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RESUMEN  

Introducción: La identificación y pruebas de sensibilidad antimicrobiana son pivotes 

en el tratamiento de las infecciones del torrente sanguíneo ya que cada hora de 

retraso en la iniciación del antimicrobiano correcto aumenta la mortalidad de este 

padecimiento en 7.6%.  Se han desarrollado técnicas para aislar microorganismos 

directamente de frascos de hemocultivos positivos para su identificación y pruebas 

de sensibilidad antimicrobiana, sin embargo, la concordancia con el método 

estándar ha sido variable.   

 

Objetivo: Evaluar la identificación y prueba de sensibilidad antimicrobiana de 

bacterias y levaduras obtenidas directamente de frascos de hemocultivo positivos, 

utilizando una técnica de lavado-centrifugación, con el sistema MALDI-TOF MS y 

Vitek 2. 

 

Material y Métodos: De febrero a agosto del 2017, 90 frascos de hemocultivo 

positivo fueron sujetos a identificación del microorganismo y prueba de sensibilidad 

antimicrobiana siguiendo el método estándar y el método directo.  Los resultados 

de la identificación y pruebas de sensibilidad con ambas técnicas fueron 

comparados.    

 

Resultados: Se identificaron ocho especies de bacterias en 80 frascos de 

hemocultivo y se evaluaron 1391 combinaciones microorganismo-antimicrobiano.  

La concordancia del método directo con el tradicional fue de 95.5% para la 

identificación y de 98.4% para las pruebas de sensibilidad antimicrobiana.  

 

Conclusión: Los resultados de la identificación y pruebas de sensibilidad 

antimicrobianos con el método directo son congruentes con las del método estándar 

y puede ser utilizado en el laboratorio clínico. 
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ANTECEDENTES 

Del 4 a 5% de todos los pacientes hospitalizados sufren de infecciones asociados a 

los cuidados de la salud y de estos hasta el 47.2% (1) son infecciones del torrente 

sanguíneo (BSI del inglés blood-stream infections) sin embargo la incidencia puede 

ser hasta del 14.6% en pacientes hospitalizados en los servicios de cirugía (2).  Las 

BSI son factores de mal pronóstico y su presencia se asocia a una mortalidad del 

34-52% en su forma grave (2,3).      

Inmediatamente después de que se sospecha una infección del torrente sanguíneo, 

o de forma rutinaria en pacientes con sepsis, choque séptico o sepsis grave; se 

recomienda iniciar esfuerzos para identificar el o los agentes causales.  Esto se 

hace mediante la toma de hemocultivos en frascos para aerobios y anaerobios.  Una 

vez tomadas las muestras de hemocultivos, se recomienda iniciar antibioticoterapia 

empírica contra los organismos que con más frecuencia se presentan en los 

pacientes, tomando en cuenta sus características clínicas. La antibioticoterapia 

debe evaluarse diariamente a la luz de la obtención de los resultados de las pruebas 

de identificación bacteriana y las ASTs (4).   

El tiempo es crucial ya que el inicio del antibiótico correcto en la primera hora de 

reconocimiento del cuadro clínico se asocia a una sobrevivencia del 80% mientras 

que cada hora de retraso en la administración del antibiótico correcto se asocia a 

un aumento en la mortalidad de 7.6% (rango de 3.6-9.9%) (5). El uso del 

antimicrobiano apropiado se asocia a una riesgo relativo (RR) para mortalidad a 30 

días y mortalidad intrahospitalario de 0.71 (I.C. 95%: 0.62-0.82) y 0.67 (I.C 

95%:0.56-0.80) respectivamente, comparado con el uso del antimicrobiano 

incorrecto (6,7)); lamentablemente el antibiótico empírico es incorrecto entre el 28.1 
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y 57.8% de las veces (6).    La identificación del microorganismo y su susceptibilidad 

antimicrobiana es llevada a cabo en los departamentos de microbiología de los 

laboratorios clínicos y para esto se cuenta con diversos métodos. 

 

El proceso de identificación bacteriana inicia con la inoculación de las botellas de 

hemocultivo con la sangre sospechosa. Estas botellas, de la cuales las más 

comúnmente utilizadas son el sistema Bactec (Beckton-Dickinson, EUA) y 

BactAlert/Virtuo systems (bioMérieux, Francia).  Ambos sistemas se basan en la 

utilización de sustratos carbonados (carbohidratos) en el medio de cultivo y la 

subsecuente producción de CO2 por el microorganismo en crecimiento.  El CO2 al 

ser un gas ácido, produce cambios en el pH, el cual es detectado por métodos 

colorimétricos y fluorescentes en el fondo de la botella del medio de cultivo.  Ambos 

sistemas son similares en cuanto a su desempeño para la detección de 

microorganismos (8). Las botellas son habitualmente incubadas por 5-7 días. 

