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AST rapido usando nanofluidica

Como realizar un test de susceptibilidad
antibidtica (AST) en tiempo real

¢Por qué debemos preocuparnos por las
resistencias a los antimicrobianos?

Durante muchos afios, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) ha emitido advertencias sobre la creciente amenaza
que representan la resistencia a los antimicrobianos (AMR)
[1]. La aparicion y rapida propagacion de las bacterias re-
sistentes a los antibidticos representan un peligro real: se
puede observar en casi todos los paises del mundo y afecta
a todo tipo de pacientes. Una caracteristica innata de las
bacterias es su capacidad para adaptarse a su ambiente.
Sin embargo, el ritmo de su adaptacién a los antibiéticos
y el desarrollo de resistencias esta estrechamente relacio-
nado con el uso excesivo de estos medicamentos. Este
ritmo de adaptacion se ha convertido en una cuestidn preo-
cupante. Debido al uso generalizado de antibidticos de
amplio espectro, al uso inadecuado de antibiéticos para
infecciones no bacterianas, a un diagnéstico insuficiente
y ala falta de programas de gestién, la resistencia a los
antimicrobianos supone un problema cada vez mayor [2, 3].

Las voces que hacen sonar la alarma se han vuelto mas

fuertes en los Ultimos afios, y con razon. Si los antibidticos
disponibles actualmente pierden su eficacia, las infecciones
que actualmente son tratables y se consideran manejables
podrian estar fuera de control, debilitando el poder de los

medicamentos disponibles. Es nuestro deber racionalizar
el uso de antibidticos y utilizar herramientas para evite su
mal uso antes de que su eficacia disminuya y las bacterias
ganen la batalla [4]. La racionalizacion del uso de antibiéticos
también es relevante en términos de sus efectos secun-
darios: los antibiéticos también atacan a la flora bacteriana
beneficiosa en nuestro cuerpo, lo que podria aumentar la
vulnerabilidad del paciente en nuevas infecciones.

Number of deaths

Fig. 1La AMR no conoce limites. Si no se ponen medidas efectivas
globales pronto, la AMR causara hasta 10 millones de muertes en 2050.
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Por Gltimo, pero no menos importante, la industria
farmacéuticay la biotecnologia estan invirtiendo menos
en investigacion y desarrollo de nuevos antibiéticos [5].

El papel del diagnéstico en la lucha
contra la AMR

El diagnéstico juega un papel importante en la prescripcion
racional de antibiéticos. Las conocidas pruebas de sus-
ceptibilidad a los antimicrobianos (AST) son herramientas
fiables para la determinacion fenotipica de la resistencia
a antibidticos [6]. Hay varias soluciones disponibles en el
mercado para la realizacion del AST.

Los cultivos bacterianos suelen realizarse en laboratorios
de microbiologia especializada por personal capacitado.
La mayoria de las metodologias disponibles que hoy cono-
cemos se han aplicado durante décadas. Estan basadas
en generar antibiogramas mediante la monitorizacion de
la capacidad de las bacterias para crecer en el entorno al
que estan expuestos (es decir, exposicion a los antibiéticos).
Uno de los puntos criticos en situaciones urgentes es la
necesidad de un cultivo nocturno antes de la propia AST.
Este retraso en la disponibilidad de los resultados de la AST
se traduce en un diagnéstico clinico tardio, que a su vez
conduce al uso recurrente de terapia empirica para hacer
frente a sospechas de infecciones bacterianas. Otra conse-
cuencia de esta prolongacion diagndstica es el uso de anti-
biéticos de amplio espectro para cubrir la posibilidad de
haya bacterias resistentes a multiples medicamentos en
lainfeccion. Se ha estimado que aproximadamente el 30%
de las recetas en consultorios médicos y urgencias son
innecesarias, y podria mejorarse si hubiera herramientas
de diagndstico mas rapidas [7].

El desarrollo de métodos novedosos para la realizacion de
AST con el foco en la reduccién del tiempo de obtencion de
resultados es clave para el avance de herramientas diagnos-
ticas. Sin afectar a la calidad, estas soluciones.

