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Resumen

Las enfermedades infecciosas son de las principales causas de muerte a nivel
mundial, por lo que una vez que se sospecha de ellas deben ordenarse las

pruebas apropiadas que ayuden al diagndstico.

La identificacidn fenotipica es el estandar de oro en bacteriologia y permite poner
de manifiesto las caracteristicas expresadas por un genoma bacteriano, el proceso
se divide en tres niveles; el primero clasifica provisionalmente al microorganismo a
través de tinciones, el segundo identifica a nivel de género y el tercero busca

determinar la especie (Biswas, y otros, 2012) (Fernandez, y otros, 2010).

Actualmente existen equipos semiautomatizados y automatizados de identificacion
fenotipica, un ejemplo es el Phoenix® que realiza de manera simultanea la
identificacién y un analisis de susceptibilidad, considerandose esta ultima su

principal ventaja (Becton Dickinson, 2011) (Crocker, y otros, 2005).

La espectrometria de masas es una técnica que permite analizar el conjunto de
proteinas expresadas por un genoma bacteriano (huella proteémica) y se
fundamenta en producir, separar, detectar y analizar iones en fase gaseosa en
funcion de su carga y su masa (Gobernador, 2010). El espectrémetro con
tecnologia MALDI-TOF utiliza un proceso de ionizacion suave y su principal
ventaja es poder realizar una identificacion a partir de muestras soélidas o liquidas,
en el caso de estas ultimas prescindiendo del crecimiento en medios sélidos

(Bailey, y otros, 2013) (Garcia, y otros, 2012).

El presente trabajo se enfoca en el analisis microbiolégico de hemocultivos, unico
estudio que permite el diagndstico y monitoreo de bacteremias y sepsis (Garcia, y
otros, 2011) (Lopez-Hontangas, y otros, 2015). En México se calcula que la sepsis
tiene una prevalencia de 40 casos por cada 100 mil habitantes, con una mortalidad
de entre el 49-80%, sin embargo, existe evidencia de un sub-registro en los
sistemas de salud (Carrillo, y otros, 2009). En el caso de pacientes oncolégicos su

estado de inmunosupresion los hace susceptibles de evolucionar a sepsis




presentando una mortalidad aproximada del 52% de los pacientes (Willam, y otros,
2004), por lo que se deben implementar tecnologias apropiadas para la deteccion

temprana de bacteremia.

Este estudio busca evaluar el impacto de nuevas tecnologias complementarias
como la espectrometria de masas (MALDI-TOF) en busca de optimizar los tiempos
de diagnéstico, por lo que se presentan tres puntos de comparacién con respecto

a la identificacion fenotipica (Phoenix ®):

I.  La sensibilidad y exactitud de los equipos: Ambos presentaron una
sensibilidad del 93% y una exactitud del 96%, donde MALDI-TOF identifico
correctamente el 98% de las bacterias gram negativas y el 91% de gram
positivas, mientras que Phoenix® el 99% y 89% respectivamente.

II. El tiempo que tardé en darse la identificacion: La teoria indica que la
diferencia de Phoenix® con respecto a MALDI-TOF debe ser de entre 12 a
24 horas dependiendo la metodologia utilizada. En la practica se
observaron tiempos de 12 a 72 horas diferencia, donde el proceso de
extraccion disminuyo significativamente el tiempo requerido para
diagnéstico definitivo.

. Impacto que tuvo el diagnostico microbioléogico en los pacientes del
instituto: En este aspecto la espectrometria de masas con tecnologia
MALDI-TOF afecto positivamente el 51% de los pacientes, mientras que la
identificacién fenotipica en el 42% de ellos, por lo que la espectrometria fue

superior a la identificacion fenotipica en este aspecto.

Los resultados obtenidos a lo largo de este estudio demostraron que la
espectrometria de masas es un buen complemento para la identificacion

fenotipica, permitiendo un diagndstico pronto y oportuno de los pacientes.
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1 Introduccion

1.1 Enfermedades infecciosas (definicion e incidencia)

A lo largo de la historia las enfermedades infecciosas han sido causa
predominante de enfermedad y muerte, definiendo enfermedad infecciosa o
infeccién, desde el punto de vista microbiolégico, como la presencia de
microorganismos con la capacidad de reproducirse en un tejido huésped,
habitualmente estéril. Desde el punto de vista clinico, es la multiplicacion de un
patdgeno o la accion de su(s) toxina(s) en un paciente, produciendo una
enfermedad clinica o subclinica (Koneman, y otros, 2013) (Secretaria de Salud)
(Secretaria de Salud). Existiendo tantas enfermedades infecciosas como agentes
que la provocan ya que todo microorganismo es capaz de actuar como patdégeno

potencial’ u oportunista® (Carrillo, y otros, 2009) (Tortora, y otros, 2007).

En el informe del 2012 de la Organizacién Mundial de la Salud, los paises de
ingresos bajos reportaron a las enfermedades infecciosas como causa
predominante de defunciéon de manera conjunta, donde destacaron las infecciones
de las vias respiratorias bajas, el VIH/SIDA, enfermedades diarreicas, paludismo y
la tuberculosis. Mientras que en los paises de ingresos altos las infecciones son la
segunda causa de muerte siguiendo a las enfermedades crénicas (OMS, 2015)
(Organizacién Mundial de la Salud, 2014).

En México no existe un reporte estadistico que englobe las enfermedades
infecciosas ya que se analiza por patologia o microorganismo causal, pero entre
las primeras 10 causas de muerte se encuentra la influenza/neumonia, ocupando
el noveno lugar, después de la diabetes mellitus, enfermedades del corazén,
cerebrovasculares, cirrosis, entre otras enfermedades cronicas (Secretaria de

Salud, 2014) (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, 2013).

'se produce una enfermedad cada vez que invade al huésped (Koneman, y otros, 2013)
2 produce infeccién solo cuando el huésped esta inmunocomprometido (Koneman, y otros, 2013)

1



1.2 Diagndéstico bacteriolégico

Una vez que se sospecha de una enfermedad infecciosa deben ordenarse
las pruebas apropiadas que ayuden al diagnostico. En el caso de las infecciones
bacterianas, el laboratorio de microbiologia tiene como tareas fundamentales
implementar la metodologia precisa para lograr identificar a nivel de género y
especie el(los) agente(s) etiolégico(s) y establecer una terapia antimicrobiana
apropiada, en busca de una menor generacién de resistencia a los farmacos.
Ademas de monitorear la evolucion clinica de los pacientes, realizar un
seguimiento y control de las infecciones hospitalarias y detectar un posible brote

infeccioso (Biswas, y otros, 2012) (Lopez-Hontangas, y otros, 2015).

Tomando en cuenta que no todos los microorganismos se pueden identificar de la
misma manera se cuenta con una gama de tecnologias distintas, cuya
combinacion permite un resultado definitivo (Tabla 1). Motivo por el cual cada
laboratorio implementa las técnicas que mejor le convengan dependiendo de sus
propositos y del tipo de pacientes que maneje (Gutiérrez, y otros, 2010) (Garcia, y
otros, 2012). En este trabajo se tiene mayor interés por los métodos de

identificacién fenotipica y la espectrometria de masas.

Tabla 1: Métodos de identificacidn microbiana

Métodos Técnicas

Caracteristicas microscopicas:
Tincién diferencial
Morfologia

Identificacién fenotipica Agrupacion

Caracteristicas macroscopicas

Metabolismo microbiano

Resistencia a sustancias

Inmunoldgicos Pruebas serologicas
Tipificacion de fagos
Moleculares Deteccion molecular
Basados en Electroforesis
la proteomica Espectrometria de masas




1.3 Identificacion fenotipica

1.3.1 Fundamento de los métodos de identificacion fenotipica

Los métodos de identificacion fenotipica son un conjunto de pruebas
consideradas el “estandar de oro” para la identificacion bacteriana (Biswas, y
otros, 2012) (Lopez-Hontangas, y otros, 2015). Es necesario esclarecer que el
“fenotipo” hace referencia a la manifestacion externa de un genotipo, es decir, el
conjunto de rasgos o caracteristicas observables de tipo morfoldégicos o
bioquimicos resultantes de la expresion del genoma (Hernandez, y otros, 2012).
Desde el punto de vista microbiolégico son el conjunto de pruebas que permiten
poner de manifiesto las caracteristicas de cada genoma bacteriano, algunas de
éstas seran comunes entre determinados géneros, mientras que otras permitiran

realizar una identificacion a nivel de especie (Bou, y otros, 2011).

De forma rutinaria la identificacion se realiza al comparar las caracteristicas que
presentan las bacterias desconocidas con las expresadas por microorganismos
previamente identificados, existiendo tablas de identificacion que reportan las
caracteristicas de un gran numero de bacterias. La fiabilidad del resultado estara

en proporcién al numero de caracteristicas similares (Fernandez, y otros, 2010).




1.3.2 Procesamiento general para la identificacién fenotipica

En este trabajo solo se busca dar una vision general del proceso de
identificacién fenotipica ya que para poder implementarlo se requiere de
experiencia en el area, conocimiento de las pruebas (fundamento y alcance), asi
como conocer las caracteristicas de los microorganismos y cuales son los de

relevancia clinica, para poder llevar acabo un diagndstico bacterioldgico.

