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LISTA DE ABREVIATURAS

MALDI: Matrix-assisted laser desorption ionization
(Desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz).

TOF: Time of flight
(Tiempo de vuelo)

MS: Mass espectometry
(Espectrometria de masas).

LCR: Liquido cefalorraquideo.

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(Enzimo-inmuno ensayo).

FISH: Fluorescence in situ hybridization
(Hibridacion fluorescente in situ).

ADN: Acido desoxirribonucleico.
ADNIr: Acido desoxirribonucleico ribosomal.

LAMP: Loop-mediated isothermal amplification
(Amplificacién isotérmica mediada por bucle)

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina
SASM: Staphylococcus aureus sensible a meticilina.
BLEE: Beta-lactamasas de espectro extendido.

IACDP: Infeccién asociada a catéter de dialisis peritoneal.
IC 95%: Intervalos de confianza de 95%.

m/z = Masa sobre carga.

mmHg: Milimetros de mercurio.

mg/dL: Miligramos/decilitro.



CAPITULO |

RESUMEN

IDENTIFICACION RAPIDA DE MICROORGANISMOS EN
LIQUIDOS ESTERILES CON MALDI-TOF MS

Objetivos: Las nuevas tecnologias para diagndéstico microbiolégico rapido y
eficaz incluyen a la espectrometria de masas, la cual ha demostrado identificacién
rapida de microorganismos de colonias aisladas y frascos de hemocultivo. El
objetivo del presente estudio es evaluar la capacidad y rapidez de la
espectrometria de masas para el diagndstico microbiolégico de liquidos estériles.

Material y Métodos: Estudio prospectivo realizado en el Hospital Universitario
“Dr. José Eleuterio Gonzalez”, en el cual se obtuvieron muestras de liquidos
corporales estériles (pleural, sinovial, peritoneal y cefalorraquideo) de pacientes
ingresados con infeccion afectando regiones anatémicas relacionadas. Se
cultivaron en el laboratorio por métodos convencionales y frascos de hemocultivo,
y se analizaron con espectrometria de masas. Se documento el tiempo, y la
capacidad de identificacion en los métodos que dieran resultado positivo mas
rapido.

Resultados: Se obtuvieron 36 muestras de liquidos estériles: Liquido pleural
44.4% (16/36), cefalorraquideo 38.8% (14/36), sinovial 8.3% (3/36), y peritoneal
8.3% (3/36). Se reportaron con identificacion 44.4% (16/36) por MALDI-TOF MS
adaptado de los siguientes métodos: cultivo convencional 18.75% (3/16), estudio
directo de extracto de frascos positivos 31.25% (5/16), y cultivo de resiembra de
extracto de frascos positivos 50% (8/16). La media de tiempo por método fue 24h
10min, 44h 51min, y 171h 43min, respectivamente. Todos los microorganismos
fueron identificados con puntuacion confiable (>1.7). La capacidad diagnéstica
entre métodos convencionales y frascos de hemocultivo (P=0.0011), y el
potencial para modificar tratamiento (P=0.0001) resultaron significativos, aun en
un escenario de 86.1% (31/36) de pacientes con antibioticoterapia al tiempo de
toma de muestras.

Conclusion: La espectrometria de masas es Util para la identificacion de
microorganismos desarrollados de liquidos estériles, adaptando métodos
convencionales con frascos de hemocultivo. Su aplicacion en la reduccion de
tiempo de identificacion es prometedora, y esta encaminada a la toma oportuna
de decisiones terapéuticas.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 Introduccién

Las enfermedades infecciosas se encuentran en las principales causas de
morbilidad y mortalidad a nivel global. En el curso natural de las infecciones
bacterianas, el diagndstico temprano y tratamiento oportuno, son elementos clave
para que se desarrolle mejor rehabilitacion y prondstico. Actualmente, los
meétodos de diagndstico microbioldgico convencionales proveen informacion para
modificar los tratamientos empiricos y elegir tratamiento especifico (des-escalar)
con precision, sin embargo, requieren de 2 a 4 dias para la obtencion de

resultados.1?