Fig. 2 Los métodos de diagndstico AST actuales a menudo suponen un
consumo elevado de tiempo y requieren experiencia técnica.

Los desafios actuales de la AMR Yy
métodos AST disponibles

m Tasas de resistencia cada vez mayores, lo que pro-
voca que los antibiéticos pierdan su efecto y redu-
cen las opciones de tratamiento.

m Se estan desarrollando muy pocos antibiéticos
nuevos.

m Los métodos AST actuales implican un largo
tiempo de analisis y requieren gran experiencia.

m Lainterpretacion de los resultados de AST de
un laboratorio de microbiologia requiere conoci-
mientos especificos y actualizados.

m La falta de alternativas diagnésticas hace que
la terapia empirica sea el método estandar en
muchos entornos.

La terapia empirica se basa en la prescripcion de
antibiéticos que funcionan para el paciente basado en
riesgos estadisticos, que deben evitarse para combatir
la resistencia a los antimicrobianos.

Genotipico vs fenotipico

La AST genotipica utiliza métodos que incluyen la PCR de
amplificacion de secuencia especifica, aprovechando su
alta sensibilidad y especificidad, para identificar genes de
resistencia. Sin embargo, las pruebas genotipicas tienen
algunos inconvenientes. No sdlo requiere experiencia
avanzaday conocimientos especializados del equipo, sino
que su enfoque en la secuencia genética de las bacterias
significa que no puede detectar nuevos mecanismos de
resistencia. Ademas, la presencia de genes de resistencia
no siempre conduce a una resistencia fenotipica (real).

Para producir resultados que ofrezcan el maximo valor
afiadido para el médico que trata la infeccion, los esfuerzos
se han desplazado hacia el desarrollo de nuevas metodo-
logias fenotipicas de AST. La ventaja enfoque fenotipico
sobre el andlisis genotipico es que no es necesario centrarse
en ninguna caracteristica conocida de antemano (como
un gen de resistencia), sino que depende del comporta-
miento de la bacteria en un entorno real. Probando el perfil
de resistencia real de bacterias presentes en la muestra,
es posible obtener resultados factibles, basados en la cepa
particular que causa la infeccién.
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Caracterizacion genotipica vs fenotipica

El genotipo es el material genético de un organismo,
es decir, los genes que componen su genoma.

El fenotipo se refiere al conjunto de caracteristicas
observables de un individuo, que dependen del
genotipo y del ambiente.

Si bien las metodologias de andlisis genotipico apuntan
a laidentificacion de genes dentro del genoma de un

organismo, las metodologias fenotipicas analizan las

caracteristicas reales expresadas por el organismo. El
AST basado en nanofluidica, como los métodos basados
en el cultivo, pueden, por tanto, clasificarse como méto-
dos fenotipicos de anilisis, ya que el resultado depende

de la respuesta de las bacterias cuando se exponen a
ciertos antibiéticos (su perfil de resistencia real).

AST mediante nanofluidica

Las metodologias AST convencionales requieren colonias
de bacterias. El resultado sélo se puede leer cuando se
forma una colonia de 107 células y, dada la tasa natural de
crecimiento y division de las bacterias, normalmente implica
un cultivo durante la noche. El uso de nanofluidos, permite
medir el crecimiento bacteriano antes de que se forme la
colonia bacteriana, midiendo el crecimiento como extension
de lalongitud de la célula individual, en lugar del tiempo hasta
que creceny se dividen para formar una colonia visible.

Esta forma disruptiva de realizar cultivos bacterianos hace
posible evitar la limitacion de la tasa de crecimiento bacte-
riano en los métodos convencionales. En otras palabras, el
uso de nanofluidos nos permite obtener resultados a tiempo
real gracias al crecimiento de células bacterianas, y no en
el de las colonias bacterianas macroscépicas. Estaes la
clave de la velocidad de andlisis del sistema.