Es necesario tener en cuenta que todas las caracteristicas bacterianas que se
ponen de manifiesto son importantes, y que con la experiencia del microbiélogo,
orientan que microorganismos requieren caracterizacion, como aislarlo, la
realizacion de otras pruebas y la identificacion definitiva, estableciéndose tres
niveles de procesamiento (Fernandez, y otros, 2010) (Gutiérrez, y otros, 2010)

(Koneman, y otros, 2013) (Lopez-Hontangas, y otros, 2015):

a) Primer nivel de identificacion:

Sitia provisionalmente al microorganismo en uno de los grupos de
importancia médica a través tinciones y caracteristicas microscopicas, al
mismo tiempo que orienta la seleccion de otras pruebas (Bou, y otros,
2011) (Gutiérrez, y otros, 2010).

El estudio microscépico con tincion de gram es el de mayor relevancia en
microbiologia y tiene por objeto la observacion de la forma, agrupacion y
tamafo del microorganismo, al mismo tiempo que permite diferenciar y
clasificar a las bacterias taxonémicamente en gram positivas (violeta-
azulado) y gram negativas (rojo-rosado), de acuerdo a su capacidad para
retener o no determinados colorantes (Lopez-Hontangas, y otros, 2015)

(Tortora, y otros, 2007). (Koneman, y otros, 2013).




b) Segundo nivel de identificacién:

Su objetivo es especificar el género del microorganismo, sumando a lo
observado en el primer nivel las caracteristicas macroscopicas y
metabdlicas del crecimiento en placa, junto con los resultados obtenidos en

pruebas de lectura inmediata® (catalasa, oxidasa, indol) (Bailon, 2003).

Las caracteristicas macroscopica (presencia de hemolisis, tamafo, forma,
textura y color de la colonia), aunado a si el crecimiento en placa se dio en
ambiente aerobio, anaerobio facultativo o anaerobio, son caracteristicas de
gran utilidad para orientar un resultado definitivo (Fernandez, y otros, 2010)

(Lopez-Hontangas, y otros, 2015).
c) Tercer nivel de identificacién:

Busca hacer la identificacion a nivel de especie, utilizando pruebas
bioquimicas secundarias que pongan de manifiesto caracteristicas
metabdlicas o enzimaticas particulares, asi como también la resistencia a

sustancias (Bailon, 2003) (Bou, y otros, 2011).

Existe un gran numero de ensayos para poner de manifiesto las
caracteristicas metabdlicas (pruebas rapidas o lentas), algunos revelan
caracteristicas generales, como el metabolismo de los azucares, y otros
son mas especificos, ejemplo la prueba de la coagulasa. También existen
datos sobre su resistencia a determinadas sustancias o inhibicién de su
crecimiento ante otras (Fernandez, y otros, 2010) (Gutiérrez, y otros, 2010),
por lo que el uso adecuado de toda esta gama de ensayos permite llegar a

una identificaciéon definitiva.

3 Permiten evaluar la presencia de una enzima preformada (Fernandez, y otros, 2010)




1.3.3 Sistemas automatizados de identificacién fenotipica

1.3.3.1 Fundamento de los sistemas automatizados

En la actualidad existen numerosos sistemas o equipos multipruebas,
semiautomatizados o automatizados, que superan a los métodos convencionales
al permitir la realizacion de una bateria de pruebas en un solo paso y de forma
miniaturizada, algunos de ellos también tienen la capacidad de realizar,
simultaneamente, pruebas de sensibilidad a antimicrobianos (Lopez-Hontangas, y
otros, 2015) (Crocker, y otros, 2005) (Bou, y otros, 2011). Requiriéndose
condiciones precisas en cuanto al inéculo, modo de inoculacién, incubacion y
lectura, que de no seguirse da lugar a errores, por lo que es necesario apegarse a

las condiciones que establece cada fabricante (Fernandez, y otros, 2010).

Como resultado los equipos obtienen un patron numérico, obtenido de agrupar de

tres en tres las pruebas y cada trio produce un digito (Fernandez, y otros, 2010):

e Sila prueba es negativa se asigna valor de cero
e Sila primer prueba es positiva se asigna valor de 1
e Sila segunda prueba es positiva se asigna valor de 2

e Silatercer prueba es positiva se asigna valor de 4

De modo que el cdédigo numeérico se asigna sumando los valores de las tres
pruebas, donde el valor minimo es cero y el maximo 7, que al juntar se obtiene

una serie numérica determinada (Bou, y otros, 2011).

Con este método numérico cada especie tiene su propio codigo y la comparacion
se da entre el codigo obtenido de la bacteria desconocida con los derivados de
bacterias conocidas conservadas (cepas de referencia), que estan almacenadas

en los bancos de datos de los equipos (Crocker, y otros, 2005).




1.3.3.2 Equipo de identificacidén fenotipica Phoenix®

El equipo Phoenix® permite la identificacién microbiana a nivel de especie
con una sensibilidad del 94% y una exactitud mayor al 90%, al mismo tiempo que
realiza el estudio de sensibilidad antimicrobiana (Fagundo, y otros, 2007) (Garcia,
y otros, 2012) (Silva, 2012).

Para la identificacion se realizan las pruebas bioquimicas en una sola tarjeta
multipruebas, que cuenta con los sustratos liofilizados y es inoculada con una
suspensién bacteriana al 0.5 de MacFarland (5 x 10° UFC). Después de un
periodo de incubacion (dentro del equipo) para permitir que el microorganismo se
desarrolle y exprese sus caracteristicas, se determina la capacidad de fermentar,
oxidar, degradar e hidrolizar sustratos utilizando sustancias reveladoras de tipo
colorimétricas, cromogénicas y fluorescentes, que se leen por espectrofotometria
(Becton Dickinson, 2011) (Crocker, y otros, 2005).

La sensibilidad antimicrobiana se lleva a cabo colocando de la suspension
bacteriana preparada para la identificacion, junto con un indicador, en la parte de
la tarjeta que contiene diluciones estandarizadas de distintos antibidticos,
correspondientes a los puntos de corte de sensibilidad establecidos por el Instituto
de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) (Becton Dickinson, 2011). En este
caso la espectrofotometria (cambios en el indicador) y la nefelometria (turbidez por
el desarrollo) logran detectar la concentracion de antibidtico a la cual hubo
crecimiento bacteriano y con ello conocer la concentracion minima inhibitoria

(CMI) para el microorganismo (Garcia, y otros, 2012).




1.3.3.3 Ventajas de laidentificacion fenotipica por sistemas automatizados

La identificacion fenotipica es la base de cualquier laboratorio de
microbiologia para lograr un diagnéstico, por lo que el desarrollo de
sistemas automatizados ha permitido reducir costos al requerirse menor
material para la preparacion y realizacion de las distintas pruebas, asi como
también una cantidad menor de muestra para el mismo numero de pruebas
(Crocker, y otros, 2005) (Silva, 2012).

Los equipos semiautomatizados y automatizados han logrado disminuir los
tiempos para la obtencion de un diagndstico, logrando pasar de un periodo
de entre 12 a 24 horas con métodos manuales a uno de 8 a 10 horas (tras
el ingreso al equipo) (Crocker, y otros, 2005) (Gutiérrez, y otros, 2010)
(Silva, 2012).

Estos equipos son de facil implementacion y utilizacion, por lo que es

sencillo la capacitacion del personal para su manejo (Bou, y otros, 2011).

La obtencion de un cultivo puro permite la identificacion del microrganismo
y el estudio de su sensibilidad a diferentes antibiéticos de manera
simultanea (Jordan-Lluch, y otros, 2012); esto ultimo es un beneficio que
hasta el momento solo los equipos automatizados de identificacion
fenotipica han permitido, lo cual se considera una clara ventaja para la
implementacion de un tratamiento con respecto al resto de los métodos de

identificacion que existen (Biswas, y otros, 2012).




1.3.3.4 Desventajas de la identificacion fenotipica por sistemas

automatizados

Para lograr la identificacion es necesario obtener un cultivo puro, lo cual
puede tardar de 12 a 24 horas dependiendo de las necesidades del
microorganismo, los recursos y las metodologias de cada laboratorio, que
sumado al periodo de 8 a 10 horas adicionales dentro del equipo (en el
caso de microorganismos fastidiosos hasta 12 horas), supone un tiempo
minimo aproximado de entre 24 a 78 horas totales para la emisién de un
resultado definitivo haciendo de este un proceso lento para casos de

urgencia como lo es la bacteremia (Gutiérrez, y otros, 2010).

En algunos casos la recuperacion del microorganismo (por sus exigencias)
es escasa, impidiendo contar con la cantidad necesaria para el diagnostico
por métodos fenotipicos, de modo que solo es posible reportar los
resultados obtenidos en el primer nivel de identificacién (Biswas, y otros,
2012) (Fernandez, y otros, 2010).

En ocasiones no es posible la recuperacidon del microorganismo,
imposibilitando un diagnéstico bacteriolégico a través cualquier prueba
fenotipica (Biswas, y otros, 2012), por lo que se requiere la implementacion
de otras metodologias, como las mencionadas en la Tabla 1, donde las
pruebas seroldgicas y moleculares son las de mayor utilidad para lograr un

diagnéstico oportuno (Poggui, y otros, 2009).




1.4 Espectrometria de masas

1.4.1 Fundamento y componentes del espectrémetro de masas

La espectrometria de masas se basa en la obtencion de iones a partir de
moléculas organicas en fase gaseosa, los cuales se separan de acuerdo a su
masa y su carga, es decir, se trabaja con un equipo capaz de producir, separar y

detectar iones en fase gaseosas (Gobernador, 2010) (Jordan-Lluch, y otros, 2012).