Durante este lapso un sistema automatizado es encargado de señalizar a las 

botellas que se tornan positivas (9,8). 

  

Una vez que una botella es marcada como positiva, el siguiente paso habitual es la 

siembra en cajas de agar por 12 - 24 horas, con el fin de aumentar la concentración 

de bacterias y asegurar colonias puras y facilitar su identificación. Este último paso 

es lo característico de lo que llamaremos método tradicional.  Posterior a la 

realización de una tinción de Gram, la identificación puede ser por métodos 

bioquímicos convencionales, MALDI TOF MS o métodos de ácidos nucleicos como 
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PCR (10). El método MALDI TOF MS es actualmente uno de los más utilizado en 

todo el mundo y también en nuestro centro (11).   

La MS es una técnica analítica que identifica moléculas ionizadas, en estado 

gaseoso, por medio de su razón masa/carga (m/z).  La MS funciona por medio de 

tres pasos principales: ionización, separación de masas y detección. Estos tres 

pasos son realizados en 6 componentes principales del espectrómetro de masas: 

1) sistema de introducción de la muestra, 2) fuente de iones donde la muestra es 

vaporizada y se producen los iones, 3) analizador de masas donde los iones son 

separados según su razón m/z, 4) detector de iones donde la intensidad de la señal 

de los valores m/z son determinados, 5) sistema de vacío necesarios para evitar la 

pérdida de iones por colisión con partículas inertes o componentes del equipo, 6) 

equipo de cómputo para controlar el funcionamiento del equipo, almacenar y 

procesar la información generada (12).   

 

El primer espectrómetro de masas fue construido por J.J. Thompson en 1912 y su 

uso fue prácticamente exclusivo del área de la física, donde se utilizaba para 

estudiar elementos y sus isótopos o moléculas pequeñas termoestable (13). No fue 

hasta 1991, cuando se contaban con técnicas de ionización suaves como ESI por 

sus siglas en inglés Electrospray ionización (ionización por electrospray  o LDI por 

sus siglas en inglés Laser Desorption/Ionization (Desorción/Ionización por láser) 

que fue posible su aplicación para la identificación de biopolimeros (14).  De estas 

dos técnicas la más exitosa fue la LDI que consiste en la utilización de energía en 

forma de láser con una longitud de onda ideal para ionizar sin fragmentar el 

biopolímero. Esta se aplica por medio de pulsaciones rápidas lo cual evita alzas 
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térmicas y la degradación del biopolimero; sin embargo, tenía una principal limitante; 

las moléculas mayores a 1000 Da no podían ser desorbidas como iones intactos. 

Esta limitante fue superada al combinar el analito con una matriz sólida o líquida 

con gran capacidad de absorción de energía lo cual protege a los biopolimeros de 

mayor tamaño de la fragmentación y facilita su ionización.  A esta técnica de LDI 

asistida por matriz se le conoce como MALDI (12).   

Una vez generado los iones estos tienen que ser dirigidos al analizador de masas 

el cual los separa según su m/z.  Los analizadores de masas más comunes son el 

score magnético, el cuádruplo, la trampa iónica, el TOF por sus siglas en inglés 

Time Of Flight (Tiempo de vuelo) y la Transformada de Fourier de resonancia del 

ion ciclotrón. Para la identificación de polímeros por medio de la técnica MALDI, el 

analizador de masas más utilizado es el TOF. 

La medición del m/z para en el analizador TOF se basa en la ecuación KE=0.5mv2, 

donde KE es la energía cinética, m es masa del ión y v es velocidad del ion. El 

tiempo que tomará el ion para alcanzar al detector de iones depende de su 

aceleración inicial (dada por el potencial del campo eléctrico (V) y de la carga del 

ion (z)) y de la distancia del detector de iones (L).  Debido a que V y L son conocidos, 

se puede determinar la m/z a partir del tiempo entre la ionización y la detección 

(12,14).   

La identificación bacteriana por el método de MS inicio con la utilización de esta 

técnica para identificar secuencias de DNA, obtenidos mediante PCR, únicas para 

cada bacteria.  De esta forma se fue creando una biblioteca genética de las distintas 

bacterias lo cual hizo posible su identificación rápida (15).  Otro método que fue 

utilizado para la identificación bacteriana rápida es la MS de los componentes 
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lipídicos de las bacterias; un área llamado quimiotaxonomía (16).  Los primeros 

reportes de la utilización de la MS para la identificación de bacterias intactas 

basadas en su perfil proteómico fue reportado por Cain et al en 1994 (16,17). 