Nanofluidic chip

Esta forma de medir el crecimiento bacteriano también
tiene la ventaja de detectar la existencia de bacterias en
una muestra. La monitorizacion del crecimiento de células
individuales hace posible determinar rapidamente bacte-
riuria en una muestra, mas rapido que con cultivos conven-
cionales. Esta claro el impacto que puede tener descartar
muestras negativas de bacteriuria en la moderacion de
tratamientos antibiéticos.

La aplicacion de nanofluidos en microbiologia representa
un nuevo paradigma en el cultivo bacteriano y abre la puerta
a la realizacion AST en una sola célula. Al miniaturizar los
cultivos bacterianos, somos capaces de reducir el tiempo
hasta que se observan los efectos de los antibiéticos sobre
las bacterias. Este concepto tiene un enorme potencial para
reducir el tiempo de obtencion de resultados y nos acerca
a la creacion de herramientas diagnésticas capaces de pro-
porcionar asistencia rapida en el diagnéstico y tratamiento
de infecciones bacterianas [8].

¢Como funciona el sistema?

El nicleo del sistema de analisis AST es un chip nanofluidico
que contiene una serie de trampas (nanocanales), parcial-
mente cerradas en un extremo y abiertas en el otro, donde
se conectan a un canal de flujo central [9]. La muestra fluye
a través del canal central, y los nanocanales se pueblan
aleatoriamente con las bacterias de la muestra. Sélo una
bacteria, o un nUmero limitado de bacterias quedan atra-
padas en cada nanocanal, ya que el flujo en ese nanocanal se
bloquea parcialmente cuando una bacteria queda atrapada.

Después, el flujo de muestra se sustituye por la llegada de
medio de cultivo. De manera analoga, el medio de cultivo
fluye a través del canal central y los nanocanales, propor-
cionando un entorno de crecimiento adecuado para las
bacterias. Las células bacterianas individuales atrapadas
en los nanocanales creceran a lo largo del cada uno.

Media without antibiotics Media with antibiotics
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Size of each individual trap/nanochannel: 1.5 x 60 pm
Total amount of nanochannels in a single nanochip: 11,000

Fig. 3 Flujo de muestra a través del sistema de nanocanales. Se aplican diferentes condiciones a cada subconjunto.
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Dado que el ancho del nanocanal solo permite que quepa
una célula bacteriana, el crecimiento celular provoca la
formacién de una linea recta de células, que podria llenar
la totalidad del nanocanal. Esta geometria proporciona la
base para la medicion de la dindmica de crecimiento bacte-
riano, que se realiza a nivel de una sola célula.

Posteriormente, se generan diferentes condiciones en
diferentes grupos de nanocanales. Cada conjunto de nano-
canales, que consta de varios cientos de trampas indivi-
duales, pueden estar expuestos a diferentes antibiéticos
y/o concentraciones. Esto puede lograrse mediante una
compleja red de canales, para que cada conjunto opere
independientemente de los demas. En este paso, el medio
de cultivo fluye a través de depdsitos con diferentes anti-
bidticos en diferentes concentraciones, creando diferentes
condiciones en cada conjunto de nanocanales.

Si una cepa bacteriana es susceptible al antibidtico al que
estd expuesta, las células mostraran un crecimiento redu-
cido o incluso se lisaran. Las bacterias resistentes creceran
y se multiplicaran, llenando asi el nanocanal. La medida en
la que los nanocanales se llenan en diferentes concentra-
ciones esta condicionado por el grado de resistencia de
las bacterias al antibiético.

El sistema permite las pruebas paralelas de varios antibio-
ticos en diferentes concentraciones, registrando la tasa
de crecimiento bacteriano individual en los nanocanales
y generando multiples registros individuales para cada
condicién. Estos datos luego se procesan para generar un
promedio de crecimiento de muchas bacterias diferentes
que crecen bajo la misma condicion. El resultado se compara
con el de las condiciones de referencia sin antibidticos, ya
que muchas muestras tendran diferentes tasas de creci-
miento independientemente del tratamiento con antibio-
ticos. Usando los datos de diferentes concentraciones
de antibidticos podemos calcular el punto de sensibilidad
de la bacteria.