2.2 Diagnostico microbiolégico clasico

El diagnéstico microbiolégico clasico incluye metodologias basadas en tinciones
para clasificacion morfolégica, cultivo en medios semi-sélidos o liquidos, y la
posterior realizacion de pruebas bioquimicas, seroldgicas y/o antigénicas para la
identificacion del microorganismo. Ademas, se realizan a la par estudios de
susceptibilidad antimicrobiana para definir las opciones terapéuticas. (Figura
1)_2,3
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Observacion Directa
{Tinciones/Microscopia)

Cultivos
Semisdlidos y liguidos

Pruebas serclégicas
(Ej. Coaglutinacidn)
Pruebas bioguimicas
(Ej. Catalasa, Coagulasa)

[ Identificacion de especies Susceptibilidad J

antimicrobiana

Figura 1. Algoritmo de procedimientos de Microbiologia Cléasica.

En la mayoria de los laboratorios de microbiologia se requiere el crecimiento en
los cultivos, la realizacion de pruebas bioguimicas de identificacion y pruebas de
susceptibilidad, lo cual prolongan el tiempo de obtencién de los resultados a dias,

y en algunos casos hasta semanas.13°

2.3 Métodos automatizados

Actualmente se disponen herramientas automatizadas para la identificacion
microbioldgica y la realizacion de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana en
los laboratorios de microbiologia, entre las cuales destacan: Vitek 2®
(bioMérieux), MicroScan® (Siemens), y Phoenix® (Becton Dickinson). Aun con
los equipos automatizados, se requiere esperar dias de crecimiento microbiano

en cultivos convencionales, para su procesamiento en estos equipos.*®

11



Tabla 1.

Métodos actuales de identificacion microbiolégica.

Método de ) .
deteccién Ventajas Desventajas
Convencional: Bajo costo Requiere mas de 24h

Cultivos e
identificacion con
pruebas
bioquimicas

Métodos
inmunologicos

Hibridacion
fluorescente in
situ (FISH)

Estudios
moleculares:

- Reaccién en
cadena de
polimerasa en
tiempo real.

Secuenciacion
genética

Microarreglos

Amplificacion
Isotérmica
mediada por
asas (LAMP)

MALDI-TOF MS

Sensibilidad alta en escenarios
sin uso previo de antibioticos.

Pueden detectar presencia de
microorganismos y toxinas
Mayor rapidez que métodos
convencionales

Rapida deteccion e
identificacion

Método facil de aplicar con
tinciones convencionales

No requiere cultivos

Alta sensibilidad y especificidad
Bajo riesgo de contaminacion
Puede identificar varios
patdégenos simultdneamente

Puede detectar patdégenos
fastidiosos y dificiles de cultivar
Secuenciacion 16s ADNry 18S
ADNr son estandar de oro

Busqueda simultanea de
microrganismos a gran escala,
y deteccién de multiples
patégenos.

Puede generar grandes
cantidades de ADN en menos
de 1h

Fé&cil de usar, sin necesidad de
equipos sofisticados

Rapido y preciso

Menor costo que pruebas
inmunoldgicas y moleculares

para resultados.

No son tan sensibles o
especificos como las
pruebas moleculares.
Requieren grandes
cantidades de reactivos
Esta limitado a una
cantidad discreta de
microorganismos.

Limitado por la baja
disponibilidad de
antigenos para
identificacion

Requiere un
termociclador

Se requiere personal con
entrenamiento

Costos elevados.

Es necesario personal
con entrenamiento y
software especializado
para su interpretacion
Alto costo

No es aplicable para uso
clinico comdn

Alto costo
Requiere personal con
entrenamiento

Esta limitado a una

cantidad discreta de
microorganismos

Alto costo del equipo
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2.4 Otros métodos de identificacién microbioldgica

