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RESUMEN

Introduccion: La identificacion y pruebas de sensibilidad antimicrobiana son pivotes
en el tratamiento de las infecciones del torrente sanguineo ya que cada hora de
retraso en la iniciacion 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 identificacion y pruebas
de sensibilidad antimicrobiana, sin embargo, la concordancia con el método

estandar ha sido variable.

Objetivo: Evaluar la identificacion y prueba de sensibilidad antimicrobiana de
bacterias y levaduras obtenidas directamente de frascos de hemocultivo positivos,
utilizando una técnica de lavado-centrifugacion, 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 identificacion del microorganismo y prueba de sensibilidad
antimicrobiana siguiendo el método estandar y el método directo. Los resultados
de la identificacion 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

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

Conclusion: Los resultados de la identificacion y pruebas de sensibilidad
antimicrobianos con el método directo son congruentes con las del método estandar

y puede ser utilizado en el laboratorio clinico.
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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
sanguineo (BSI del inglés blood-stream infections) sin embargo la incidencia puede
ser hasta del 14.6% en pacientes hospitalizados en los servicios de cirugia (2). Las
BSI son factores de mal prondstico y su presencia se asocia a una mortalidad del
34-52% en su forma grave (2,3).

Inmediatamente después de que se sospecha una infeccion del torrente sanguineo,
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
empirica contra los organismos que con mas frecuencia se presentan en los
pacientes, tomando en cuenta sus caracteristicas clinicas. La antibioticoterapia
debe evaluarse diariamente a la luz de la obtencion de los resultados de las pruebas
de identificacion bacteriana y las ASTs (4).

El tiempo es crucial ya que el inicio del antibiotico correcto en la primera hora de
reconocimiento del cuadro clinico se asocia a una sobrevivencia del 80% mientras
gue cada hora de retraso en la administracion del antibidtico 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
dias 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 antibidtico empirico es incorrecto entre el 28.1



y 57.8% de las veces (6). La identificacion del microorganismo y su susceptibilidad
antimicrobiana es llevada a cabo en los departamentos de microbiologia de los

laboratorios clinicos y para esto se cuenta con diversos métodos.

El proceso de identificacion bacteriana inicia con la inoculacion de las botellas de
hemocultivo con la sangre sospechosa. Estas botellas, de la cuales las mas
comunmente utilizadas son el sistema Bactec (Beckton-Dickinson, EUA) vy
BactAlert/Virtuo systems (bioMérieux, Francia). Ambos sistemas se basan en la
utilizaciéon de sustratos carbonados (carbohidratos) en el medio de cultivo y la
subsecuente produccién de CO2 por el microorganismo en crecimiento. EI CO2 al
ser un gas acido, 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 desempefio para la deteccidn de
microorganismos (8). Las botellas son habitualmente incubadas por 5-7 dias.
Durante este lapso un sistema automatizado es encargado de senalizar 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 concentracion
de bacterias y asegurar colonias puras y facilitar su identificacion. Este ultimo paso
es lo caracteristico de lo que llamaremos método tradicional. Posterior a la
realizacion de una tincidn de Gram, la identificacion puede ser por métodos

bioquimicos convencionales, MALDI TOF MS o métodos de acidos nucleicos como



PCR (10). El método MALDI TOF MS es actualmente uno de los mas utilizado en
todo el mundo y también en nuestro centro (11).

La MS es una técnica analitica que identifica moléculas ionizadas, en estado
gaseoso, por medio de su razon masa/carga (m/z). La MS funciona por medio de
tres pasos principales: ionizacion, separacion de masas y deteccidon. Estos tres
pasos son realizados en 6 componentes principales del espectrometro de masas:
1) sistema de introduccion 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 segun su razon m/z, 4) detector de iones donde la intensidad de la sefial
de los valores m/z son determinados, 5) sistema de vacio necesarios para evitar la
pérdida de iones por colision con particulas inertes o componentes del equipo, 6)
equipo de computo para controlar el funcionamiento del equipo, almacenar y

procesar la informacion generada (12).