El crecimiento bacteriano en los nanocanales se controla
mediante deteccién 6ptica, mediante microscopia de
contraste de fases. El chip de nanofluidica se mueve debajo
del microscopio para generar un conjunto de imagenes
cubriendo los miles de trampas individuales que constituyen
el area de andlisis, unos cientos cada vez. El proceso se
repite cada 30 segundos, lo que permite la creaciéon de un
video para monitorizar el crecimiento celular individual.
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Fig. 4a Crecimiento de bacterias resistentes, siguiendo una tendencia
exponencial cuando son resistentes al antibidtico aplicado (1), mientras
que su crecimiento es mas reducido, o se detiene, sila cepa es susceptible
al antibiético (2).

Fig. 4b Crecimiento bacteriano en los nanocanales. Las bacterias
resistentes crecen a lo largo del canal hasta que se llena. Las bacterias
sensibles de lisan o muestran una baja tasa de crecimiento.

El algoritmo de procesamiento de datos es clave para la
interpretacion de resultados. La monitorizacién continua
del crecimiento celular a nivel de una sola célula acelera
significativamente este andlisis en comparacioén con los
cultivos bacterianos convencionales. En lugar de esperar
a que crezca una colonia bacteriana, los nanofluidos
permiten una especie de seguimiento del crecimiento en
tiempo real. Esta caracteristica Unica hace posible generar
resultados clinicamente relevantes en cuestion de minutos:
;qué otros métodos AST lo pueden lograr?

Ventajas clave de los nanofluidos AST
m AST de células individuales
m Deteccién de crecimiento en tiempo real

m AST mas rapido: tan rapido como la respuesta
bioldgica al antibiético
m Huella reducida en comparacion con la

microbiologia convencional

m Analisis totalmente automatizable: no se necesita
experiencia para el uso y es independencia del
operador

m Concepto de laboratorio en un chip: tamafio
pequefo, potencial para POCT
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Retos del uso de nanofluidica

Hay algunos intentos de incubacion de bacterias en
microfluidos y nanofluidos que destacan en la literatura
cientifica [10]. Esta forma innovadora de realizar cultivos
celulares presenta algunos desafios debido al comporta-
miento de los fluidos en la escala de nanofluidica y el analisis
de células individuales. Una de esas limitaciones es |a
dificultad de capturar células individuales en el sistema
nanofluidico. La literatura también proporciona algunas
soluciones para esto, la mayoria de las cuales implican
pasos preanaliticos como la preconcentracion de las células
bacterianas. La segunda limitacién es la concentracion
irregular de antibiéticos durante el analisis si no se puede
mantener un suministro constante de medio fresco. La
Ultima limitacion clave es la dificultad para medir la tasa de
crecimiento celular utilizando métodos de deteccion optica.

La miniaturizacién del sistema requiere un alto grado de
automatizacidn, lo que presenta ciertas limitaciones ala
hora de identificar algunas especies bacterianas. Si bien el
sistema se puede configurar para ofrecer una clasificacion
solida de ciertas especies bacterianas, no es facil generar
un ambiente donde todos los potenciales patégenos puedan
crecer. Varios factores, como el tamafio de las células o la
necesidad de medios de cultivo especificos, hacen que el
andlisis de muestras complejas se lleve a cabo en el labo-
ratorio de microbiologia. El conocimiento y la variedad de
herramientas disponibles para los microbiélogos, seguiran
desempefiando un papel importante y los nanofluidos no
los reemplazaran. Es necesaria una comparacion amplia
con los métodos de referencia, que garantice la aplicacion
segura en el contexto clinico.

Debido a estas limitaciones, laimplementacion de un sis-
tema basado en nanofluidos para AST esta lejos de ser una
tarea trivial. El sistema que presentamos ha sido disefiado
para superar esos desafia y sienta las bases para un dispo-
sitivo de diagndstico que utiliza esta tecnologia altamente
sensible y rapida. Las ventajas de este sistema radican no
so6lo en su capacidad para capturar células individuales, sino
también en el seguimiento preciso de la tasa de crecimiento
de las células en términos de division celular y del crecimiento
celular. Este sistema también evita el pretratamiento de
la muestra.