Existen distintos tipos de espectrometros de masa y todos cumplen con el mismo
proceso de analisis; llevar el compuesto a analizar a una fase gaseosa, las
moléculas migran a la camara de ionizacion para generar iones, los cuales son
separados de acuerdo con la relacion masa/carga (m/z) y un detector organizara
los datos en formato de grafica llamado espectro de masas. Es por ello que deben

ser capaces de (Gobernador, 2010) (Plasencia Villa, 2003):

a) Vaporizar substancias de volatilidades muy diferentes
b) Originar iones a partir de moléculas neutras en fase gaseosa
c) Separar los iones en funcion de su relacion masa/carga (m/z)

d) Detectar y registrar la informacion adecuadamente

Funciones que se cumplen a través de cuatro componentes basicos: sistema de
entrada, fuente de iones, analizador de masas y detector; que se acompafan de
un sistema de vacio, el procesador de sefial y un dispositivo de lectura, como

componentes complementarios (Figura 1) (Gobernador, 2010).
1.1.1.1. Sistema de entrada

Su objetivo es introducir una pequefia cantidad de muestra (s6lida o liquida) en el
espectrometro, para convertir sus componentes en moléculas neutras gaseosas,
por lo que contiene un sistema para volatilizar las muestras. Este paso es crucial
ya que si la muestra no se encuentra en estado gaseoso es imposible su andlisis,

por lo que se han disefiado varios tipos (Gomis, 2010) (Gobernador, 2010).
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Figura 1: Componentes de un espectrometro de masas (Gomis, 2010)

1.1.1.2. Fuente de iones

Convierte los componentes gaseosos neutros en iones al producir un exceso o
pérdida de electrones. La técnica mas comun es la transferencia de energia para
expulsar uno de sus electrones y obtener una particula gaseosa con carga

residual positiva (Plasencia Villa, 2003) (Welker, y otros, 2011).
1.1.1.3. Analizador de masas

Lleva acabo la separacién de los iones producidos, de acuerdo con su relacién
masa/carga, a través de campos eléctricos existiendo una variedad de estos
(Gomis, 2010) (Plasencia Villa, 2003).

1.1.1.4. Detector

Convierte el haz de iones en una senal eléctrica que puede ser procesada,
almacenada, mostrada y registrada de varias maneras (Gomis, 2010) (Plasencia
Villa, 2003).

1.1.1.5. Sistema de vacio

Estos equipos requieren de un sistema al vacio para mantener bajas presiones,
con el objetivo de asegurar la ausencia de colisiones por parte de los iones

durante el proceso (Gobernador, 2010) (Gomis, 2010).
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1.1.1.6. Procesador de sefal y dispositivo de lectura

Estos trabajan de forma conjunta con el objetivo de transformar las senales
eléctricas (analogas) en una representacion grafica (sefal digital) llamada huella
quimica o espectro de masas, encontrando en el eje de las ordenadas los valores
de m/z (ordenados en forma creciente) y en el de las abscisas la intensidad o
abundancia relativa (numero de iones con determinada relacién m/z) (Plasencia
Villa, 2003). Al analizar estas caracteristicas es posible diferenciar e identificar a
los compuestos, debido a que estan dadas en funcién de su estructura quimica,
por lo cual cada compuesto tiene un espectro unico y puede ser utilizado para su
identificacién (Bou, y otros, 2011) (Gomis, 2010) (Plasencia Villa, 2003).

En esta tecnologia el tipo de sistema de entrada, fuente de ionizacion y de
analizador de masas define el alcance del espectrometro y la capacidad del
sistema, por lo que la combinacion de dichos elementos esta en funcién de lo que

se requiere analizar (Tabla 2) (Duncan, y otros, 2010) (Plasencia Villa, 2003)

Taba 2: Variantes de los componentes del sistema de espectrometria de masas
(Plasencia Villa, 2003)

Componente Variante
Sistema de entrada Directo
Columna capilar cromatografia liquida
Fuente de iones Impacto eléctrico

lonizacion quimica
lonizacion de campo
Desercién de campo
Bombardeo de atomos rapidos
Electrospray
Matrix-asisted laser desorption (MALDI)

Analizador de masas Cuadruplo
Trampa de iones
Tiempo de vuelo (TOF)
Analizador FT-ICR
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1.4.2 Espectrometro de masa con tecnologia MALDI-TOF

1.4.2.1 Meétodo de ionizacién por pulsos MALDI

La espectrometria de masas tipo MALDI (por sus siglas en ingles Matrix-
asisted laser desorption [espectrometria de masas de desorcion/ionizaciéon
mediante laser asistida por matriz]) recibe este nombre por la tecnologia que
utiliza como fuente de ionizacion, descrita por Karas y Hillenkamp en 1988 y
actualmente es ampliamente utilizada para el analisis y cuantificacion de
proteinas, péptidos, toxinas, acidos nucleicos, entre otros (Jordan-Lluch, y otros,
2012) (Plasencia Villa, 2003) (Theel, 2013)

Este tipo de espectrometria es una técnica de ionizacion suave (las muestras se
ionizan sin sufrir apenas fragmentaciones) basada en disolver los compuestos a
analizar en una solucion organica con capacidad de absorber luz UV, llamada
“matriz o0 matrix”, que al secarse se cristaliza con los analitos embebidos dentro de
si y al ser irradiada por pulsos laser de luz UV se genera una nube de particulas
idnicas, de modo que la fuente de ionizacién esta en el sistema de entrada,
permitiendo el analisis de muestras solidas y liquidas (Figura 2) (Biswas, y otros,
2012) (Jordan-Lluch, y otros, 2012) (Welker, y otros, 2011) (Dunne, y otros, 2013).

Detactar

: L
de iones ~{_
2 Entrada al
analizador TOF
B un:-i-
. . - [® Campos electricos
Farticulas ionicas +——+— {J if; e
Analizador L | &~ | g
Juestra
de masas alel® .
i ¥ .-Ei:-"',.. vaporizada,
@B,  cargada, en
Laser Z Laser ® f‘" estado gasenso
Matriz
Sistema de entrada__ Muestra —
S Placa metalica
Placa con muestras” L |

Figura 4: Representacion del proceso de ionizacion en un equipo con tecnologia
MALDI (Theel, 2013)
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La matriz tiene tres funciones fundamentales durante el proceso (Garcia, y otros,
2012) (Plasencia Villa, 2003) (Theel, 2013):

1) Exponer las proteinas intracelulares mediante la ruptura de la membrana
celular al momento de cristalizarse.

2) Absorber la energia laser para la vaporizacién de la muestra.

3) La ionizacion de moléculas al propiciar un ambiente acido al momento de

vaporizarse.

Los compuestos aromaticos mas utilizados en la composicién de la matriz son una
solucion saturada de acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (como compuesto base),
acompanada de acetonitrilo y acido trifluoroacético, aunque también puede

utilizarse el acido 2,5-dihifrobenzoico o el acido sinapinico como base.

1.4.2.2 Analizador tipo TOF

El analizador tipo TOF (Tiempo de vuelo por sus siglas en inglés) es el que
se adapta mejor a los métodos de ionizacién por pulsos MALDI, ya que tiene una
alta transmision de iones; lo que lo convierte en el mas rapido en su clase;

ademas de contar con el rango de masas mas amplio (Plasencia Villa, 2003).

El principio de operaciones de este tipo de analizador involucra la medicién del
tiempo requerido por un ion para viajar desde la fuente de iones hasta el detector.
En este caso, todos los iones reciben una energia cinética durante su aceleracion,
pero debido a que su carga (z) y masa (m) son distintas se separan en grupos de
acuerdo con su velocidad y por lo tanto a su relacion m/z (Gobernador, 2010)
(Plasencia Villa, 2003).

Los iones generados por MALDI poseen una sola carga (z=1) de modo que la
relacion m/z equivale a la masa, es decir, la separacién se realiza de acuerdo con
la masa de los iones generados, donde los de menor masa llegan primero que
aquellos con una masa mayor (Burker-Daltonics, 2011) (Jordan-Lluch, y otros,
2012) (Plasencia Villa, 2003).
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1.4.3 Laespectrometria de masas en microbiologia

En 1975 Anhalta y Fenselau utilizaron la espectrometria de masas con
pirolisis4 para la identificacion de microorganismos liofilizados, observando que se
generaba un espectro unico por cada extracto bacteriano, llegando a la conclusion
de que cada género y especie tenia su propio espectro o huella proteomica
(Biswas, y otros, 2012). De esta forma se introdujo la espectrometria en el
laboratorio de microbiologia para la identificacion de microorganismos, sin
embargo presentaba un rango pequefio de masas, requiriéndose estudios

adicionales (Jordan-Lluch, y otros, 2012).

En 1996 se publicaron los primeros estudios en los que se analizaban células
bacterianas intactas mediante la tecnologia MALDI-TOF, en la actualidad es
considerada la mejor opcion para el andlisis de proteinas bacterianas debido a su
proceso de ionizacion es suave y eficiente, ademas de contar con un amplio rango
de deteccion de proteinas (2 000- 20 000 Da), existiendo varias plataformas como
MALDI-TOF Biotyper (Bruker Daltonics)® (Biswas, y otros, 2012) (Fernandez, y
otros, 2010) (Garcia, y otros, 2012) (Jordan-Lluch, y otros, 2012).