En los ultimos 20 afios, han surgido nuevas tecnologias para la identificacion
microbiolégica, como resultado de la busqueda de estandares para mayor
rapidez, precision, y sensibilidad, que permiten optimizar la atencion y terapéutica
de los pacientes. 23° Entre ellos estan los métodos de medicion de la reaccion
inmunolégica como la detecciéon de los niveles anticuerpos por ELISA.478
Ademas, se han agregado métodos novedosos que han demostrado potencial
uso en investigacion y en la practica clinica, y que son alternativas diagnosticas
al cultivo tradicional. Por ejemplo: secuenciacion genética,® hibridacion
fluorescente in situ (FISH),'! reaccién en cadena de polimerasa en tiempo real,*?
las “omicas” (transcriptdmica, gendmica, protedmica, etc.),*® y el MALDI-TOF MS

(matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry).14

El abordaje diagndstico con este tipo de herramientas provee oportunidades para
predecir, prevenir, e individualizar la evaluacién microbioldgica y el tratamiento

de las enfermedades infecciosas (Tabla 1).1:1516

2.5 Espectrometria de masas / MALDI-TOF MS

La espectrometria de masas es una técnica en la cual, las moléculas de una
muestra son ionizadas, y el rango de su relacion masa/carga (m/z) se analiza
como patrén que distingue a dichos compuestos. Aunque la espectrometria de
masas fue descubierta a inicios del siglo XX, su campo fue basicamente a nivel

de las ciencias quimicas. 2

En 1975, se propuso por Anhalt y Fenselau, el uso de espectrometria de masas
para identificacion bacteriana.l’ Lamentablemente, en ese tiempo no se disponia
de la tecnologia para analizar macromoléculas intactas, hasta la década de los
80s. En 1985, Koichi Tanaka describio la técnica de "ionizacion suave" (soft-
ionization), en la cual se ioniza de manera gentil a muestras de moléculas para

gue generaran un espectro de sus componentes.>'® En 1987, se presentd por

13



primera vez el método de MALDI (matrix-assisted laser desorption ionization),
utilizando una matriz organica.’® Estudios subsecuentes complementaron y
fortalecieron este método, en conjunto con avances computacionales para el
desarrollo de bases de datos comprensibles y confiables para su uso clinico.?%?!
En consecuencia a dichos avances tecnoldgicos, en el 2002, se le otorgd el
Premio Nobel de Quimica a Koichi Tanaka.??

La espectrometria de masas también ha sido utilizada en el campo clinico, por su
alto nivel de sensibilidad y especificidad en el diagnéstico de algunas
enfermedades hereditarias (ej. fenilcetonuria),?® neoplasias,>* y biomarcadores
diagndsticos de enfermedad.?®> En microbiologia e infectologia clinica tiene

aplicacién amplia. 12

2.6 MALDI-TOF MS en el laboratorio de microbiologia

MALDI-TOF MS tiene aplicacion en el laboratorio de microbiologia para la
identificacion, a partir de una colonia de bacterias, micobacterias, y hongos.
Cuando ya se cuenta con una colonia, ésta se coloca sobre una placa de acero
y se adiciona la matriz o reactivo para ionizacion. Una vez colocada la placa en
el equipo, las muestras son ionizadas por pulsos de laser (ionizacion-suave),
seguida de aceleracion de particulas a través de un tubo con campo eléctrico. La
cantidad de tiempo que cada particula tarde en llegar al detector depende de su
masa y carga (m/z). Este tiempo es el denominado "time-of-flight” (TOF).
Después de que las macromoléculas (proteinas) ionizadas han sido detectadas
por el espectrometro de masas, se produce una huella digital o patrén de picos,
la cual es Unica en cada especie dependiendo de su composicién de proteinas.
Las principales proteinas detectadas por el MALDI-TOF MS, son proteinas
ribosomales.?8 El patron de picos se analiza y compara en el software del equipo

con las bases de datos, para la identificacion del microorganismo.?’
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Algunos microorganismos son mas dificiles de lisar e identificar (hongos

filamentosos, levaduras, micobacterias, etc.), y se utilizan pretratamientos con

acidos organicos mas potentes. 2829

Una descripcion breve de como funciona el MALDI-TOF MS, se resume en la

Figura 2.2%%0 En la Tabla 2, se mencionan ventajas y desventajas del MALDI-TOF

MS. 2

Detector MS
(indice m/z)