El primer espectrometro de masas fue construido por J.J. Thompson en 1912 y su
uso fue practicamente exclusivo del area de la fisica, donde se utilizaba para
estudiar elementos y sus is6topos o moléculas pequerias termoestable (13). No fue
hasta 1991, cuando se contaban con técnicas de ionizacion suaves como ESI por
sus siglas en inglés Electrospray ionizacion (ionizacidn por electrospray o LDI por
sus siglas en inglés Laser Desorption/lonization (Desorcion/lonizacion por laser)
que fue posible su aplicacion para la identificacion de biopolimeros (14). De estas
dos técnicas la mas exitosa fue la LDI que consiste en la utilizacion de energia en
forma de laser con una longitud de onda ideal para ionizar sin fragmentar el

biopolimero. Esta se aplica por medio de pulsaciones rapidas lo cual evita alzas



térmicas y la degradacién del biopolimero; sin embargo, tenia una principal limitante;
las moléculas mayores a 1000 Da no podian ser desorbidas como iones intactos.
Esta limitante fue superada al combinar el analito con una matriz solida o liquida
con gran capacidad de absorcion de energia lo cual protege a los biopolimeros de
mayor tamafno de la fragmentacion y facilita su ionizacion. 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 segun su m/z. Los analizadores de masas mas comunes son el
score magnético, el cuadruplo, la trampa idnica, el TOF por sus siglas en inglés
Time Of Flight (Tiempo de vuelo) y la Transformada de Fourier de resonancia del
ion ciclotron. Para la identificacion de polimeros por medio de la técnica MALDI, el
analizador de masas mas utilizado es el TOF.

La medicion del m/z para en el analizador TOF se basa en la ecuacion KE=0.5mv2,
donde KE es la energia cinética, m es masa del ion y v es velocidad del ion. El
tiempo que tomara el ion para alcanzar al detector de iones depende de su
aceleracion 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 ionizacion y la deteccion
(12,14).

La identificacion bacteriana por el método de MS inicio con la utilizacion de esta
técnica para identificar secuencias de DNA, obtenidos mediante PCR, unicas para
cada bacteria. De esta forma se fue creando una biblioteca genética de las distintas
bacterias lo cual hizo posible su identificacion rapida (15). Otro método que fue

utilizado para la identificacion bacteriana rapida es la MS de los componentes
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lipidicos de las bacterias; un area llamado quimiotaxonomia (16). Los primeros
reportes de la utilizaciéon de la MS para la identificacion de bacterias intactas
basadas en su perfil proteémico fue reportado por Cain et al en 1994 (16,17).

Las células bacterianas consisten en aproximadamente 10% de lipidos y mas de
50% de proteinas lo cual hace al analisis de proteinas ideal para la identificacion
bacteriana. Esta gran variedad de proteinas ha hecho posible su utilizacion para la
identificacion bacteriana sin embargo en la actualidad la identificacion se centra en
la caracterizacion de las proteinas ribosomales. La identificacion se logra
comparando el espectro de las proteinas de la muestra con bibliotecas de espectros
de proteinas; como el VITEK 2 (11).

El método de obtencion de las células bacterianas para su analisis por medio del
MS clasicamente 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 identificacion se han desarrollado varios protocolos para la
obtencion de las bacterias directamente de las botellas de hemocultivos (18).
Varios autores han reportado la utilizacion del MALDI TOF MS para la identificacion
de microorganismos bacterianos obtenidos directamente de la botella de
hemocultivo (19). A diferencia del método tradicional donde la preparacion de la
muestra de bacterias previo a su identificacion es escasa, para la identificacion
directa de la botella de hemocultivo se requiere de una preparacion mas 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 analisis son diversos sin embargo la
mayoria involucran los siguientes pasos: 1) recoleccidon del espécimen; 2) remocion
de eritrocitos: 3) precipitacion de proteinas; y 4) extraccion y solubilizacion de
proteinas (20,19).

El desempeio reportado de este método de identificaciéon bacteriana es variable
pero consistentemente mejor para la identificacion de bacterias Gram negativas
comparado con Gram positivos. Para Gram negativos la identificacion 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 mas altos para la identificacion 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 identificacion 1%. Las no identificaciones fueron habitualmente por un
numero 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 mas comun es la identificacion 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 identificacion 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 identificacion 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 solido (23,26,27).