Las células bacterianas consisten en aproximadamente 10% de lípidos y más de 

50% de proteínas lo cual hace al análisis de proteínas ideal para la identificación 

bacteriana.  Esta gran variedad de proteínas ha hecho posible su utilización para la 

identificación bacteriana sin embargo en la actualidad la identificación se centra en 

la caracterización de las proteínas ribosomales.  La identificación se logra 

comparando el espectro de las proteínas de la muestra con bibliotecas de espectros 

de proteínas; como el VITEK 2 (11).  

El método de obtención de las células bacterianas para su análisis por medio del 

MS clásicamente ha sido de una placa de agar donde son sembradas las botellas 

de hemocultivos positivos sin embargo en un esfuerzo por acortar los tiempos 

necesarios para la identificación se han desarrollado varios protocolos para la 

obtención de las bacterias directamente de las botellas de hemocultivos (18).     

Varios autores han reportado la utilización del MALDI TOF MS para la identificación 

de microorganismos bacterianos obtenidos directamente de la botella de 

hemocultivo (19).  A diferencia del método tradicional donde la preparación de la 

muestra de bacterias previo a su identificación es escasa, para la identificación 

directa de la botella de hemocultivo se requiere de una preparación más extensa ya 

que se tiene que eliminar eritrocitos y componentes del medio de cultivo ya que 

estos producen interferencia.  
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Los protocolos para este tratamiento pre análisis son diversos sin embargo la 

mayoría involucran los siguientes pasos: 1) recolección del espécimen; 2) remoción 

de eritrocitos: 3) precipitación de proteínas; y 4) extracción y solubilización de 

proteínas (20,19).     

El desempeño reportado de este método de identificación bacteriana es variable 

pero consistentemente mejor para la identificación de bacterias Gram negativas 

comparado con Gram positivos.  Para Gram negativos la identificación a nivel de 

especie, comparado con el método tradicional, es correcto en 88-94% de los casos 

mientras que para Gram positivos este valor oscila entre 67 y 73%.  Estos 

porcentajes son más altos para la identificación a nivel de género, alcanzando el 

100 y 93% para Gram negativos y Gram positivos respectivamente 

(19,21,22,23,24).  El porcentaje de no identificaciones es de aproximadamente 20% 

y de mala identificación 1%.  Las no identificaciones fueron habitualmente por un 

número de bacterias inadecuados o por mala calidad de la muestra.  Las 

identificaciones incorrectas  se presentan habitualmente para 

microorganismos encapsulados como S. pneumoniae y H. influenzae entre otras.  

El error más común es la identificación de S. pneumoniae por S. mitis y este debe 

ser considerado como una limitante de esta técnica (22,23,24).  En el 2016, la base 

de datos de los espectros de masas de las bacterias Gram positivos fue ampliado 

para mejorar la identificación de bacterias grampositivos (25). 

Las pruebas de sensibilidad utilizando estas técnicas han sido satisfactorios.  Una 

vez identificado la bacteria la AST es correcta en aproximadamente 95% de las 

veces (22,23,24).   
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Otras técnicas han sido propuestas para la identificación por MALDI TOF incluso 

antes de la positividad de la botella de hemocultivo o con periodos cortos, 2-4 horas, 

de cultivo en un medio sólido (23,26,27).   

Se ha admitido que los métodos para la identificación de las bacterias a través de 

las botellas de hemocultivo positivos necesitan perfeccionarse, sobre todo la 

obtención de bacterias Gram positivos.  	

 
 
PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Cuál es la concordancia en la identificación bacteriana con el método MALDI TOF 

MS utilizando bacterias de hemocultivos sembrados en un medio sólido (método 

tradicional) y bacterias obtenidas directamente de las botellas de hemocultivos 

(método directo) en pacientes hospitalizados del Centro Médico ABC Campus 

Observatorio? 

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Uno de los pilares en el manejo de las BSI es la identificación rápida de las bacterias, 

así como su susceptibilidad antimicrobiana lo cual permite la iniciación temprana del 

antibiótico correcto.  Cada hora de retraso en el inicio del antibiótico correcto 

disminuye la probabilidad de sobrevivencia en 7.6%.  Los métodos actuales de 

identificación bacteriana han mejorado sustancialmente en su especificidad y en el 

tiempo de espera para obtener resultados, sin embargo, una vez que resulta positivo 

el hemocultivo, el tiempo de espera para identificar a la bacteria causal y conocer 

sus susceptibilidades antimicrobianas siguen siendo inaceptables.  
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Las técnicas de identificación, basados en el método de espectrometría de masas 

ha permitido identificar a las bacterias en escasos minutos. Uno de los puntos 

principales de retraso es entre la positividad del hemocultivo y la identificación 

bacteriana; ya que habitualmente se requiere de por lo menos 24 horas de 

crecimiento en un medio sólido antes de proceder a su identificación.  Actualmente, 