1.00-

|
e —

Campo neutro
(movimiento)

TOF

- Laser T ®

Campo

electrostatico
(aceleracion)

-
°
O0ODOO®OOO O
000008000 0R
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~ Perfil MS
/ \\ (corresponder en

base de datos)

Proteinas y matriz

Figura 2. Esquema general de la espectrometria de masas (MS). Una vez que
se procesaron las muestras adecuadamente, se colocan en la placa del MALDI-
TOF, donde son bombardeadas por el laser. Como resultados, se subliman y
ionizan la muestra y la matriz. Estos iones se separan a través del tubo de “time
of flight” (TOF), de acuerdo con su indice m/z (masa sobre carga), generando una
representacion espectral (Perfil MS) que posteriormente es analizada y
comparada con la base de datos. (Adaptado de: Clark AE, et al. Clin. Microbiol.

Rev. 2013;26(3): 547-603)
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Tabla 2.

Ventajas y limitaciones del MALDI TOF MS.

Ventajas

Limitaciones

e Proceso y resultados rapidos.

e Bajo costo por prueba.

e Verificable y reproducible.

e Minimo aislamiento de colonias.

e Capacidad de identificar un gran
namero de microorganismos en una
misma plataforma.

e Facil de usar (preparacion de la
muestra, ejecucion del proceso, y
analisis de informacion).

e Error en la tinciéon de Gram inicial, no
afecta los resultados de MALDI TOF
MS.

identificacion  de
dificiles de
métodos
requieren

e Potencial de
microorganismos
identificar por
convencionales o que
métodos moleculares.

de diferenciar

altamente

Incapacidad
microorganismos
relacionados.

Alto costo del equipo.

Es necesario mantener actualizadas
las bases de datos.

Algunos microorganismos requieren
extraccion de proteinas antes de la
prueba.

Incapacidad de realizar
cuantificacion.
Baja habilidad de identificar

susceptibilidades antimicrobianas.

16



2.7 Aplicacion de MALDI-TOF en infectologia y microbiologia clinica

MALDI-TOF MS es una herramienta que complementa ampliamente el
laboratorio de microbiologia y la practica médica en el campo clinico de las
enfermedades infecciosas. Uno de los objetivos principales del apoyo con
herramientas diagnésticas, es la identificacion rapida y oportuna de los
microorganismos causales de enfermedad, y dirigir el tratamiento adecuado para
favorecer a una resolucion y recuperacion con menos secuelas posibles en la

integridad del individuo. 8

Multiples estudios se han realizado para identificacion de bacterias aerobias con
MALDI-TOF MS, en comparacion métodos convencionales (cultivos semisolidos
y pruebas bioquimicas) u otros métodos de identificacion (automatizadas). Un
estudio para identificar bacilos Gram negativos comunes y no usuales, en 440
muestras, revelé que MALDI-TOF MS identific6 correctamente 92% y 82%,
respectivamente. Los métodos convencionales identificaron 83% y 75%,
respectivamente, a nivel especie y género. Ademas, en otro estudio involucrando

217 muestras de Gram positivos, MALDI-TOF MS identificé correctamente 98%.
31,32

Se ha estudiado el desempefio del MALDI-TOF MS con especies dificiles de
identificar. En uno de ellos, se evaluaron 67 muestras de estas bacterias y se
identificaron correctamente el 75% de las especies en comparacion de 45% por
métodos convencionales.®® En otro estudio, se analizaron 190 bacilos Gram
positivos, y el 72% se identificaron correctamente en colonias directas y el 85%
con tratamiento con acido férmico.®* Lasch et al., unieron esfuerzos de distintos
centros europeos, para estudiar especies de manejo en nivel de bioseguridad 3
entre las cuales se incluyeron Bacillus anthracis, Brucella canis, Burkholderia
mallei, Burkholderia pseudomallei, y Yersinia pestis; y se obtuvo identificacion del
77% con bases de datos no estandarizadas, y hasta 93% con bases de datos
optimizadas.®® En un estudio con 253 muestras de anaerobios, se estudiaron

directamente en placa con acido formico, e identificaron correctamente el 92% de

17



las cepas.3® Barreau et al., en un estudio mas amplio donde analizaron 1,325
anaerobios, lograron identificaciéon de 93%.3’