Se ha admitido que los métodos para la identificacion de las bacterias a través de
las botellas de hemocultivo positivos necesitan perfeccionarse, sobre todo la

obtencion de bacterias Gram positivos.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la concordancia en la identificacion bacteriana con el método MALDI TOF
MS utilizando bacterias de hemocultivos sembrados en un medio solido (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 identificacidn rapida de las bacterias,
asi como su susceptibilidad antimicrobiana lo cual permite la iniciacion temprana del
antibiotico correcto. Cada hora de retraso en el inicio del antibidtico correcto
disminuye la probabilidad de sobrevivencia en 7.6%. Los métodos actuales de
identificacion 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 identificacidon, basados en el método de espectrometria 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 identificacidon
bacteriana; ya que habitualmente se requiere de por lo menos 24 horas de
crecimiento en un medio solido antes de proceder a su identificacion. Actualmente,
se invierte en disminuir este periodo de retraso. Se han desarrollado multiples
técnicas para crear un pellet de bacterias directamente de la botella de
hemocultivos, sin necesidad de la siembra en un medio sdlido, que permita la
identificacion bacteriana inmediatamente después de ser positivo el hemocultivo,
con buenos resultados. Las técnicas para la identificacion bacteriana directamente
de la botella de hemocultivo son multiples y dependen de las practicas e insumos
de los distintos centros. En el centro médico ABC la identificacion bacteriana se
realiza usando MS tras un periodo de por lo menos 24 horas de siembra en un medio
sélido lo cual implica retrasos significativos en la iniciacién del antimicrobiano
correcto, con el consecuente aumento en la morbimortalidad. Es por esto que la
realizacion de un protocolo disefiado para evaluar la sensibilidad y especificidad de
la identificacion bacteriana directamente de la botella de hemocultivo, mediante una
técnica de obtencion de pellet disefiado en el laboratorio de microbiologia resulta

imperativo.

14



JUSTIFICACION

Las BSI son fuente importante de mortalidad hospitalaria, y aumenta
dramaticamente los costos de la atencion médica, especialmente en las unidades
de cuidados intensivos. La iniciacion temprana de antimicrobianos especificos 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 iniciacion de antimicrobianos
especificos aumenta la mortalidad. Es por esto que, en diversos centros de todo el
mundo, se realizan esfuerzos por encontrar métodos de identificacion bacteriana y
de AST que reducen los tiempos de espera para el clinico. Este esfuerzo ha
culminado en la identificacion bacteriana directamente de la botella de hemocultivo
sin la necesidad de la siembra en un medio sdlido, paso que suele prolongar los
tiempos de espera.

El centro Médico ABC se ha caracterizado por ser un centro con los mas altos
estandares de calidad, siempre a la vanguardia de la medicina. En nuestro centro
se realiza la identificacion bacteriana con el método tradicional por lo que se
identifica este como un area 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 identificacion bacteriana
directamente de la botella de hemocultivo. Los resultados de este estudio, en caso
de ser favorables, permitiran implementar esta estrategia en los laboratorios de este
hospital y asi acortar los tiempos de entrega de resultados de hemocultivo y
sensibilidad antimicrobiano. Este paso es vital para la mejor atencion de los

pacientes con infecciones del torrente sanguineo.
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OBJETIVO GENERAL.:

Determinar cual es la concordancia entre la identificacion bacteriana con el método
MALDI TOF MS utilizando bacterias de hemocultivos sembrados en un medio soélido

y bacterias obtenidas directamente de las botellas de hemocultivos

OBJETIVO ESPECIFICO:

= |dentificar las bacterias presentes en botellas de hemocultivos con alerta de positivo,
utilizando bacterias obtenidas directamente de la botella de hemocultivo.

» I|dentificar las bacterias presentes en botellas de hemocultivos con alerta positiva,
utilizando bacterias del medio sélido 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.

HIPOTESIS:

La concordancia en la identificacion bacteriana con el método MALDI TOF MS
utilizando bacterias de hemocultivos sembrados en un medio solido (método
tradicional) y bacterias obtenidas directamente de las botellas de hemocultivos es

casi exacta.
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MATERIAL Y METODOS

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

Universo de trabajo: Botellas de hemocultivos positivos

Poblacion blanco: Botellas de hemocultivo positivo en el laboratorio clinico del

centro médico ABC Campus Observatorio.