se invierte en disminuir este periodo de retraso. Se han desarrollado múltiples 

técnicas para crear un pellet de bacterias directamente de la botella de 

hemocultivos, sin necesidad de la siembra en un medio sólido, que permita la 

identificación bacteriana inmediatamente después de ser positivo el hemocultivo, 

con buenos resultados. Las técnicas para la identificación bacteriana directamente 

de la botella de hemocultivo son múltiples y dependen de las prácticas e insumos 

de los distintos centros. En el centro médico ABC la identificación bacteriana se 

realiza usando MS tras un periodo de por lo menos 24 horas de siembra en un medio 

sólido lo cual implica retrasos significativos en la iniciación del antimicrobiano 

correcto, con el consecuente aumento en la morbimortalidad. Es por esto que la 

realización de un protocolo diseñado para evaluar la sensibilidad y especificidad de 

la identificación bacteriana directamente de la botella de hemocultivo, mediante una 

técnica de obtención de pellet diseñado en el laboratorio de microbiología resulta 

imperativo.   
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JUSTIFICACIÓN 

Las BSI son fuente importante de mortalidad hospitalaria, y aumenta 

dramáticamente los costos de la atención médica, especialmente en las unidades 

de cuidados intensivos. La iniciación temprana de antimicrobianos específicos para 

el agente infectante es uno de pilares en el tratamiento de las BSI y se ha 

documentado que cada hora de retraso en la iniciación de antimicrobianos 

específicos aumenta la mortalidad.  Es por esto que, en diversos centros de todo el 

mundo, se realizan esfuerzos por encontrar métodos de identificación bacteriana y 

de AST que reducen los tiempos de espera para el clínico. Este esfuerzo ha 

culminado en la identificación bacteriana directamente de la botella de hemocultivo 

sin la necesidad de la siembra en un medio sólido, paso que suele prolongar los 

tiempos de espera.   

El centro Médico ABC se ha caracterizado por ser un centro con los más altos 

estándares de calidad, siempre a la vanguardia de la medicina.  En nuestro centro 

se realiza la identificación bacteriana con el método tradicional por lo que se 

identifica este como un área de oportunidad para acortar los tiempos de entrega de 

los resultados de hemocultivo.  Es por esto que es importante evaluar un 

procedimiento, desarrollado en nuestro centro, para la identificación bacteriana 

directamente de la botella de hemocultivo. Los resultados de este estudio, en caso 

de ser favorables, permitirán implementar esta estrategia en los laboratorios de este 

hospital y así acortar los tiempos de entrega de resultados de hemocultivo y 

sensibilidad antimicrobiano. Este paso es vital para la mejor atención de los 

pacientes con infecciones del torrente sanguíneo. 
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OBJETIVO GENERAL:  

Determinar cuál es la concordancia entre la identificación bacteriana con el método 

MALDI TOF MS utilizando bacterias de hemocultivos sembrados en un medio sólido 

y bacterias obtenidas directamente de las botellas de hemocultivos 

 

OBJETIVO ESPECIFICO:  

§ Identificar las bacterias presentes en botellas de hemocultivos con alerta de positivo, 

utilizando bacterias obtenidas directamente de la botella de hemocultivo. 

§ Identificar las bacterias presentes en botellas de hemocultivos con alerta positiva, 

utilizando bacterias del medio sólido donde fueron sembrados. 

§ Comparar la concordancia entre las bacterias identificados por el método directo y 

el método tradicional 

§ Evaluar la concordancia entre las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana 

utilizando las bacterias identificados con ambos métodos. 

 

HIPÓTESIS:  

La concordancia en la identificación bacteriana con el método MALDI TOF MS 

utilizando bacterias de hemocultivos sembrados en un medio sólido (método 

tradicional) y bacterias obtenidas directamente de las botellas de hemocultivos es 

casi exacta. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Tipo de estudio: Experimental, transversal, Prospectivo, analítico.  

 

Universo de trabajo: Botellas de hemocultivos positivos 

 

Población blanco: Botellas de hemocultivo positivo en el laboratorio clínico del 

centro médico ABC Campus Observatorio. 

 

Población de estudio: Botellas de hemocultivo positivo en el laboratorio clínico del 

centro médico ABC Campus Observatorio que cumplan con los criterios de 

inclusión. 

CRITERIO DE INCLUSIÓN: 

§ Botellas de hemocultivos señalizados como positivos por el sistema Bact/Alert 

CRITERIO DE EXCLUSIÓN: 

§ Botellas de hemocultivos con más de 48 horas de ser señalado como positivo 

CRITERIO DE ELIMINACIÓN: 

§ Botella de hemocultivo con más de una morfología bacteriana en la tinción de gram. 
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MATERIALES: 
 

1.  Botella de hemocultivo: 
a. BacT/ ALERT FN PLUS. Marca BIOMERIEUX 40 ML. (Naranja). 
b. BacT/ ALERT FP PLUS. Marca BIOMERIEUX 30 ML. (Amarilla). 
c. BacT/ ALERT FA PLUS. Marca BIOMERIEUX 30 ML. (Verde). 