En los ultimos afios, MALDI-TOF ha sido la preferencia para la aplicacion en este
tipo de bacterias, incrementando el espectro de diagnéstico de clinicos y
microbidlogos que adquieren experiencia en el uso de la espectrometria de

masas.18

Recientemente, MALDI-TOF MS ha demostrado ser una herramienta util, rapida,
accesible, y de bajo costo para la identificacion de micobacterias. Se necesita
una preparacion especial para remover su envoltura y lisar las bacterias previo al
estudio directo en placa. Sin embargo, este proceso lleva maximo 2 horas, no se
puede hacer con la mayoria de los métodos de identificacion de micobacterias, y
no distingue entre los diferentes miembros del Mycobacterium tuberculosis
complex.3® Balada-Llasat et al., analizaron 178 crecimientos en medio sélido y/o
liquido, preparando la muestra con inactivacion con calor, tratamiento con etanol,
y separacion mecanica e identificaron el 98% y 94%, de género y especie,

respectivamente.3®

Una mas de las grandes aplicaciones del MALDI-TOF MS, es la identificacién de
levaduras, con la misma técnica directa en placa que con bacterias.*? Dhiman et
al., analizaron 138 muestras de levaduras comunes, y 103 de no usuales, con un
porcentaje de identificacion correcta de 96% y 85%, respectivamente.*! Mancini
et al., encontraron porcentajes similares, aun comparando MALDI-TOF MS de
distinto fabricante.*?

Distintas variedades hongos filamentosos también han sido estudiados en los
Ultimos afios en MALDI-TOF MS.#3 Diversas técnicas se han propuesto para
perfeccionar la eficacia de identificacion, incluyendo tratamiento previo de
muestras para extraccion de proteinas, asi como enriquecer las bases de datos
con muestras de hongos previamente identificadas para mejorar el desempeiio
de identificacion a nivel género y especie.** Schulthess et al., analizaron 83

muestras de hongos filamentosos, con una identificacion de 78% y 54%,

18



respectivamente.*® Lau et al., con sus técnicas de pretratamiento y estudio
perfeccionadas, logré6 94% y 90% de identificacion de 421 muestras.** De
Respinis et al., evaluaron 141 muestras de dermatofitos, identificando

correctamente 96%.46

El estudio de colonias tomadas directo de los medios sélidos o liquidos, es el
método mas utiizado en MALDI-TOF MS, para la identificacion de
microrganismos.? Estos procedimientos llevan dias de espera entre siembra y
crecimiento de microorganismos, por lo que es necesario tener paciencia y
esperar los resultados para la toma de decisiones clave en el tratamiento de los
pacientes.*® Sin embargo, se han estudiado métodos para identificacion mas
rapida, de muestras clinicas directas para reducir los tiempos de identificacién y
optimizar el tratamiento a los pacientes afectados. Entre ellos se encuentra la
aplicacion directa de extracto de frascos de hemocultivos positivos en la placa del
MALDI-TOF MS, con resultados sorprendentes en identificacion efectiva y en la

reduccion de tiempos para decisiones terapéuticas. 218

2.8 Uso de frascos de hemocultivos y su impacto clinico

El procedimiento requiere preparaciones de la muestra, previas a la aplicacion en
placa del MALDI-TOF.#” Se lleva a cabo una centrifugacién diferencial, lavados,
lisis de células sanguineas, y filtracion. Uno de estos métodos estandarizados es
el Sepsityper BD®. Estudios en 2 diferentes marcas de MALDI-TOF MS (Bruker®
and VITEK MS®), demostraron identificacion de microorganismos en género-
especie de 98-82% y 93-81%, respectivamente.*® Una limitante puede ser que no
se provee el resultado con susceptibilidades antimicrobianas, pero Manchen et
al., demostraron que se puede reducir esa desventaja al someter la muestra tanto
al MALDI-TOF MS como a un método automatizado como el Vitek 2® (Biomeriux)