Estudios de protedmica han demostrado que las principales proteinas analizadas
son ribosomales, aunque también se hacen presentes proteinas frias de shock
(CPS por sus siglas en ingles [cold shock protein]), factores de modulacién
ribosomales, entre otras, garantizando una huella proteébmica propia para cada

microorganismo (Garcia, y otros, 2012) (Welker, y otros, 2011).

4 . ez , . . s . .
Es la descomposicidon quimica de materia orgdnica causada por el calentamiento a altas temperaturas en
ausencia de oxigeno causando cambios quimicos vy fisicos irreversibles (Hernandez, y otros, 2012).
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1.4.4

Métodos de identificacion con MALDI-TOF

De manera general la identificacién microbiana por MALDI-TOF consta de cuatro

pasos:

1)
2)
3)
4)

Recuperacion del microorganismo.
Realizacion del espectro de masas.
Comparacioén con la base de datos.

Entrega de resultados.

Existiendo dos métodos de trabajo:

A.

Método de transferencia directa:

Para este método se parte de un crecimiento bacteriano en medios de
cultivo sélidos, donde la colonia aislada en estudio se coloca sobre una
placa de metal pulido, es tratada con la matriz y finalmente se introduce al

equipo para su identificacion (Garcia, y otros, 2012) (Welker, y otros, 2011).

Método de extraccion:

La tecnologia MALDI-TOF al permitir el analisis de muestras liquidas,
facilita el estudio de muestras clinicas como orina y liquidos estériles, sin un
cultivo previo en placa, limitdndose a aquellas identificadas como positivas
por un procedimiento previo (Fernandez, y otros, 2010) (Bou, y otros, 2011)
(Kok, y otros, 2011).

Una vez confirmada la positividad de la muestra un mililitro es sometido a
lavados y extracciones organicas para eliminar particulas no proteinicas
interferentes, tras lo cual un microlitro es colocado en la placa metalica, es

tratado con la matriz y procesado en el equipo (Kok, y otros, 2011).
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Este método tiene como limitante que en las muestras polimicrobianas no
es posible la identificacion correcta de los microorganismos o soélo se
identifica al microorganismo que se encuentra en mayor abundancia (con

un bajo rendimiento) (Bailey, y otros, 2013) (Fernandez, y otros, 2010).

Para ambos casos, la identificacion se logra comparando el espectro obtenido del
analisis de la muestra con los espectros existentes de microorganismo conocidos,
arrojando una identificacién aunada a un valor indicativo de la fiabilidad de dicha
identificacion (Figura 3) (Biswas, y otros, 2012) (Jordan-Lluch, y otros, 2012).

I Pantoea agglomerans
‘ l | Acinetobacter Iwoffi

Burkholderia cepacia

| L R | LRaouIteHa ornithinolytica
' L_A_L_A_)M 1 Staphylococcus aureus
| ‘ Escherichia coli
'4.000 m/z T

Figura 3: Ejemplos de perfiles protedmicos obtenidos a través de la tecnologia
MALDI-TOF (Garcia, y otros, 2012)

El valor indicativo de la fiabilidad de la identificacion es una puntuacién
bioestadistica generada por el equipo para cada comparacién (como logaritmo
natural de la puntuacion), la cual tiene como funcion establecer la similitud de los
espectros, donde la mayor puntuacion a obtener es tres y la menor es cero,
dividiéndose en tres intervalos (Tabla 3) (Garcia, y otros, 2012) (Jordan-Lluch, y
otros, 2012) (Burker-Daltonics, 2011).




Tabla 3: Intervalo de fiabilidad de la identificacion

Rango Grado de fiabilidad
2-3 Muy fiable a nivel de especie
1.7-1.9 Parentesco muy cercano, con
identificacién confiable de genero pero
no especie
Menor de 1.7 Identificacion poco fiable
| No identificado

Si el resultado obtenido no es satisfactorio (identificacion poco fiable) existen

protocolos alternativos con acido férmico al 70% y acetonitrilo (1:1), que permiten

exponer las proteinas para facilitar la identificacion (Fernandez, y otros, 2010)
(Burker-Daltonics, 2011) (Kok, y otros, 2011).

Cuando el resultado obtenido indica “No identificado” quiere decir que no existe

una puntuacién bioestadistica por falta de comparacion, esto puede darse por dos

razones, primera el espectro obtenido no es bueno®, haciendo imposible la

comparacion y segunda el espectro obtenido es bueno, pero el espectro del

microorganismo no esta en la base de datos y al no tener contra que comparar se

imposibilita la identificacion (Bou, y otros, 2011).

5 . . . ..
Un espectro se considera bueno cuando presenta abundantes picos, bien definidos, estrechos, con

intensidades elevadas (Fernandez, y otros, 2010)
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1.4.5

Ventajas de MALDI-TOF en microbiologia

Dado que la identificacion se basa en la deteccién de proteinas y su
expresion es independiente del medio de cultivo o tiempo de incubacion,
esta tecnologia hace posible la identificacion del microorganismo a partir de
cualquier medio de cultivo apenas se presente un crecimiento,
recomendandose el analisis de colonias jovenes (Garcia, y otros, 2012)
(Burker-Daltonics, 2011) (Legarra, y otros, 2013).

Es posible analizar colonias bacterianas aisladas, aun cuando el
crecimiento en placa no sea puro, o bien se puede partir de muestras
liquidas. Esto permite reducir el tiempo de obtencion de los resultados y
ofrece la posibilidad de mejorar el manejo clinico del paciente (Bailey, y
otros, 2013) (Jordan-Lluch, y otros, 2012).

Permite identificar bacterias de dificil recuperacion, de crecimiento lento
microorganismos anaerobios y micobacterias de crecimiento rapido (no
incluidos en sistemas automatizados de identificacion fenotipica), lo cual es
de gran importancia ya que muchos de estos son patdégenos con potencial

resistencia a antibioticos (Biswas, y otros, 2012) (Legarra, y otros, 2013).

Requiere una preparacién minima y simple, sumado a un bajo consumo de
reactivos, al trabajar a escala de microlitros (Garcia, y otros, 2012) (Bailey,
y otros, 2013) (Legarra, y otros, 2013).

Se requieren de 10 a 15 minutos para la preparacion de la muestra por el
método de transferencia directa y de 20 a 30 minutos por el método de
extraccion. Una vez en el equipo, el analisis tarda aproximadamente dos

minutos por muestra (Bailey, y otros, 2013).
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1.4.6

Desventajas de MALDI-TOF en microbiologia

Existen errores de identificacion con bacterias estrechamente relacionadas,
por presentar proteomas parecidos, por lo que se recomienda confirmar por

métodos fenotipicos (Jordan-Lluch, y otros, 2012) (Burker-Daltonics, 2011).

Los espectros de masa presentan picos distintos en las bacterias que
presentan resistencia a antibidticos; como lo es Staphylococcus aureus
resistente a meticilina; impidiendo una identificacion correcta, dado que
muchos de estos mecanismos se deben a la presencia de un material
genético extra modificando la expresion proteomica, sin embargo identificar
estos microorganismos podria ser una aplicacion futura ayudando a la

implementacion de antibiéticos (Bailey, y otros, 2013).

Es crucial mantener el vacio que el espectrémetro requiere para trabajar, ya
que para alcanzar las presiones adecuadas se sufren demoras

considerables en el procedimiento (Bou, y otros, 2011).

En la actualidad no existe un control de calidad externo para asegurar que
no existan errores sistematicos en el procedimiento, pero se esta
trabajando en su implementacién (Fernandez, y otros, 2010) (Legarra, y
otros, 2013).
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1.5 Comparacién de la espectrofotometria y espectrometria

Los espectrometros® son analogos a los espectrofotometros’

sin embargo

presentan diferencias esenciales (Tabla 5) (Gobernador, 2010).

Tabla 5: Comparacion de la espectrofotometria y espectrometria

Caracteristicas

Espectrofotometria

Espectrometria de masas

Luz visible: Mezcla de iones:
Inicia Diferentes longitudes de Diferentes relaciones
onda masal/carga
. Un prisma separa las Campos electromagnéticos
Separacion . .
longitudes de onda separan los iones
. Una salida selecciona la Una hendidura selecciona los
Seleccion : .
longitud de onda iones
Intensidad de luz Corrientes de iones
Deteccion
Absorbancia Impacto de iones
Previo al prisma Al inicio del proceso
Muestra Sin modificaciones Modificacién quimica®
Liquida Gaseosa
Sistema de vacio No utiliza Si utiliza

Muestra departida
en microbiologia

Suspension bacteriana a
partir de un cultivo puro

Una colonia pura/ 1ml de
muestra positiva

Uso en
bacteriologia

|dentificacion y
sensibilidad

Identificacion

® Utilizados en la espectrometria de masas

7 Utilizados en la identificacion fenotipica automatizada
8 La muestra se modificacion para obtener los iones, por lo que no es recuperable, sin embargo esto no es un
inconveniente ya que la cantidad necesaria es del orden de microgramos (Gobernador, 2010).
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1.6 Hemocultivos

1.6.1 Definicién de hemocultivo y utilidad clinica

Desde el punto de vista bacteriolégico un hemocultivo se define como el
cultivo microbiologico de una muestra sanguinea obtenida de un sitio de puncién
independiente, considerandose el unico examen que permite la confirmacion y

diagnéstico de bacteremia o septicemia (Gonzélez, y otros, 2011).