Poblacion de estudio: Botellas de hemocultivo positivo en el laboratorio clinico del
centro médico ABC Campus Observatorio que cumplan con los criterios de
inclusion.

CRITERIO DE INCLUSION:

» Botellas de hemocultivos sefializados como positivos por el sistema Bact/Alert

CRITERIO DE EXCLUSION:

= Botellas de hemocultivos con mas de 48 horas de ser sefialado como positivo

CRITERIO DE ELIMINACION:

= Botella de hemocultivo con mas de una morfologia bacteriana en la tincion de gram.

17



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).

Equipo BacT/ ALERT 3D Version B. 25.

Centrifuga Allegra X-22 MARCA BECKMAN COULTER.

Porta objetos para microscopio esmerilado Marca MADESA.

Colorantes para la tincion de Gram.

Guantes de nitrilo desechables ECOME.

Tubos conicos para centrifuga de polipropileno de alta calidad de 15  ml.

Marco CORNING.

8. Toallitas de alcohol isopropilico al 70 % por volumen. Marca BD.

9. Pipetas de Pasteur estériles.

10. Aplicadores con algododn de plastico de 15 cm. Marca PROTEC.

11.Jeringas de plastico de 20 ml. BD Plastipak.

12.Tarjetas slides DS VITEK MS. Marca BIOMERIEUX.

13.Acido cinamico (VITEK MS-CHCA) 5 X 0.5 M.

14. Acido férmico (VITEK MS- FA) 5 X 0.5 ML.

15.Espectrometro de masas (VITEK MS) MALDI TOF. Serie 50247

16.Tubos de ensayo de 5ml. Marca SARSTEDT.

17.Solucién 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.

NOo koD
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VARIABLES:

Variable Tipo Definicidon Definicidon Escala de
conceptual operacional medicion
Morfologia Cualitativo Clasificacion Clasificacion Bacilo o coco
bacteriana Dicotomico, bacteriana bacteriana
nominal segun su segun su
morfologia al | morfologia,
microscopio tras la tincion
de luz de gram
Tiempo entre | Cualitativo No aplica Tiempo entre | <24 horas y
positividad de | Dicotomico, la positividad | >24 horas
la botellay la | ordinal de la botella
identificacion de
hemocultivo y
el proceso
para la
identificacion
Nivel de Cualitativo Concordancia | Nivel de <79=no
confianza de Dicotémico del espectro confianza confiable
la ordinal de masas de reportado por | ==confiable
identificacion la muestra con | el sistema
el de la Vitek MS
referencia
Concordancia | Cualitativo No aplica Concordancia | Concordante
a nivel de Nominal entre el No
género con género concordante
método bacteriano No identificado
tradicional identificado
por el método
directo y el
método
tradicional
Concordancia | Cualitativo No aplica Concordancia | Concordante
a nivel de Nominal entre la No
especie con especie de la | concordante
método bacteria No identificado
tradicional identificado
por el método
directo y el
método
tradicional
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DESCRIPCION DEL ESTUDIO:

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

bacteriana por el método tradicional que involucra tincion de gram, identificacién de

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

solo morfologia bacteriana para su identificacion por el método directo.

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

antimicrobiana se realizaran los siguientes procedimientos dependiendo de si se

tratdé de bacilos o cocos:

1. Procedimiento para bacilos.

a.

Se homogenizé la botella rodando suavemente entre las palmas de la
mano en posicion horizontal por aproximadamente 15 segundos.

Se esterilizar6 el capuchon de la botella del hemocultivo con alcohol
isopropilico al 70 % y llama.

Con una jeringa estéril de 20ml se tom6 10 ml del hemocultivo y se
coloco en un tubo conico para centrifuga.

Se centrifugd la muestra a 1500 gravedades por 3 minutos a
temperatura ambiente.

Se extrajo el sobrenadante con una pipeta de Pasteur de 5 ml y se
depositd en un nuevo tubo conico para centrifuga y se centrifugo a
1500 gravedades por tres minutos.