Estas son caracteristicas fundamentales para acercar la

tecnologia a un dispositivo de diagndstico médico. Esta
tecnologia proporciona una herramienta clave para que

el AST esté disponible en ubicaciones fuera del laboratorio
de microbiologia, lo que supone un aumento significativo
en la calidad del diagnéstico para un nUmero considerable
de pacientes.

Mirando al futuro

¢Cémo se puede aplicar la AST basada en nanofluidos

a la practica diaria? Esta tecnologia sera la base de un
innovador dispositivo de laboratorio en un chip. Cuando
se combine con inteligencia artificial, permitira la inte-
graciéon de conocimientos de microbiologia hasta cierto
punto. Al desarrollar un sistema completamente automa-
tizado, es posible eliminar la dependencia del operador
en pasos de andlisis complejos en el AST convencional. En
esencia, este sistema de nanofluidos puede, hasta cierto
punto, incorporar métodos de laboratorio de microbiologia
en chip dessilicio.

Sin embargo, una cosa deberia quedar clara: esta tecnologia
no pretende reemplazar a los laboratorios de microbiologia.
Ciertos factores limitan su potencial, como los complicados
procedimientos de microbiologiay las variaciones biolégicas
en las especies. Vasto nUmero de patégenos potenciales,
sus diferentes comportamientos y mdltiples posibilidades
de tratamiento limitan el uso a dedicados aplicaciones.

Sin embargo, las ventajas clave descritas anteriormente
hacen de esta tecnologia un candidato para la creaciéon
de una nueva clase de dispositivos en el punto de atencion
(POCT). Tamarfio reducido, independencia del operador,
facilidad de uso y resultados rapidos son caracteristicas
clasicas de los instrumentos POCT. La unién de la nano-
tecnologiay el analisis de datos hace posible la disponibi-
lidad de un AST rapido.

Para infecciones cotidianas, la posibilidad de realizar pruebas
cercanas al paciente proporciona una herramienta Gnica
para seleccionar antibioticos adaptados a cada episodio
infeccioso. Poner esta informacion a disposicién del clinico,
y tan cerca del paciente es clave en la lucha contra las
resistencias. Los resultados rapidos de AST nos permitiran
utilizar antibidticos con tasas de resistencia elevadas en
los casos en los que siguen siendo eficaces, prolongando
asi su vida Util, ademas de conservar los de reserva (‘Gltimo
recurso’) y reducira los costes de los medicamentos.

Para comprender el potencial de los nanofluidos en el
diagndstico de AST, pensemos en algunas enfermedades
infecciosas que, por diferentes razones, atraen conside-
rable atencion. Por ejemplo, considere el valor critico del
tiempo en el diagnéstico de la sepsis, donde cada minuto
cuenta. En otro contexto, podria tener un considerable
impacto en la salud publica, si la cistitis — la infeccion del
tracto urinario mas comun y una de las principales en-
fermedades que conducen al uso de antibiéticos, fueran
diagnosticadas utilizando dicha tecnologia.
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Sysmex estd comprometida a desarrollar el futuro del fluidos en la practica de un médico pareceria un cambio en
diagnéstico proporcionando atencién médica con herra- las reglas del juego. De hecho, sélo cambiando las reglas
mientas avanzadas que ofrecen ventajas claras y valor para del juego podremos llevar el diagnéstico al siguiente nivel.

el clinicoy para el paciente. Tener instrumentos de nano-

Flujo de trabajo actual para el diagnédstico

1dia 1dia
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Fig. 5 Una aplicacion potencial de esta tecnologia podria ser el AST en muestras de orina. El flujo de diagnéstico de UTl actual requiere enviar el cultivo
de orina a un laboratorio, lo que supone hacer una incubacién durante la noche. Sillevamos esta innovadora tecnologia a un analizador POCT podriamos
acortar el tiempo de diagnéstico a menos de una hora
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