcus	spp. 5 5 5 0 0
Streptococcus	pneumoniae 2 2 1 0 1
Streptococcus	alpha	hemolytic 3 1 1 2 0
Listeria	monocytogenes 2 2 2 0 0
Otros	BGP 3 2 2 1 0
Gram-positive 51	(46,36) 43 42		(82,35) 7 2
Candida	parapsilosis 10 10 10 0 0
Candida	albicans 2 2 2 0 0
Candida	glabrata 2 1 1 1 0
Other	fungus 2 0 0 1 1
Fungus 16	(14,54) 13 13	(81,25) 2 1
TOTAL 110	(100%) 	 94	(86,36) 11	(10) 4	(3,64)

Identificación	de	110	hemocultivos	monomicrobianos	después	de	extracción	directa	por	MALDI	TOF	-	MS

+



Ácidos nucleicos FilmArrayTM (BioFire DX) 
Screening de 24 patógenos causales de Sepsis en 1 hora

Sangre total 
(>4ml) 

Líquidos 
estériles (máx. 

disponible hasta 
10 ml)

Extracción+Amplificación+Detección HRM  (1h)Incubación (12h) 
*según volumen muestra

El 90% de las infecciones bacterianas y candidiásicas graves son debidas a:
Gram + Bacteria 
Staphylococcus 
Staphylococcus aureus 
Streptococcus 
Streptococcus agalactiae 
Streptococcus pyogenes 
Streptococcus pneumoniae 
Enterococcus 
Listeria monocytogenes

Gram - Bacteria 
Enterobacteriaceae 
Enterobacter cloacae complex 
Escherichia coli 
Klebsiella oxytoca 
Klebsiella pneumoniae 
Serratia 
Proteus 
Acinetobacter baumannii 
Haemophilus influenzae 
Neisseria meningitidis 
Pseudomonas aeruginosa

Fungi  
Candida albicans 
Candida glabrata 
Candida krusei 
Candida parapsilosis 
Candida tropicalis

Antibiotic 
Resistance* 
mecA 
vanA / vanB 
KPC

Altun O. J Clin Microbiol 2015; 53:710

Altun O. J Clin Microbiol 2013; 51:4130

(180 €/muestra)



¡¡¡ Detecta 1 ufc/mL de Candida spp en 
< 3 h !!!

PCR + nanopartículas + RM
3	h	

Neely LA. Science Trans Med 2013; 5:182ra54



PCR + nanopartículas + RM

T2Candida®	(2014	FDA	approved) T2Candida®	(2015	CE	Mark)



PCR + nanopartículas + RM

T2Candida®	(2014	FDA	approved) T2Candida®	(2015	CE	Mark)



VENTAJAS

Rapidez (<4 h)

VPN >99%

Límite detección: 1-3 UFC/mL 

Mylonakis E. Clin Infect Dis 2015; 60:892–9



PCR + nanopartículas + RM

T2Candida®	(2014	FDA	approved) T2Candida®	(2015	CE	Mark)



PCR + RM + nanopartículas

Neely LA. Science Trans Med 2013; 5:182ra54

2-4 mL sangre !!!

Utilidad en niños 😀😀😀

RESULTADOS: 
C. albicans / C. tropicalis 
C. krusei / C. glabrata 
C. parapsilosis

😕😯😕



PCR + RM + nanopartículas

Pfaller M. Future Microbiol 2015; 11:103–17

Monitorización tratamiento

Candidiasis invasiva con HC(-)



BC vs T2

 Hospital 5100 ptes alto riesgo/año
 Prevalencia de candidemia 3%
 Ahorro anual/centro: $5,858,448 (47.6%)
 Ahorro episodio candidemia: $26,887 (48.8%)

Impacto económico 
T2Candida

Bilir SP. Future Microbiol, 2015; 11:(1)



100% concordancia con HC:
 15 niños con candidemia 
 9 sin candidemia

Hamula CL, Am J Clin Pathol 2016; 0:1-4

2 mL



 Estudio prospectivo
 2 hospitales (HUP La Fe, HU La Paz)
 Pacientes críticos adultos
 Pacientes críticos pediátricos

T2 Candida en España





200 pacientes
T2+/BC+: 50
T2+/BC-: 22 
T2-/BC+: 17 
VPP: 22%
VPN: 96%
⌛11 h (3-41h)