0 Phoenix® (Becton Dickinson).4?
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Diversas publicaciones han documentado que se reduce el tiempo de
identificacion y publicacion del resultado de 1-2 dias, para optimizar el tratamiento
del paciente a una terapéutica dirigida y eficaz. Martiny et al., publicaron como el
MALDI-TOF MS, aporté un cambio en la terapéutica dirigida de 13.3% (21/157)
pacientes con bacteriemias estudiadas, asi mismo fue considerada por el
especialista en enfermedades infecciosas como util en la confirmacion de
sospecha diagnoéstica, de las decisiones terapéuticas tomadas, y solicitud
estudios complementarios con mayor anticipacion.>® Clerc et al., también
contribuyeron con publicar como en 35.1% de bacteriemias por Gram negativos
identificadas por MALDI-TOF MS, tuvieron un impacto en su terapéutica, mayor
gue al recibir sélo el resultado de tincion de Gram de frascos de hemocultivo
positivos.>? De Almeida-Junior et al., abordd los casos de fungemia con
identificacion de la muestra por MALDI-TOF MS de frascos de hemocultivo
positivos, confirmando el impacto favorable al dirigir el tratamiento de pacientes

en estado critico. %2

Barberino et al., evaluaron la extraccion de 538 frascos de hemocultivo positivos
monomicrobianos, de los cuales lograron identificacion con el extracto procesado
directo en placa, en 460 (83.94%); asi mismo, logrando identificacion del 93.4%
de las bacterias Gram negativas, y 78.85% de las Gram positivas.>® Otros
estudios enfocaron la siembra del extracto de frascos positivos por periodos
cortos para mejorar la sensibilidad al identificar de las colonias aisladas. Gonzalez
et al., publicaron como la siembra del extracto de frascos positivos por un corto
plazo en medios solidos, ayudo a la identificaciéon por MALDI-TOF MS, y logré

reducir el tiempo de reporte de resultados de 28.3 a 21.2 horas.>
2.9 Aplicacion de MALDI-TOF MS para identificacion en liquidos estériles.

Los estudios microbiologicos de liquidos estériles son cruciales para la
identificacion de microrganismos causales de infeccidén en regiones anatdbmicas
relacionadas. Los cultivos eran tradicionalmente aplicados en medios de cultivo

sélido y con bajo porcentaje de efectividad. Con la aplicacion en frascos de
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hemocultivo, mejor6 la efectividad e identificacion de microrganismos.%® Cetin et
al., analizaron 412 muestras de liquidos estériles en frascos de hemocultivo,
demostrando la disminucién del tiempo de identificacion, asi como mayor
aislamiento de bacterias fastidiosas que en métodos convencionales.>® Akcam et
al., estudiaron 906 especimenes: 344 de liquido peritoneal (38.0%), 290 de LCR
(32.0%), 163 de liquido pleural (18.0%), 66 de liquido sinovial (7.3%), 33 de
meédula 6sea (3.6%), y 10 de liquido pericardico (1.1%); de las cuales 80 (8.8%),
fueron detectados positivos en el sistema Bactec®, y reveld ventajas contra los

métodos convencionales para aislamiento de bacterias fastidiosas.®’

Existe informacién en cuanto a la aplicacion directa de fluidos corporales al
MALDI-TOF MS, por ejemplo, orina.>® En el caso de liquidos estériles (Liquido
cefalorraquideo, pleural, sinovial, y peritoneal, pericardico, etc.), la informacién
es limitada. Algunos casos reportados de aplicacion en LCR han sido publicados.
Segawa et al., reportaron el caso de un hombre de 43 afios con meningitis aguda,
en el cual una muestra de LCR (procesada previamente para eliminacion de
excedente de proteinas y leucocitos), fue aplicada directamente en placa de
MALDI-TOF MS, logrando identificacion de Klebsiella pneumoniae.>® Nyvang-
Hartmeyer et al., reportaron otro caso de un hombre de 46 afios con meningitis
aguda, aplicando la identificacion directa de LCR, identificando Streptococcus

pneumoniae en menos de media hora de tomada la muestra.®°
2.10 Beneficios del MALDI-TOF y futuras aplicaciones

La informacion previa es evidencia de que el MALDI-TOF MS es un método
orientado a identificacién microbioldgica rapida, con alta efectividad y certeza.>®
Sin embargo, los alcances de este método no se limitan a identificacion de género

y especie.