Se decanto el sobrenadante y con un hisopo se retir6 el exceso del

sobrenadante del borde del tubo.
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K.

. Con una pipeta de Pasteur estéril se extrajo y coloco el sedimento en

un portaobjeto

. Se montd la muestra en el slide con un palillo, se colocé 1.0 y de Matriz

(ACIDO CINAMICO) y se dejo secar.

Se dio de alta e introdujo el slides al equipo VITEK MS para
identificacion del microorganismo segun las especificaciones del
fabricante

Del sedimento restante del tubo para centrifuga se preparé una
suspension de 0.50 a 0.63 Mcfarland para la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana, segun las especificaciones de fabricante.

Se coloco la tarjeta de sensibilidad AST- N285.

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 posicion horizontal por aproximadamente 15 segundos.

Se esterilizé el capuchdn de la botella del hemocultivo con alcohol
isopropilico al 70 % y llama.

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

se coloco en un tubo cénico para centrifuga.

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

temperatura ambiente.
Se decanto el sobrenadante.
Se realizo lavados al sedimento con solucién salina en dos ocasiones

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

en un portaobjeto

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

acido formico y se dejara secar.

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

Se dio de alta e introdujo el slide al equipo VITEK MS para
identificacion del microorganismo segun las especificaciones del
fabricante.

Del sedimento restante del tubo para centrifuga se preparo una
suspension de 0.50 a 0.63 Mcfarland para la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana segun las especificaciones del fabricante.

Se coloco la tarjeta de sensibilidad AST- GP67.

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

3. Se realizaron pruebas de identificacidon hasta completar el tamafio de la

muestra requerida.

ANALISIS ESTADISTICO:

Como estadistica descriptiva se utilizaran frecuencias y porcentajes. La
concordancia entre los dos métodos de identificacién sera evaluada por medio del
indice Kappa. Se estatificara el desempefio segun el tiempo entre la positividad de
la prueba y el tiempo de identificacion y se comparan por medio de la prueba de
Chi-cuadrada. Todas las pruebas estadisticas seran realizadas con el programa

estadistico SPSS version 21, IBM.
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CALCULO DEL TAMANO 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 utilizé la férmula para proporciones con un tamafo de
muestra de 58 muestras (23).

FACTIBILIDAD:

El laboratorio clinico del centro médico ABC campus Observatorio recibiéo un numero
de botellas de hemocultivo importante de los cuales se pudo obtener el numero de
botellas positivos lo cual permitié completar este estudio.

Se conto con la infraestructura y los recursos humanos necesarios para la
realizacion de la identificacion bacteriana y pruebas de sensibilidad antimicrobiana.

ASPECTOS ETICOS:

El trabajo es de categoria riesgo menor al minimo ya que no se realizara ningun
procedimiento a pacientes; y no se utilizaran los datos personales de los pacientes

de quienes se obtuvieron las muestras de hemocultivo.
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RESULTADOS:

Se analizaron 90 frascos de hemocultivo: 43 aerobios, 38 anaerobios, 4 pediatricos
y 5 no especificados. Se aislaron 27 Gram positivos, 59 Gram negativos y 3
levaduras y no se obtuvo resultado en la tincion de Gram de un frasco. No hubo
diferencia en los resultados de la tincion de Gram segun 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 estadisticamente significativa (p<0.001). Los géneros y
especies identificados por ambos métodos se muestran en la tabla 1. No se
identific6 ningun microrganismo en 10 frascos con el método tradicional y en 2
frascos con el método directo.

Entre los 80 microorganismos identificados por el método estandar, 78 fueron
identificados correctamente por el método directo y todos los microorganismos
fueron identificados a nivel especie. Un microorganismo fue identificado
erroneamente (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. fecalisy 1 K. varianz). La identidad de la
bacteria fue confirmada por medio del sistema de identificacion 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

estandar y el método directo.