2. Equipo BacT/ ALERT 3D Versión B. 25. 
3. Centrifuga Allegra X-22 MARCA BECKMAN COULTER. 
4. Porta objetos para microscopio esmerilado Marca MADESA. 
5. Colorantes para la tinción de Gram. 
6. Guantes de nitrilo desechables ECOME. 
7. Tubos cónicos para centrífuga de polipropileno de alta calidad de 15     ml. 

Marco CORNING. 
8. Toallitas de alcohol isopropílico al 70 % por volumen. Marca BD. 
9. Pipetas de Pasteur estériles. 
10. Aplicadores con algodón de plástico de 15 cm. Marca PROTEC. 
11. Jeringas de plástico de 20 ml. BD Plastipak. 
12. Tarjetas slides DS VITEK MS. Marca BIOMERIEUX. 
13. Ácido cinámico (VITEK MS-CHCA) 5 X 0.5 Ml. 
14. Ácido fórmico (VITEK MS- FA) 5 X 0.5 Ml. 
15. Espectrómetro de masas (VITEK MS) MALDI TOF. Serie 50247 
16. Tubos de ensayo de 5ml. Marca SARSTEDT. 
17. Solución salina 0.45% 500 ml. BIOMERIEUX. 
18. Vortex Genie 2. Modelo G560. Scientific industries. 
19. Densi check plus. Marca BIOMERIEUX. 
20. Tarjetas de sensibilidad AST N285. VITEK 2. BIOMERIEUX 
21. Tarjetas de sensibilidad AST GP67. VITEK 2. BIOMERIEUX. 
22. Equipo VITEK 2. BIOMERIEUX. 
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VARIABLES: 
	
Variable Tipo Definición 

conceptual 
Definición 
operacional 

Escala de 
medición 

Morfología 
bacteriana 

Cualitativo 
Dicotómico, 
nominal 

Clasificación 
bacteriana 
según su 
morfología al 
microscopio 
de luz 

Clasificación 
bacteriana 
según su 
morfología, 
tras la tinción 
de gram 

Bacilo o coco 

Tiempo entre 
positividad de 
la botella y la 
identificación 

Cualitativo 
Dicotómico, 
ordinal 

No aplica Tiempo entre 
la positividad 
de la botella 
de 
hemocultivo y 
el proceso 
para la 
identificación 

≤24 horas y 
>24 horas 

Nivel de 
confianza de 
la 
identificación 

Cualitativo 
Dicotómico 
ordinal 

Concordancia 
del espectro 
de masas de 
la muestra con 
el de la 
referencia 

Nivel de 
confianza 
reportado por 
el sistema 
Vitek MS 

≤79=no 
confiable 
≥=confiable 

Concordancia 
a nivel de 
género  con 
método 
tradicional 

Cualitativo 
Nominal 

No aplica Concordancia 
entre el 
género 
bacteriano 
identificado 
por el método 
directo y el 
método 
tradicional 

Concordante 
No 
concordante 
No identificado 

Concordancia 
a nivel de 
especie con 
método 
tradicional 

Cualitativo 
Nominal 

No aplica Concordancia 
entre la 
especie de la 
bacteria 
identificado 
por el método 
directo y el 
método 
tradicional 

Concordante 
No 
concordante 
No identificado 
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DESCRIPCIÓN DEL ESTUDIO:  

Posterior al tratamiento usual de las botellas de hemocultivo para la identificación 

bacteriana por el método tradicional que involucra tinción de gram, identificación de 

la morfología bacteriana y siembra en agar; se seleccionaron las botellas con una 

solo morfología bacteriana para su identificación por el método directo.    

Para la identificación por el método directo y para la prueba de susceptibilidad 

antimicrobiana se realizarán los siguientes procedimientos dependiendo de si se 

trató de bacilos o cocos:  

1.  Procedimiento para bacilos. 

a. Se homogenizó la botella rodando suavemente entre las palmas de la 

mano en posición horizontal por aproximadamente 15 segundos. 

b. Se esterilizaró el capuchón de la botella del hemocultivo con alcohol 

isopropilico al 70 % y llama. 

c. Con una jeringa estéril de 20ml se tomó 10 ml del hemocultivo y se 

colocó en un tubo cónico para centrifuga. 

d. Se centrifugó la muestra a 1500 gravedades por 3 minutos a 

temperatura ambiente. 

e. Se extrajo el sobrenadante con una pipeta de Pasteur de 5 ml y se 

depositó en un nuevo tubo cónico para centrífuga y se centrifugó a 

1500 gravedades por tres minutos. 