Los hemocultivos ademas de establecer el(los) agente(s) causal(es) de la
enfermedad tiene como funcién definir los patrones de susceptibilidad microbiana
para establecer un tratamiento adecuado. La realizaciéon de hemocultivos de forma
subsecuente al establecimiento del diagndstico permite monitorear la evolucion del

paciente hasta su recuperacion (Garcia, y otros, 2011) (Cisneros, y otros, 2007).

Para maximizar la utilidad de esta prueba es necesario que la muestra sea tomada
de forma adecuada y puede ser obtenida de una puncion periférica venosa o
arterial, debiendo ser la primera muestra si existen indicaciones de otros
examenes, o0 bien de catéter venoso central; en este caso se deben tomar las
precauciones necesarias para discernir si los microrganismos son propios del

catéter o bien provenientes de torrente sanguineo (Ramirez, y otros, 2010).
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1.6.2 Clasificacién de los hemocultivos

Los hemocultivos se pueden clasificar segun el tipo de pacientes, toma de
la muestra, tipo de microorganismo y de acuerdo con la metodologia utilizada para
su analisis (Figura 3), considerandose esta ultima la clasificacion mas importantes
por contar con distinta sensibilidad y rapidez en la deteccion de los

microorganismos (Garcia, y otros, 2011)(Garcia & Pérez, 2011).

| cLasIFIcACION DE LOs HEMOCULTIVOS |

SEGUN TIPO SEGUN TOMA SEGUN TIPO DE SEGUN LA

DE PACIENTE DE LA MUESTRA MICROORGANISMO METODOLOGIA
|| Pediatrico Centrales | | Bacterias | | Manuales

aerobicas
Adulto Perféncos Bacterias Semi-
] ] anaerobicas | automatizados
|| Inmunocompetente | | Bacterias | | Awutomatizados
Fastidiosas
Inmunosuprimido I | | Micobacterias I

| | Hongos I

Figura 3: Clasificacion de los hemocultivos (Garcia & Pérez, 2011)

|. Sistemas manuales:

Se utilizan medios de cultivo con 0.05% de polianetol sulfato de sodio (SPS)
como anticoagulante, junto con un caldo nutritivo capaz de permitir el
crecimiento de cualquier microorganismo de importancia clinica, donde la
eleccion del medio de cultivo, temperatura y atmoésfera de incubacion es

decision del microbiologo (Garcia, y otros, 2011).
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El método se basa en la observacibn macroscopica de los signos de
crecimiento, sin embargo, es lento y presenta una importante cantidad de
falsos positivos y negativos, obligando a una complementacion microscopica,

resultando en un alto grado de contaminacién (Loza, y otros, 2003).

Il.  Semiautomatizados:

En este método se puede optar por la lisis y filtrado de las células sanguineas
para retener las bacterias; o una centrifugacion a alta velocidad para
concentrar el microorganismo en el sedimento y realizar una siembra. Este
estudio cuantitativo® permite una mejor recuperacion de los microorganismos,
pero presenta un alto grado de contaminacién debido a la manipulacion

continua (Garcia, y otros, 2011) (Loza, y otros, 2003).

lll. Sistemas automatizados:

Consisten en botellas con diversos medios de cultivo (aerobios, anaerobios,
hongos, micobacterias y con resinas que captan antibiéticos) que se incuban
en equipos de agitacion continua y cuentan con un sistema de deteccion de
CO; cuya presencia se relaciona con el metabolismo de microorganismos
(Garcia, y otros, 2011) (Loza, y otros, 2003). Entre las marcas lo que difiere es
el método de deteccidon, pudiendo ser colorimétrico, manométrico o
fluorescencia, un ejemplo de este ultimo es el Bactec Fx (Becton Dickinson) ®
(Becton Dickinson, 2013) (BioMérieux, 2015).

9 . .z . o . . ,
Aporta informacion para el diagndstico de bacteremia relacionada a catéter venoso central
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1.7 Definicion de bacteremia y sepsis

El término de sepsis y bacteremia suele utilizarse como sinébnimo, pero un
consenso realizado en 1992 establecid sus diferencias, definiendo bacteremia
como aquella enfermedad en la que un microorganismo invade el torrente
sanguineo y se multiplica a un ritmo que supera la capacidad del sistema reticulo
endotelial e inmunoldgico para eliminarlo, siendo la consecuencia de un foco
infeccioso, presentando una gran variedad de manifestaciones clinicas que
pueden ser desde episodios leves hasta una evolucion a sepsis, esta ultima es
una respuesta inflamatoria sistémica consecuente de una infeccién que produce
una inflamacion generalizada y puede llegar a una disfuncion organica multiple

(Blanco, y otros, 2010) (Fernandez, y otros, 2003)(Martinez, y otros, 2014).

Los casos de bacteremia y su probable evolucién a sepsis van en aumento debido
a que existe una poblacion con edad mas avanzada, tenemos un mayor numero
de pacientes que se someten a cirugia y procedimientos invasivos, las estancias
hospitalarias prolongadas van en aumento, existe un incremento de los pacientes
trasplantados, con tratamientos de quimioterapia y radioterapia, cada vez es mas
frecuente el uso de esteroides y tratamiento de amplio espectro. Estas situaciones
disminuyen la capacidad del sistema inmune para responder ante una invasion y

propician la entrada de microorganismos a la sangre (Gonzalez, y otros, 2002).

En la actualidad, a nivel mundial, existe un sub-registro del numero de casos de
bacteremia y sepsis debido a que son enfermedades que se presentan como
consecuencia de una patologia base, por lo que no siempre es notificada,
reportandose una prevalencia aproximada de 54 a 97 casos de septicemia por
cada 100 mil habitantes (Blanco, y otros, 2010) (Garcia, y otros, 2011).

En Estados Unidos se estima que ocurren alrededor de 200 000 casos de
septicemia al ano con un 20-50% de mortalidad, ocasionando 210 000 decesos
anuales aproximadamente (Bambra, y otros, 2012) (Garcia, y otros, 2011).

Mientras que en México, un estudio realizado en el 2009, reporto una estimacion
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de 40 casos de septicemia por cada 100 mil habitantes, asociandose a una
mortalidad de entre el 49-80% de los pacientes, observando que al no tener bien
establecido el diagndstico de bacteremia y sepsis en nuestro pais no contamos
con datos concretos, ya que la bacteriemia se clasifica como bacteriemia primaria,
bacteriemia secundaria y bacteriemia relacionada a catéter, dependiendo el origen
de la enfermedad, aun cuando es la misma patologia (Carrillo, y otros, 2009); de
acuerdo a esta clasificacion la Direccién General de Epidemiologia, a través de la
Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica (RHOVE) reporta que en el 2011 las
Unidades Médicas de Alta Especialidad presentaron 3.5 casos de bacteriemia
relacionada a catéter por cada 1000 dias catéter y 7.7 casos de bacteriemia
primaria por cada 100 egresos hospitalarios (Secretaria de Salud, 2014) (Sistema

Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, 2013).

En el caso de pacientes oncoldgicos, cuyo tratamiento es con quimioterapia y
radioterapia, en los que el uso de catéter venosos central es muy frecuente como
via de administracion, hacen que sean pacientes altamente susceptibles de
padecer infecciones oportunistas donde la inmunosupresion, dada por el
padecimiento y el propio tratamiento, les imposibilita contener estos cuadros
desarrollando bacteremia, por lo que se considera una poblacion altamente
vulnerable a evolucionar a sepsis. Los pacientes con cancer presentan
infecciones de 3 a 5 veces mas frecuente que el resto de los pacientes y se
calcula que de cada 1000 personas con esta patologia 16 llegan a un estado de
sepsis, con una mortalidad del 52%, no existiendo reportes sobre esta asociacion
en nuestro pais (Willam, y otros, 2004), por su parte el Instituto Nacional de
Cancerologia reporto 556 casos de bacteriemia en el 2015 de acuerdo a la

RHOVE (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, 2013).
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2 Justificacion

Los pacientes con una afectacion oncolégica son mas susceptibles de padecer
enfermedades infecciosas y su estado de inmunosupresioén les impide contenerla,
por lo que presentan un alto indice de evolucion a sepsis con una mortalidad
aproximada del 52% de los pacientes. El diagnostico microbioloégico rapido, con
metodologias sensibles y especificas son indispensables para la deteccion
temprana de bacteriemia y asi evitar su evolucién a sepsis, sin embargo, en la
actualidad la identificacion por métodos fenotipicos pueden llegar a tardar hasta 48
horas dependiendo del microorganismo, los recursos y las metodologias propias
de cada laboratorio, por lo tanto es necesario evaluar el impacto de nuevas
metodologias complementarias como la espectrometria de masas, para optimizar
los tiempos de diagnéstico, lo que repercutira directamente en la administracion

oportuna y eficaz del tratamiento antimicrobiano en los pacientes.
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3 Hipotesis

La espectrometria de masas tiene la misma sensibilidad y especificidad, pero
mayor rapidez en la identificacion bacteriana que los métodos fenotipicos

semiautomatizados, por lo que brindara beneficios en el diagndstico oportuno.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo general

Comparar la espectrometria de masas con la identificacion fenotipica en el
diagnéstico microbioldgico de hemocultivos positivos, asi como evaluar su
impacto sobre la implementacion o modificacion de la terapia antimicrobiana en

los pacientes del Instituto Nacional de Cancerologia

4.2 Objetivos particulares

* Realizar un analisis retrospectivo de los hemocultivos positivos analizados
mediante espectrometria de masas con tecnologia MALDI-TOF y métodos

fenotipicos en el Instituto Nacional de Cancerologia.