(@)}
-
(@)}
-
(@)}
-

SSwoooroo~~NN=I
8[\)@0)_\_\00_\_\_\N_\_\:
XOWOOOWOO =N = =3

Un microorganismo no fue identificado por ningun método y 2 fueron identificados
por el método directo sin poderse confirmar la identidad del microorganismo por

algun 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% vy 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

identificacion bacteriana

% de # Coeficiente Intervalo de p
Identificaciones | de Fleiss- confianza
correctas Kappa 95%
Gram 96.6 0.863 0.70-1.00 <0.0001
negativo*
(n=59)
Gram 92.6 0.845 0.69-99.39 <0.0001
positivo*®
(n=27)
Total 95.3 0.91 0.83-0.98 <0.0001
(n=86)

*: 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 realizé montaje doble con el método directo de 78

de los 98 frascos con concordancia del 100%.

El analisis 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, segun los microorganismos, se

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

antimicrobiana con el método directo comparado con el estandar.

Numero de
botellas

Gram
Positivo
(n=24)
Gram
Negativo
(n=55)

# AMB Concordancia
analizados n (%)
456 453 (99.44)
935 916 (97.97)

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

Error
Menorn
(%)

2(0.44)

16 (1.71)

Error Error
Mayor n Muy
(%) Mayor
n (%)
1(0.22) 0
2(0.21) 1(0.11)

Tabla 4: Combinaciones antimicrobianos-microorganismo que fueron

discordantes con el método estandar en AST.

Microorganismo | Error menor Error mayor Error muy mayor
E. coli Trimetoprim, Cefazolina, Cefoxitina,
Amoxicilina/Acido Piperacilina/Tazobactam
clavulanico,
Piperacilina/Tazobactam,
cefoxitina, cefazolina,
nitrofurantoina
S. aureus Tetraciclina
S. Clindamicina
epidermidis
K. Nitrofurantoina Ciprofloxacino
pneumoniae
E. fecalis eritromicina

Error menor: resistencia intermedia versus susceptibilidad o resistencia, Error
mayor: Falsa resistencia, Error muy mayor: Falsa susceptibilidad
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DISCUSION:

En este estudio evaluamos un método de lavado-centrifugacion, desarrollado en
nuestro laboratorio, combinado con VITEK MS y VITEK 2 para la identificacion
directa y prueba de sensibilidad antimicrobiana directa de frascos de hemocultivo
positivos. A diferencia de otros procedimientos laboriosos, el nuestro involucro
unicamente dos episodios de lavado centrifugacion. La proporcion de
microorganismos correctamente identificados fue de 95% tanto a nivel género como
a nivel especie. Similar a lo reportado por Machen et al'?, Jo et al'3, Wattal et al*? y
Fothegil et al*® entre otros; la proporcion de Gram negativos identificados
correctamente fue mas alta que los Gram positivos sin alcanzar significancia
estadistica. La correcta identificacion de Gram negativos es reportada entre el 84%
y el 99%"3 16.20. 23 y |a 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 identificacion de 92.6 % '® 22 23, Una tasa similar de
identificacion de Gram positivos ha sido reportada Unicamente por Machen et al'?.
El indice Kappa para evaluar concordancia mas alla 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 logro identificar mas microorganismos que el método estandar de
tal forma que siete microorganismos no identificados por el método estandar
(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 identificacion 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
meétodos dejando abierto la posibilidad de que el método directo sea superior al
meétodo estandar y de tarjetas.

En cuando a AST, de un total de 1391 antibidticos, hubo concordancia en 1369
(98.4%), cifra similar a lo reportado por Machen et al'?, Jo et al'® y Wattal et al?. La
mayoria de los errores fueron menores y se presentaron con E. Coli. El antibiotico
que mas comunmente reporto error fue Trimetroprim-Sulfometoxazol; dato que ya
ha sido reportado por Machen et al'? y Jo et al™3.

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 numero de errores entre Gram positivos y Gram negativos.

Entre las limitantes de nuestro trabajo estda el numero reducido de especies
identificadas durante el periodo de estudio y que solo 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 identificacion es bajo'823.
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CONCLUSIONES:

En este estudio demostramos que, utilizando una técnica de lavado-centrifugacion,
se puede formar un pellet de bacterias directo de los frascos de hemocultivo, de una
calidad adecuada para la identificacion y AST directas por medio de VITEK MS y
VITEK 2 en el contexto clinico diario. Este trabajo también demuestra que los
resultados obtenidos con esta estrategia son confiables para su utilizacion en la

toma de decision sobre el tratamiento de las BSI.
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