Henry Ford Hospital, Detroit



59 pacientes
T2+/BC+: 3
T2+/BC-: 3 
T2-/BC+: 0 
⌛3-5 h
Tto dirigido < 6h



 23 pacientes
 Sospecha CI: 4
 Monitorización: 2
CI con HC+: 17
 (13 C auris, 3 C parap, 1 C alb) 

T2 Candida (HUP LA FE)
Motivo HC T2

SOSPECHA CI NEGATIVO
SOSPECHA CI NEGATIVO
SOSPECHA CI NEGATIVO
SOSPECHA CI NEGATIVO
MONIT. TTO NEGATIVO
MONIT. TTO NEGATIVO
VALORACIÓN T2 CANAU NEGATIVO
VALORACIÓN T2 CANAU NEGATIVO
VALORACIÓN T2 CANAU POSITIVO (K/G)
VALORACIÓN T2 CANAU NEGATIVO
VALORACIÓN T2 CANPA NEGATIVO
VALORACIÓN T2 CANAU NEGATIVO
VALORACIÓN T2 CANPA NEGATIVO
VALORACIÓN T2 CANAU NEGATIVO
VALORACIÓN T2 CANPA NEGATIVO
VALORACIÓN T2 CANAU NEGATIVO
VALORACIÓN T2 CANAU NEGATIVO
VALORACIÓN T2 CANAU NEGATIVO
VALORACIÓN T2 CANAU NEGATIVO
VALORACIÓN T2 CANAU NEGATIVO
VALORACIÓN T2 CANAU NEGATIVO
VALORACIÓN T2 CANAU NEGATIVO
VALORACIÓN T2 CANAL POSITIVO (A/T-P)



Candida auris
 Relacionada con Candida haemulonii

 Trasmisibilidad muy elevada (<4 horas)

 Agente causal de brotes hospitalarios 

 No se identifica por las técnicas comerciales: API, 

Auxacolor, Vitek ID, etc.

 CHROMAGAR: colonias blancas-rosáceas

 Malditof: Bruker (ok), VitekMS (solo en RUO)

 Identificación definitiva: Secuenciación ITS

 Resistente a fluconazol (CMI> 256 mg/L) y 

voriconazol (CMI >2 mg/L)

 Ocasionalmente resistente a anfo B y candinas: 

multiresistente



 Identificación C. auris

Mizusawa M, J Clin Microbiol, 2017; 55:638

MALDI-TOF

BIOQUÍMICA



 Diagnóstico candidiasis invasora por C. auris

PCR tiempo real

Sangre total (EDTA)
Líquidos orgánicos
Exudados, …
HC +

• Listo para usar
• Alta sensibilidad y especificidad
• Resultados rápidos (2 horas aprox.)
• Marcado CE-IVD (diagnóstico in vitro)

RealCycler AURI-U/AURI-G® 

Sensibilidad: 1 copia /µL



 Identificación C. auris

ANI 

MIC 

CAS 

5FL 

POS 

VOR 

ITR 

FLU

AMB

CMI muy elevada a fluconazol 
(256 mg/L)



C. auris: virulencia

Actividad fosfolipasa
Actividad proteinasa
Fenotipo células no-agregadas:

Formación biopelículas (?)
Letalidad vs. Galleria > C. albicans

Similar a C. albicans

Sherry L, Emer Infect Dis, 2016; 23:328



C. auris en HUP La Fe
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Candidemias (n= 47)

C. auris en HUP La Fe

Mortalidad global: 18 (44%)
Complicaciones tardías: 15 (37%)

 3 Colonizados ≃ 1 Candidemia
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92 candidemias en HUP La Fe



doi: 10.1016/j.riam.2016.11.002





 Rapidez (<4 h)
 Manejo sencillo (< 10 min)
 Vol sangre mínimo (niños)
 VPN >99%
 Límite detección 1-3 ufc/mL
 CI sin candidemia
 Monitorización terapia
 Ahorro costes asociados

 Sólo 5 especies
 Agrupa 4 especies (A/T, G/K)
 Logística deficiente
 Caducidad corta reactivos
 Precio elevado (300 €)

T2 Candida



¿Podemos agilizar el diagnóstico de la 
Candidiasis Invasora?



33C. auris (47)

Tiempo de crecimiento 
del hemocultivo



Hemocultivo (37 h) 

37+24 =

37+1,5 =

37+0,5 =

El tiempo es… VIDA



¡¡ Muchas 

gracias !!

peman_jav@gva.es

mailto:peman_jav@gva.es?subject=