f. Se decantó el sobrenadante y con un hisopo se retiró el exceso del 

sobrenadante del borde del tubo. 
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g. Con una pipeta de Pasteur estéril se extrajo y coloco el sedimento en 

un portaobjeto 

h. Se montó la muestra en el slide con un palillo, se colocó 1.0 µ de Matriz 

(ACIDO CINAMICO) y se dejo secar. 

i. Se dio de alta e introdujo el slides al equipo VITEK MS para 

identificación del microorganismo según las especificaciones del 

fabricante 

j. Del sedimento restante del tubo para centrífuga se preparó una 

suspensión de 0.50 a 0.63 Mcfarland para la prueba de susceptibilidad 

antimicrobiana, según las especificaciones de fabricante. 

k. Se coloco la tarjeta de sensibilidad AST- N285. 

l. Se dio de alta en el equipo VITEK 2. 

2.  Procedimiento para Cocos. 

a. Se homogenizo la botella rodando suavemente entre las palmas de la 

mano en posición horizontal por aproximadamente 15 segundos. 

b. Se esterilizó el capuchón de la botella del hemocultivo con alcohol 

isopropilico al 70 % y llama. 

c. Con una jeringa estéril de 20ml se tomaron  10 ml del hemocultivo y 

se coloco en un tubo cónico para centrífuga. 

d. Se centrifugo la muestra a 1500 gravedades por 3 minutos a 

temperatura ambiente. 

e. Se decanto el sobrenadante. 

f. Se realizo lavados al sedimento con solución salina en dos ocasiones 

y se descanto de nueva cuenta el sobrenadante. 
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g. Con una pipeta de Pasteur se tomo una gota del sedimento y se coloco 

en un portaobjeto 

h. Se monto la muestra en el slide con un palillo y se colocaro 1.0 µ de 

ácido fórmico y se dejará secar. 

i. Se coloco 1.0µl de matriz, con una micropipeta y se dejo secar.  

j. Se dio de alta e introdujo el slide al equipo VITEK MS para 

identificación del microorganismo según las especificaciones del 

fabricante. 

k. Del sedimento restante del tubo para centrífuga se preparo una 

suspensión de 0.50 a 0.63 Mcfarland para la prueba de susceptibilidad 

antimicrobiana según las especificaciones del fabricante. 

l. Se coloco la tarjeta de sensibilidad AST- GP67. 

m. Se dio de alta en el equipo VITEK 2. 

3. Se realizaron pruebas de identificación hasta completar el tamaño de la 

muestra requerida. 

ANALISIS ESTADISTICO: 

Como estadística descriptiva se utilizarán frecuencias y porcentajes.  La 

concordancia entre los dos métodos de identificación será evaluada por medio del 

índice Kappa.  Se estatificará el desempeño según el tiempo entre la positividad de 

la prueba y el tiempo de identificación y se comparan por medio de la prueba de 

Chi-cuadrada. Todas las pruebas estadísticas serán realizadas con el programa 

estadístico SPSS versión 21, IBM. 
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CALCULO DEL TAMAÑO DE LA MUESTRA: 

En el centro médico ABC, campus observatorio, se realizan aproximadamente 50 

hemocultivos por mes.  Buscando una concordancia de 90 ± 5, con un nivel de 

confianza del 95%, se utilizó la fórmula para proporciones con un tamaño de 

muestra de 58 muestras (23). 

FACTIBILIDAD: 

El laboratorio clínico del centro médico ABC campus Observatorio recibió un numero 

de botellas de hemocultivo importante de los cuales se pudo obtener el número de 

botellas positivos lo cual permitió completar este estudio.   

Se conto con la infraestructura y los recursos humanos necesarios para la 

realización de la identificación bacteriana y pruebas de sensibilidad antimicrobiana.  

ASPECTOS ÉTICOS: 

El trabajo es de categoría riesgo menor al mínimo ya que no se realizará ningún 

procedimiento a pacientes; y no se utilizarán los datos personales de los pacientes 

de quienes se obtuvieron las muestras de hemocultivo.   
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES: 
 
Actividad	 Enero	

2017	
Febrer
o	2017	

Marzo	
2017	

Abril	
2017	

Mayo	
2017	

Junio	
2017	

Julio	
2017	

Revision	de	
bibliografia	

	 	 	 	 	 	 	

Redacción	y	
sometimiento	
del	protocolo	

	 	 	 	 	 	 	

Realización	de	
pruebas	y	
recolección	de	
datos	

	 	 	 	 	 	 	

Redacción	de	
resultados	y	
reporte	final	
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RESULTADOS:  

Se analizaron 90 frascos de hemocultivo: 43 aerobios, 38 anaerobios, 4 pediátricos 

y 5 no especificados.  Se aislaron 27 Gram positivos, 59 Gram negativos y 3 

levaduras y no se obtuvo resultado en la tinción de Gram de un frasco. No hubo 

diferencia en los resultados de la tinción de Gram según el tipo de botella (p=0.23).  