« Evaluar la sensibilidad y especificidad del espectrometro de masas MALDI-

TOF Biotyper® y el equipo de identificacion fenotipica Phoenix ®.

« Comparar los tiempos de diagnodstico bacteriolégico al utilizar Ila

espectrometria de masas vy la identificacion fenotipica.

« Realizar un analisis de expedientes clinicos, de las muestras evaluadas,
para evaluar si la identificacion por espectrometria de masas influyo en la

implementacion o modificacién de la terapia antimicrobiana.
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5 Materiales y métodos

5.1 Muestras

Partiendo de una prevalencia estimada (p) de 16 casos de sepsis por cada
1000 pacientes con cancer, considerando un nivel de fiabilidad (t) del 95% y un
margen de error (m) del 5%, el numero de muestras calculadas (n) es (Hernandez,
y otros, 2003):

_t’p(1—p)
n=——-—

5 = 118 muestras
m

Para este trabajo se analizaron 236 muestras de los 407 hemocultivos positivos
procesados entre el mes de enero y julio de 2015 en el Instituto Nacional de

Cancerologia, donde los criterios de exclusioén para las muestras fueron:
» Cultivos que no se procesaron por ambas tecnologias

* Las muestras cuyo diagnostico final se consideré contaminacion (por mala

toma de muestra)
* Muestras que presentaron mas de dos microorganismos en el aislamiento

» Cultivos relacionados con micosis (observacion de levaduras en la tincion

de gram y/o con crecimiento de levaduras)

En el caso de la revision de expedientes (analisis de tiempo e impacto en el

paciente) se excluyeron:

e Expedientes relacionados con muestras que solo se identificaron por un
equipo o presentaron discrepancias durante el analisis microbioldgico.
e Aquellos donde se desconoce si existi6 o no una implementacién y/o

cambio de la terapia antimicrobiana tras el diagndstico microbioldgico.
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5.2 Equipos y materiales

Los equipos utilizados fueron:

» Phoenix® (Becton Dickinson): Para realizar el diagndstico por medio de

identificacién fenotipica

« MALDI-TOF Biotyper® (Bruker Daltonics): Para hacer el diagndstico con

espectrometria de masas (método de transferencia directa y de extraccion)

« Bactec Fx® (Becton Dickinson): Para la deteccion de hemocultivos

positivos.
Se trabajé con los reactivos que cada casa comercial otorga para sus equipos.

Las discrepancias de identificacion (a nivel de género y especie) se corroboraron a
través de pruebas bioquimicas manuales, aunado a su repeticion por amos

equipos.

Para ambos equipos se analizaron cepas de referencia como control de calidad

interno y para la evaluacion externa de la calidad se cuenta con el CAP.
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5.3 Metodologia

Método cualitativo y cuantitativo que se dividio en tres fases:

1.

Andlisis de 236 hemocultivos positivos obtenidos entre enero y julio de 2015
en el Instituto Nacional de Cancerologia, recopilando los resultados de
identificacidon en ambos equipos para cada muestra, asi como un registro

del tiempo presentado para la identificacion definitiva por ambos métodos.

. Examinacion de los expedientes clinicos relacionados a las muestras

analizadas, para evaluar como afecto el diagnéstico microbiolégico en el

tratamiento del paciente.

Estudio de la informacion recopilada utilizando estadistica descriptiva,
frecuencias simples (especificidad) y t de Student (comparacion utilizando

un nivel de significancia de 0.01).
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6 Resultados

6.1 Evaluacion de la sensibilidad y especificidad de los equipos

Los 326 hemocultivos positivos analizaos se procesaron por Phoenix® y
MALDI-TOF Biotyper® con método de transferencia directa, de los cuales 54 (de
manera adicional) se trabajaron en MALDI-TOF Biotyper® por método de
extraccion partiendo del hemocultivo (Figura 5), por lo que el analisis de
sensibilidad y especificidad se divide en dos partes para hacer las diferencias de

cada método de espectrometria de masas.

'dfi';tg{f;gg’” 236 Phoenix®
236 o
hemocuitivos Espectrometria
positivos 236 método de :
e transferencia S otracdion
MALDI-TOF directa
\

Figura 5: Metodologias implementadas en el diagndstico bacteriologico de los
hemocultivos positivos
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6.1.1 Identificacion fenotipicay MALDI-TOF por transferencia directa

6.1.1.1 Sensibilidad de los equipos

De los 236 hemocultivos MALDI-TOF permitié la identificacion de 219
muestras, mientras que Phoenix® 220, quedando sin identificar 17 y 16 muestras

respectivamente, obteniendo una tc=-0.0178 al comparar entre equipos (Tabla 5).

Tabla 5: Numero de muestras identificadas por cada equipo

Numero de Numero de o
. Sensibilidad de los
Equipo muestras muestras no equipos (%)
identificadas identificadas quip °
MALDI-TOF 219 17 92.7*
Phoenix® 220 16 93.2**

*tc=-0.0178; **tc=-1 respecto a la literatura

6.1.1.2 Muestras no identificadas

Respecto a las muestras que no lograron identificar los equipos, MALDI-
TOF dejo sin identificar 14 (82%) microorganismos gram negativos y 3 (18%)
gram positivos (tc=23.3), identifico 7 (44%)

microorganismos gram negativos y 9 (56%) gram positivos (tc= -1.41) (Grafico 1).

mientras que Phoenix® no
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o
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Grafica 1: Microorganismos no identificados por alguna de las metodologias
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En este aspecto no existid prevalencia de ningun microorganismo gram positivo no

identificado pero si entre

los gram negativos, en el

caso de Phoenix®

Acinetobacter Iwoffii (57%) resulto el de mayor frecuencia, mientras que para
MALDI-TOF Pseudomona sp. (36%) (Tabla 6).

Tabla 6: Microorganismos que se quedaron sin identificar por alguna metodologia

MALDI-TOF Phoenix®
Microorganismo Porcentaje Microrganismo Porcentaje
? (%) ? (%)
Streptqgoccus 67 Streptococcus oralis 22
mitis
Staphylococcus 29
Gram caprae
positivos Micrococcus 33 Bacillus cereus 22
Wl Rothia mucilaginosa
Micrococcus lentus &
Aerococcus viridans
Pseudomona sp 36 Acinetobacter Iwoffii 57
1 : Stenotrophomonas
Gram Escherichia coli 29 maltophilia 29
negativos Klebsiella sp. 21 Pantoea calida 14
Stenotrophomon
as maltophilia 14

Serratia marcenses
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6.1.1.3 Muestras identificadas

De las 203 muestras identificadas por ambos equipos 187 (92%) presentaron
el mismo resultado de identificacion y 16 (8%) mostraron discrepancias, 4 (25%) a

nivel de género y 12 (75%) a nivel de especie (Tabla 7).

Tabla 7: Discrepancias de identificacion a nivel de género y especie

Género Especie
Gram positivas 1 12
Gram negativas 3 --
Total de muestras 4 12

Porcentaje 25% 75%
ID correcta por MALDI- 2 (50%) 6 (50%)
TOF
ID correcta por Phoenix® 2 (50%) 6 (50%)

A nivel de género existi6 una discrepancia de gram positivas (Bacillus cereus),
cuya identificacion correcta fue dada por MALDI-TOF, y tres gram negativas
(enterobacterias), de las cuales una se identificd correctamente por MALDI-TOF y

dos gracias a Phoenix ®, de acuerdo a las pruebas manuales (Tabla 7).

En el caso de las discrepancias a nivel de especie todas fueron gram positivas, 6
(50%) era estreptococos alfa hemoliticos y 6 (50%) estafilococos coagulasa
negativos, cuya identificacion correcta se obtuvo gracias Phoenix® y MALDI-TOF

respectivamente.
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6.1.1.4 Especificidad de los equipos

Los resultados arrojados por ambos equipos muestran que se identifico
correctamente el 96% de los microorganismos para ambos casos. El sistema
MALDI-TOF identificé el 98% de las bacterias gram negativas y el 91% de gram

positivas; mientras que Phoenix® en un 99% y 89% respectivamente (Grafica 2)

99

100 98
98
96
94

92

Porcentaje (%)

90

88

86

84

Identificacién por
MALDI-TOF Identificacién por
BD Phoenix

i Gram positivas ® Gram negativas

Grafica 2: Porcentaje de identificacion bacteriana par MALDI-TOF Biotyper® y
Phoenix®
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6.1.2 Identificacion por método de extraccion

En el caso de las 54 muestras sometidas al método de extraccion, 37 eran
muestras monomicrobianas'® y 17 polimicrobianas'’. En el primer caso se logré
identificar al 89% de las bacterias, mientras que en las polimicrobianas sélo en un
65% se identifico el microorganismo de mayor abundancia (tc=-11.3 y -36.7

respectivamente al comparar con la literatura) (Tabla 8)

Tabla 8: Muestras identificadas por proceso de extraccion

Tipo de muestra Total Muestras no ID Muestras ID
Monomicrobiana 37(68%) 4(11%) 33 (89%)*
Polimicrobiana 17 (32%) 6 (35%) 11 (65%)+
Total 54 (100%) 10 (18%) 44 (82%)

*tc=-11.3; + tc= -36.7

De manera conjunta se llegd a identificar el 82% de las muestras trabajadas, no
presentando discrepancias a nivel de género, pero si dos a nivel de especie,
ambas relacionadas con estreptococos alfa hemoliticos, donde las pruebas
manuales concordaron con la identificacion dada por Phoenix®, resultando en una
especificidad del 95%, obteniendo una tc=-1 con respecto a lo obtenido en este

estudio en las otras metodologias.