Recientemente, se han propuesto y estudiado técnicas que van orientadas a
determinar identificacion de resistencias antimicrobianas, ampliando los
horizontes de la investigacion con MALDI-TOF MS, y enriqueciendo la crucial

informacion oportuna que provee al clinico y especialista en enfermedades
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infecciosas.®%2 En un estudio de Edwards-Jones et al., 14 picos especificos de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM), fueron identificados y
comparados con otros 9 picos especificos de S. aureus sensibles a meticilina
(SASM).%2 Asi mismo Du et al., analizaron 76 asilamientos de S. aureus, logrando
identificar patrones para distinguir SARM de SASM.%4 Shah et al., publicaron
como identificaron correctamente entre 47 SAMR y 50 SAMS, siguiendo la
diferencia en sus patrones de picos (especificamente por 7 iones).®®> En otro
estudio Griffin et al., analizaron 67 muestras de Enterococcus faecium, vanB
positivos, con sensibilidad y especificidad de 96.7% y 98.1%, respectivamente. %6
Li et al., estudiaron 69 bacterias Gram negativas con BLEE (Beta-lactamasas de
espectro extendido), posterior a incubarlas en una solucién con cefotaxima e
identificar su hidrélisis.®” Ghebremedhin et al., compartieron que identificaron
correctamente 98% de Pseudomonas spp. y Enterobacteriaceae productoras de

carbapenemasas. 2

El impacto clinico de identificacion microbiolégica rapida ha sido mencionado
como relevante con el uso de MALDI-TOF MS en los centros clinicos que lo tienen
disponible.>® En pacientes criticos es crucial la identificacién rapida de los
agentes causales de bacteriemias y sepsis, para tomar decisiones terapéuticas
gue sean trascendentales en el prondéstico.5%-%! French et al., publicaron sobre el
impacto clinico que tiene la identificacibn en las primeras 24 horas en los
pacientes con bacteriemias, aplicando el extracto directo de frascos de
hemocultivo positivos en MALDI-TOF MS; de 115 casos de hemocultivos
positivos, lograron identificar 73 (63.5%) en las primeras 24 horas, y en 11 (9.6%)

pacientes lograron modificacion del esquema de antibiéticos.®®

En el futuro de MALDI-TOF MS, se estima que la emergencia de bases de datos
y aplicaciones complementarias, también seran clave para la identificacion de

muestras polimicrobianas, y con resultados cuantitativos.°-72
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CAPITULO Il

INVESTIGACION CLINICA

3.1 Justificacion del estudio

El diagnostico microbiolégico rapido es crucial para el inicio temprano de
tratamiento especifico. La aplicacion del MALDI-TOF MS para el diagndstico
microbiolégico en pacientes con infeccién y compromiso de regiones anatomicas
con liquidos estériles, permitird contribuir a elegir el tratamiento especifico en un
tiempo mas corto que con los métodos convencionales, y, por lo tanto, se reflejara

en una mejor calidad de atencion de cuidados de salud.

Las contribuciones mas significativas son encaminadas a reducir la
morbimortalidad de este tipo de infecciones, e incluyen menos interacciones
medicamentosas y efectos adversos, reducciéon del tiempo de estancia
hospitalaria y rehabilitacion, menor gasto en servicios de salud, y mayor calidad

en los servicios de diagndéstico microbiolégico que lo tengan disponible.