Por el método tradicional se identificaron ocho especies de bacterias en 77 frascos 

y una especie de levadura en 3 frascos mientras que con el método directo se 

identificaron 12 especies de bacterias en 85 frascos y una de levadura en 3 frascos 

siendo esta diferencia estadísticamente significativa (p<0.001).  Los géneros y 

especies identificados por ambos métodos se muestran en la tabla 1. No se 

identificó ningún microrganismo en 10 frascos con el método tradicional y en 2 

frascos con el método directo. 

Entre los 80 microorganismos identificados por el método estándar, 78 fueron 

identificados correctamente por el método directo y todos los microorganismos 

fueron identificados a nivel especie.  Un microorganismo fue identificado 

erróneamente (S. entérica identificada como C. koseri) y uno no fue identificado (K. 

pneumoniae).   

De los 10 microorganismos no identificados por el método tradicional, 7 fueron 

identificados por el método directo (6 E. fecalis y 1 K. varianz).  La identidad de la 

bacteria fue confirmada por medio del sistema de identificación con tarjetas Vitek 2 

por lo cual el método directo identifico correctamente al 95.5% (85/89) de los 

microorganismos. 
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Tabla 1: Género y especie de bacterias y hongos identificados por el método 

estándar y el método directo.     

Microorganismo Método 
Tradicional 

Método Directo Identificación 
correcta 

E. coli  51 51 51 
S. aureus 11 11 11 

B. thetaiotaomicron 1 1 1 
S. enterica 2 1  1 

S. epidermidis 7 7 7 
C. fetus 1 1 1 

K. varianz 0 1 0 
C. koseri 0 1  0 

K. pneumoniae 4 3 3  
P. saprophiticus 0 1 0 

S. ovis 0 1 0 
E. fecalis 0 6  0 

C. parapsilosis 3 3 3 
no identificados 10 2 0 

Total 90 90 78 
 
 

Un microorganismo no fue identificado por ningún método y 2 fueron identificados 

por el método directo sin poderse confirmar la identidad del microorganismo por 

algún otro método. La concordancia entre ambos métodos se muestra en la tabla 2. 

 
Considerando la suma de  microorganismos identificados por el método tradicional 

y el método de tarjetas (verdaderos positivos), la sensibilidad fue del 97.8%, la 

especificidad de 66.7%, el valor predictivo positivo 97.8%  y el valor predictivo 

negativo del método directo fue 66.7%. 
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Tabla 2: Concordancia del método directo con el método tradicional en la 

identificación bacteriana 

 % de 
Identificaciones 
correctas 
 

# Coeficiente 
de Fleiss-
Kappa 
 
 

Intervalo de 
confianza 
95% 
 

p 

Gram 
negativo* 
(n=59) 

96.6 0.863 0.70-1.00 <0.0001 

Gram 
positivo* 
(n=27) 

92.6 0.845 0.69-99.39 <0.0001 

Total 
(n=86) 

95.3 0.91 0.83-0.98 <0.0001 

 

*: Diferencia entre porcentaje de Gram positivos y Gram negativos identificados 
correctamente por el método directo no significativo (p=0.412) 
#: concordancia entre los métodos ajustado por el azar 
La levadura identificada fue Candida parapsilosis y la concordancia fue perfecta.  

La mediana de la confianza de las identificaciones con ambos métodos fue de 

99.9% y esto fue similar para Gram negativos, Gram-positivos y levaduras. Para 

evaluar la reproducibilidad, se realizó montaje doble con el método directo de 78 

de los 98 frascos con concordancia del 100%.   

El análisis de los AST fue realizado con 79 frascos en las que estas pruebas 

fueron realizadas por ambos métodos de los cuales 55 fueron Gram negativos y 

24 Gram positivos.  Las concordancias de las ASTs se muestran en Tabla 3. Los 

antimicrobianos para los cuales hubo discordancia, según los microorganismos, se 

muestran en la Tabla 4. 
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Tabla 3: Interpretación de la concordancia de las pruebas de susceptibilidad 

antimicrobiana con el método directo comparado con el estándar.  

Numero de 
botellas 

# AMB 
analizados 

Concordancia 
n (%) 

Error 
Menor n 

(%) 

Error 
Mayor n 

(%) 

Error 
Muy 

Mayor     
n (%) 

Gram 
Positivo 
(n=24) 

456 453 (99.44) 2(0.44) 1(0.22) 0 

Gram 
Negativo 

(n=55) 

935 916 (97.97) 16 (1.71) 2(0.21) 1(0.11) 

p valor de tendencia =0.054 
AMB=antimicrobiano, Concordancia: resultados similares por ambos métodos, 
Error menor: resistencia intermedia versus susceptibilidad o resistencia, Error 
mayor: Falsa resistencia, Error muy mayor: Falsa susceptibilidad 
	
	
Tabla 4: Combinaciones antimicrobianos-microorganismo que fueron 

discordantes con el método estándar en AST. 