10 . .
Conun microorganismo

11 . : .
Presencia de dos microorganismos

38




6.1.3 Tiempo de identificacion

Tomando en cuenta el tiempo que transcurrio desde la deteccion del hemocultivo
positivo hasta la obtencién de un diagndstico bacterioldgico definitivo, se comparé
el tiempo requerido para obtener un diagndstico bacterioldgico utilizando Phoenix®
con respecto a MALDI-TOF por método de transferencia directa y por método de
extraccion, encontrando que puede ir desde 12 hasta 72 horas de diferencia
(Gréfica 3).

100
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40
30
20
10

A
12 horas 24 horas 48 a 72 horas

Diferencia en el tiempo de diagndstico

Porcentaje (%)

B Phoenix® y MALDI-TOF transferencia directa

B Phoenix® y MALDI-TOF metodo de extraccion

Grafica 3: Comparacion del tiempo de diagnéstico utilizando Phoenix® con
respecto a MALDI-TOF

Del total de las identificaciones con 48 a 72 horas de diferencia de Phoenix®
respecto a MALDI-TOF método de transferencia directa el 100% se asocia a
muestras polimicrobianas, mientras que con el método el 69% eran

monomicrobianas y 31% polimicrobianas.
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6.2 Impacto en los pacientes

6.2.1 Generalidades de los pacientes

Las 187 muestras analizadas corresponden a 182 pacientes, de los cuales
94 (52%) son mujeres y 88 (48%) son hombres, con un rango de edad de entre 15
y 89 afios y un promedio de 47 anos (+20). El padecimiento de base era cancer no

hematoldgico en 109 pacientes (60%) y cancer hematolégico en 73 (40%) de ellos.

El foco de infeccién microbioldgico que llevo al estado de bacteremia fue variado,
siendo el de mayor prevalencia el relacionado con el uso de catéter venoso central
(48% de los pacientes) (Grafica 4).

M Cateter venoso central
M Urinario

M Neumonia

i Abdominal

i Gastro intestinal

i Quirurgica

M Otros

Grafica 4: Foco de infeccidn que originé la bacteremia
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6.2.2 Impacto del diagnostico microbioldgico en el tratamiento

Para evaluar el impacto del diagndstico microbiolégico en el paciente se

hicieron dos grupos de analisis:

I.  Grupo 1: Incluye pacientes que presentaron un cambio de antibiético tras el
diagndstico bacteriolégico, constituido por 92 personas (51%).

II. Grupo 2: Pacientes que no tuvieron un cambio de tratamiento
antimicrobiano posterior a la identificacion bacterioldégica, abarcando un
total de 90 personas (49%).

6.2.2.1 Pacientes con cambio de antibidtico

De los 92 casos en los que si se observo un cambio de antibidtico el 40%
se relaciona con el resultado de identificacion y antibiograma obtenido por
Phoenix®; mientras que el 60% se dio con la identificacion de MALDI-TOF, aun
cuando no se contaba con antibiograma (tc=25.4 entre metodologias). De estos
ultimos el 90% se mantuvo y el 10% requiri6 de un reajuste de antibidtico de

acuerdo al antibiograma obtenido por Phoenix® (Grafica 5).

Grafica 5: Pacientes que presentaron cambio de antibidtico después del
diagndstico por Phoenix® y MALDI-TOF
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6.2.2.2 Pacientes que no presentaron cambio de antibidtico

De los 90 pacientes que no presentaron un cambio de antibiético (Grafica 6)
el 39% se relacionan con el mantenimiento del tratamiento antimicrobiano por
apoyo del antibiograma otorgado por Phoenix®; un 37% se traté de pacientes
ambulatorios, donde la identificacion realizada por MALDI-TOF propicid la
localizacion del paciente para comenzarles un tratamiento; mientras que en un 4%
la identificacibn dada por MALDI-TOF indic6é que el microorganismo del
hemocultivo era el mismo que el identificado de manera previa en el foco de

infeccion por lo que se continua con el tratamiento ya establecido.

B Antibiograma respalda tratamiento B Pacientes ambulatorios

i Infeccidén previa diagnosticada m Defunciones

4%

Grafica 9: Andlisis de los pacientes que no presentaron cambio de antibidtico
posterior al diagnodstico bacteriologico
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Finalmente el 20% de estos pacientes fallecieron de manera previa al diagndstico

microbiolégico, correspondiendo al 10% del total de los pacientes (Tabla 9).

Tabla 9: Caracteristicas de los decesos

Padecimiento Mujeres Hombres Promedio de Total de
edad fallecidos
Hematologico 5 (28%) 3 (16%) 43 +14.5 8 (44%)
No 6 (34%) 4 (22%) 5317 10 (56%)
hematologico
Total 11 (61%) 7 (39%) -- 18 (100%)
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7 Discusion
7.1 Comparacion de la espectrometria de masas y métodos fenotipicos

7.1.1 Analisis de MALDI-TOF por método de transferencia directa

La espectrometria de masas con tecnologia MALDI-TOF Biotyper®, permitio
identificar al 92.7% de las muestras estudiadas, por lo que se puede decir que
cuenta con una sensibilidad del 93% (Tabla 5), resultado similar a lo reportado por

otras investigaciones (Counturier, y otros, 2011).

Respecto al 7.3% de las muestras no identificadas (Grafica 1), el 28% eran
bacterias gram positivas sin prevalencia de alguna de ellas, mientras que el 82%
eran gram negativas, donde Pseudomona sp (36%) resulto la mas frecuente
(Tabla 6), seguida de E. coli y Klebsiella sp., deficiencias similares a las
presentadas en estudios previos que informan problemas para identificar a estos
microorganismos y reportan que un proceso de extraccién con un acido débil,
previo al montaje en la placa, mejora la exposicion y ionizacion de las proteinas,
propiciando mejores resultados de identificacion (Bessede, y otros, 2011) (Bizzini,
y otros, 2010) (Garcia, y otros, 2012), por lo que se podria considerar su
implementacion en los casos que se sospeche de alguno de estos

microorganismos para mejorar el analisis.

7.1.2 Analisis de Phoenix®

La identificacion fenotipica por Phoenix® permitié identificar al 93.2% de los
microorganismos (Tabla 5), es decir, presento una sensibilidad del 93%, resultado
similar a lo obtenido en MALDI-TOF método de transferencia directa y a la

literatura que reporta valores del 94% (tc= -1)(Garcia, y otros, 2012).

De las 6.8% muestras no identificadas (Grafica 1) no se encontré una diferencia
significativa entre microorganismos gram positivos y negativos (tc=-1.41),
existiendo una predominancia entre estos ultimos, donde el de mayor frecuencia
es Acinetobacter Iwoffii (57%) (Tabla 6), pudiendo adjudicar estos resultados a

errores aleatorios, problemas para el aislamiento puro de los microorganismos o
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fallas durante el proceso como por ejemplo una exposicion prolongada del panel a

la luz (Biswas, y otros, 2012) (Becton Dickinson, 2011).

7.1.3 MALDI-TOF método de transferencia directa y Phoenix®
Al comparar el numero de microorganismos no identificados por parte de

ambos equipos, se puede mencionar presentan la misma sensibilidad (del 93%).

Respecto a los microorganismos identificados, el 8% presentd discrepancias, 25%
a nivel de género y 75% a nivel de especie (Tabla 7). En el caso de las
discrepancias a nivel de género el 25% eran gram positivos y 75% gram negativos
sin prevalencia especifica para ambos casos, donde la identificacion correcta (de
acuerdo a pruebas manuales) fue dada en un 50% por MALDI-TOF y 50% por
Phoenix®, siendo igual para ambos equipos. Los errores a este nivel casi siempre
se relacionan con el hecho de que la espectrometria de masas tiene problemas
para identificar bacterias a con perfiles de proteinas muy similares por estar
filogenéticamente relacionadas (Garcia, y otros, 2012) (Saffert, y otros, 2011), al
mismo tiempo que Phoenix® tiene problemas para identificar a nivel de género

cuando los cultivos de partida no estan totalmente puros (Silva, 2012).

A nivel de especie todas las discrepancias estan relacionadas con
microorganismos gram positivos (Tabla 7), el 50% corresponden a estreptococos
alfa hemoliticos y el 50% a estafilococos coagulasa negativos, los primeros
identificados correctamente por Phoenix® (en su totalidad) y los segundos por
MALDI-TOF (en su totalidad); es decir, presentaron el mismo porcentaje de
discrepancias a nivel de especie, logrando complementarse mutuamente. En el
caso de los estreptococos alfa hemoliticos la identificacion por MALDI-TOF es
limitada pues su perfil proteico es similar entre si (Saffert, y otros, 2011) (Veen, y
otros, 2010); mientras que en el caso de los estafilococos coagulasa negativos
estudios previos reportan que la identificacion por Phoenix® presenta un
porcentaje bajo de especificidad a nivel de especie (del 75%), como lo observado

en este estudios (Veen, y otros, 2010).
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Por otra parte Phoenix® y MALDI-TOF Biotyper® presentaron la misma
especificidad al identificar correctamente el 96% de las muestras trabajadas,
existiendo reportes de que debe ser mayor del 90% para Phoenix® (Silva, 2012) y
del 95% para MALDI-TOF (Bailey, y otros, 2013), por lo que los resultados
obtenidos se encuentran en el rango de lo reportado; ademas los estandares de
nuestro pais establece que si un equipo identifica correctamente el 90% o mas de
los aislamientos comunes o inusuales se puede considerar altamente especifico y
recomendable para su uso dentro del laboratorio (Fagundo, y otros, 2007). En este
aspecto MALDI-TOF logré identificar correctamente el 91% de gram positivos y el
98% de gram negativos, mientras que Phoenix® el 89% y el 99% respectivamente
(Gréfico 2), similar a lo previamente reportado (91, 98% Vs 88, 97%
comparativamente) (Silva, 2012) (Bizzini, y otros, 2010).

7.1.4 MALDI-TOF método de extraccion

De las 54 muestras analizadas por método de extraccion (Tabla 8), el 68%
eran muestras monomicrobianas y el 32% polimicrobianas, obteniendo un
porcentaje de identificacion del 85% y 65% respectivamente, cuando
investigaciones previas reportan un porcentaje de identificacion del 97% y 91%
para cada caso (Kok, y otros, 2011), resultados que estan por debajo de lo
reportado de manera significativa (tc= -11.3 mono, tc= -36.7 poli). Problemas con
la técnica suelen ser la principal limitante para obtener una identificacion correcta,
haciendo necesario estandarizarla para establecer las condiciones mas optimas
de trabajo (Kok, y otros, 2011), sin embargo, el tamafno de la muestra no es

significativo para proporcionar un resultado concluyente.

De manera conjunta el proceso de extraccion identifico al 82% de las muestras
analizadas, resultado similar a lo observado en otros estudios que establecen una
sensibilidad del 80% (Kok, y otros, 2011), donde el mayor impacto estuvo dado en
muestras monomicrobianas ya que en las polimicrobianas solo identifico uno de

los microorganismos presentes.

Esta metodologia no presentd discrepancias de identificacion a nivel de género,

pero si 2 a nivel de especie, en ambas estreptococos alfa hemoliticos, mismo
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problema que se observo en el método de transferencia directa, resultando en una
especificidad del 95%, que al comparar con la obtenida en este trabajo por el
método de transferencia directa y Phoenix® podemos observar que es

equiparable (tc=-1).

7.2 Tiempos de identificacion

La teoria nos indica que el tiempo aproximado de identificacion con MALDI-
TOF método de trasferencia directa es de 20 a 30 minutos a partir de que se
cuenta con el hemocultivo positivo, mientras que para MALDI-TOF método de
trasferencia directa tarda de 10 a 15 minutos tras contar con un crecimiento en
medio sélido, que tarda de 10-12 (Bailey, y otros, 2013) (Kok, y otros, 2011). Por
su parte Phoenix® tarda un periodo de entre 8 a 12 horas tras el ingreso al equipo
dependiendo el microorganismo (Gutiérrez, y otros, 2010), por lo que la diferencia
de tiempo para obtener un resultado definitivo deberia ser de alrededor de 12
horas al comparar Phoenix® con respecto a MALDI-TOF método de transferencia
directa y de aproximadamente 24 horas con respecto a MALDI-TOF método de

extraccion.

En la practica al comparar Phoenix® con MALDI-TOF método de trasferencia
directa (Grafica 3) solo el 5% de las identificaciones mostraron la diferencia de
tiempo esperada de acuerdo a la teoria. El 87% presentaron 24 horas debido a las
metodologias propias del laboratorio, que de contarse con personal capacitado las
24 horas en el area de microbiologia se podria disminuir. En esta comparacion el
8% de los resultados definitivos tardaron de 48 a 72 horas extra, todas las
muestras se asocian a crecimientos polimicrobianos, donde el proceso de

purificacion de las cepas retraso el proceso por Phoenix® (Grafica 3).

Al comparar el tiempo que tardo Phoenix® con respecto a MALDI-TOF método de
extraccion (Grafica 3) el 20% de las identificaciones (todas monomicrobianas)
presentaron 24 horas de diferencia, conforme a lo esperado; mientras que en el
80% el resultado definitivo tardo 48 a 72 horas mas (Grafica 3). Respecto a estas
ultimas 69% de las muestras eran monomicrobianas y 31% polimicrobianas, lo

cual nos indica que el método de extraccion disminuyo de manera significativa el
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tiempo de identificacion en las muestras monomicrobianas y permitié la

identificacién oportuna de uno de los dos microorganismos en polimicrobianas.

7.3 Impacto en los pacientes

El rango de edad de los pacientes es de 15 a 89 afos, el 52% mujeres y 48%
hombres, no existiendo una predominancia de edad ni de género para este
padecimiento (Willam, y otros, 2004). EI 60% se asocian con cancer no

hematoldgico y un 40% con cancer hematologico.

Los principales focos infecciosos que llevaron al desarrollo de bacteremia (Grafica
4) fueron catéter venoso central (48%), urinario (17%) y neumonia (14%),
concordando con otros estudios que mencionan el catéter venoso central como el
principal foco infeccioso (14-52%), seguido del urinario (18-39%) y neumonia (10-
16%) (Gobernador, 2010), aunque los focos infecciosos pueden variar
dependiendo de la edad, tipo de pacientes y los métodos invasivos (Carrillo, y
otros, 2009).

Los pacientes se analizaron en dos grupos, el primero incluye a pacientes que
sufrieron un cambio de antibidtico tras el diagndstico microbioldgico (51%) (Grafico
5), donde el 60% de los cambios se dieron posterior a la identificacion por MALDI-
TOF sin tener un antibiograma y el 40% se realizaron tras la identificacion con
Phoenix® contando con un antibiograma. Los resultados mostraron una diferencia
significativa entre los métodos de identificacion (tc=25.4) pudiendo adjudicar la
mayoria de los cambios a la espectrometria de masas, de los cuales el 90% se
mantuvieron y el 10% presentaron un reajuste, es decir, un segundo cambio de

antibidtico con base al antibiograma.

El segundo grupo son los pacientes que no presentaron un cambio de antibiético
tras el diagndstico microbiologico (49%) (Grafico 6): en el 39% de los casos el
antibiograma obtenido con Phoenix® respaldd el tratamiento establecido

inicialmente; el 37% se relaciona con pacientes ambulatorios'? y la identificacion

12 . . . . ,
A este tipo de pacientes se les realizan hemocultivos de control por ser portadores de catéter venoso
central
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con MALDI-TOF propicié la localizacion e inicio de tratamiento; el 4% MALDI-TOF
identificd a un microorganismo observado anteriormente en el foco de infeccion,
continuando con el tratamiento ya establecido. ElI 20% restante se trata de los
decesos previos a contar con un diagnoéstico microbioldgico, correspondiendo al
10% del total (Tabla 9).

Tomando en cuenta el aporte de cada equipo a cada grupo de pacientes (Grafico
7) MALDI-TOF impacto en el 51% de los pacientes y Phoenix® en el 42% de ellos
con una diferencia significativa (tc= 19.09) en la que el aporte de la espectrometria

de masas es mayor.

60
50 -+ ¢
M Defunciones
40 - M Reajuste de antibiotico
g
o i Infeccion previa diagnosticada
£ 30 -
S
g M Antibiograma respalda
(-9 tratamiento
20 M Pacientes ambulatorios
i Cambio de antibiotico
10
0 .

MALDI-TOF Phoenix® Decesos

Grafico7: Impacto del diagndstico microbioldgico en los pacientes

Finalmente MALDI-TOF y Phoenix® son equipos que se complementan
mutuamente y sus ventajas (realizacién de antibiograma y velocidad diagnéstica)
logran impactar, de manera conjunta, en el 90% de los pacientes, permitiendo
afirmar que ambos métodos son herramientas de gran utilidad para el diagnéstico
bacteriolégico pronto y oportuno, aportando grandes beneficios para los pacientes

del instituto.
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8 Conclusiones

e La identificacion fenotipica automatizada por Phoenix® y la espectrometria
de masas con MALDI-TOF Biotyper® cuentan con la misma sensibilidad y
especificidad en el diagndstico microbiolégico de muestras clinicas.

e Ambos equipos presentaron dificultades en la identificacion a nivel de
especie de microorganismos gram positivos, en el caso de MALDI-TOF para
estreptococos alfa hemoliticos y Phoenix® en estafilococos coagulasa
negativos, haciendo necesario conocer y contar con pruebas adicionales
para lograr la identificacion definitiva.

e El proceso de extraccion de MALDI-TOF reduce significativamente el tiempo
de identificacion, sin embargo, en muestras polimicrobianas solo identifica
uno de los microorganismos presentes.

e El factor humano durante la separacion de los microorganismos propicia que
el tiempo requerido para un diagndstico bacterioldgico definitivo sea mayor.

e La identificacion con espectrometria de masas impacté de manera
significativa, al propiciar diagndsticos oportunos, influyendo en cambios de
tratamiento antimicrobiano, el inicio mas temprano de terapia antimicrobiana,
asi como en la relacion de los microorganismos identificados con los de otro
sitio de infeccidn.

e El impacto de la identificacion fenotipica con Phoenix® esta directamente
relacionado con su capacidad de realizar antibiogramas, por lo que no se
debe desestimar la necesidad de este método durante el diagndstico
microbioldgico.

e La espectrometria de masas es una buena herramienta de complementacion
para la identificacion fenotipica, ya que su uso conjunto facilito que el
laboratorio de microbiologia realizara un diagndstico bacterioldgico rapido y

oportuno.
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