Microorganismo Error menor Error mayor Error muy mayor 

E. coli Trimetoprim, Cefazolina, 
Amoxicilina/Acido 
clavulanico, 
Piperacilina/Tazobactam, 
cefoxitina, cefazolina, 
nitrofurantoina 

 Cefoxitina, 
Piperacilina/Tazobactam 

S. aureus  Tetraciclina  
S. 
epidermidis 

Clindamicina   

K. 
pneumoniae 

Nitrofurantoina Ciprofloxacino  

E. fecalis eritromicina   
Error menor: resistencia intermedia versus susceptibilidad o resistencia, Error 
mayor: Falsa resistencia, Error muy mayor: Falsa susceptibilidad 
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DISCUSIÓN: 

En este estudio evaluamos un método de lavado-centrifugación, desarrollado en 

nuestro laboratorio, combinado con VITEK MS y VITEK 2 para la identificación 

directa y prueba de sensibilidad antimicrobiana directa de frascos de hemocultivo 

positivos.  A diferencia de otros procedimientos laboriosos, el nuestro involucro 

únicamente dos episodios de lavado centrifugación.   La proporción de 

microorganismos correctamente identificados fue de 95% tanto a nivel género como 

a nivel especie. Similar a lo reportado por Machen et al12, Jo et al13, Wattal et al22 y 

Fothegil et al23 entre otros; la proporción de Gram negativos identificados 

correctamente fue más alta que los Gram positivos sin alcanzar significancia 

estadística. La correcta identificación de Gram negativos es reportada entre el 84% 

y el 99%13, 16, 20, 23 y la nuestra fue de 97.9%.   A diferencia de otros autores como 

que identificaron aproximadamente el 64- y 86% % de Gram positivos, con nuestra 

técnica logramos la identificación de 92.6 % 16, 22, 23.   Una tasa similar de 

identificación de Gram positivos ha sido reportada únicamente por Machen et al12. 

El índice Kappa para evaluar concordancia más allá del azar fue de 0.91 para el 

total de identificaciones, 0.86 para Gram negativos y 0.84 para Gram positivos.  

El método directo logró identificar más microorganismos que el método estándar de 

tal forma  que siete microorganismos no identificados por el método estándar 

(seis E. fecalis y un  K. varianz) fueron identificados con el método directo, aunque 

en el caso de la K. varianz, fue con baja confiabilidad.  La identidad de estos 

microorganismos fue verificada utilizando el VITEK 2 para identificación bacteriana 

con tarjetas.  También se identificaron 3 levaduras, todas C. parapsilosis. En cuanto 

a la sensibilidad y especificidad del método directo, esto no ha sido reportado 
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previamente por otros autores.  La baja especificidad y valor predictivo negativo 

reflejan mas bien los casos en donde el método directo pudo identificar un 

microorganismo sin embargo no se pudo corroboro dicho resultado con otros 

métodos dejando abierto la posibilidad de que el método directo sea superior al 

método estándar y de tarjetas.   

En cuando a AST, de un total de 1391 antibióticos, hubo concordancia en 1369 

(98.4%), cifra similar a lo reportado por Machen et al12, Jo et al13 y Wattal et al22.  La 

mayoría de los errores fueron menores y se presentaron con E. Coli.  El antibiótico 

que más comúnmente reporto error fue Trimetroprim-Sulfometoxazol; dato que ya 

ha sido reportado por Machen et al12 y Jo et al13.   

La piperacilina-Tazobactam fue motivo de 3 errores menores y uno mayor y la 

cefoxitina también fue motivo de error mayor, todos estos en E. coli.  No hubo 

diferencia en el número de errores entre Gram positivos y Gram negativos.  

Entre las limitantes de nuestro trabajo está el número reducido de especies 

identificadas durante el periodo de estudio y que sólo se presentaron 3 levaduras, 

todos ellas de la misma especie.  Otra limitante es que no se incluyeron infecciones 

polimicrobianas, las cuales han sido evaluadas en escasas ocasiones y en donde 

se ha reconocido que el rendimiento de este método de identificación es bajo18,23. 
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CONCLUSIONES: 

En este estudio demostramos que, utilizando una técnica de lavado-centrifugación, 

se puede formar un pellet de bacterias directo de los frascos de hemocultivo, de una 

calidad adecuada para la identificación y AST directas por medio de VITEK MS y 

VITEK 2 en el contexto clínico diario.  Este trabajo también demuestra que los 

resultados obtenidos con esta estrategia son confiables para su utilización en la 

toma de decisión sobre el tratamiento de las BSI.     
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