3.2 Hip6tesis

Hipdtesis de investigacion

La espectrometria de masas es una herramienta efectiva para la
identificacion microbioldgica rapida y complemento para la practica clinica en
pacientes con infeccibn por microorganismos que comprometen areas

anatomicas con liquidos estériles.
Hipotesis nula

La espectrometria de masas no es una herramienta efectiva en la identificacion
microbiolégica rapida y/o complemento en las pruebas diagnosticas de liquidos

estériles.
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3.3 Objetivos

3.3.1 Objetivo principal

Evaluar la capacidad y rapidez de la espectrometria de masas (MALDI-TOF MS)
para el diagnostico microbioldgico en pacientes con infecciones que

comprometen liquidos corporales estériles.
3.3.2 Objetivos secundarios

1. Identificar pacientes con infecciones de probable etiologia bacteriana y
compromiso de regiones anatomicas con liquidos estériles.

2. Realizar andlisis microbiolégico de liquidos estériles empleando recursos
de microbiologia clasica y frascos de hemocultivo para incubar liquidos
estériles.

3. Documentar y comparar los tiempos de resultados de los métodos de

cultivo, adaptados para diagnostico microbiolégico por MALDI-TOF MS.
3.4 MATERIAL Y METODOS
3.4.1 Tipo y disefio de estudio

Estudio longitudinal, prospectivo, unicéntrico.
3.4.2 Poblacion de estudio

El estudio fue realizado con pacientes del departamento de Urgencias y Salas de
hospitalizacion del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”, hospital
de ensefianza de tercer nivel y 500 camas censables, durante el periodo de junio
del 2017 a enero del 2018.

La poblacion estimada a incluir con infeccibn que comprometiera regiones
anatémicas con liquidos estériles fue de 40 individuos (10 por cada liquido

corporal comprometido).
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El tamafio de la muestra se eligié por conveniencia, ya que en la literatura no se

encuentra ningun otro estudio que demuestre la hipétesis propuesta.
3.4.3 Criterios de Inclusién

- Pacientes mayores de 18 afios, hospitalizados en Urgencias o Salas del
Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez”, con sospecha de infeccion, a
criterio diagnaostico inicial de médicos tratantes y servicio de infectologia, y
gue tengan compromiso de regiones anatdémicas con los siguientes liquidos
estériles y probables diagndésticos:

o Liquido cefalorraquideo: meningitis comunitaria y postquirdrgica.

o Liquido pleural: Derrame pleural en estudio, paraneuménico, empiema.
o Liquido sinovial: Artritis séptica.
o Liquido peritoneal: Peritonitis bacteriana espontanea, peritonitis

asociada a catéter de didlisis peritoneal.
3.4.4 Criterios de Exclusién

- Pacientes menores de 18 afos.

- Pacientes con contraindicacion para procedimiento de puncion en region
anatdmica con presencia del liquido a estudiar.

- Pacientes que se nieguen a contribuir al estudio.

3.4.5 Criterios de eliminacion:

- Pacientes sin ingreso o registro en el Hospital Universitario.

- Pacientes participantes en protocolo de investigacion experimental y que
pueda afectar en los resultados.

- Pacientes en los que no se logré obtener una muestra del liquido estéril
deseado

- Pacientes que en cualquier momento deseen dejar de participar en el

estudio.
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3.4.6 Datos clinicos
La evaluacion clinica de los pacientes incluyo lo siguiente:

- Evaluacién de datos clinicos relevantes: edad, género, factores de riesgo,
comorbilidades, signos vitales, diagnéstico de ingreso, tratamiento previo
(antibioticos).

- Evaluacién de indicacion de procedimiento para obtener liquido de region

anatomica afectada.
3.4.7 Datos de laboratorio

Se documentaran los siguientes datos de laboratorio, y se analizaran los

resultados relevantes:

- Resultados del Laboratorio Central de patologia clinica del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” (Leucocitos, PCR, Creatinina,
Citoquimico de liquidos corporales).

- Resultados de laboratorio del servicio de gastroenterologia:

o Resultados de estudios directos: Tinciones y MALDI-TOF MS.

o Resultados de frascos de cultivo (BACTEC BD®): Tinciones y MALDI-
TOF MS.

o Resultados de cultivos y pruebas de microbiologia clasica.

o Tiempo identificacion y reporte (toma de muestra a reporte final).
3.4.8 Obtencion y manejo de muestras y resultados

El procedimiento de obtencion de muestra se realizd6 lo mas pronto posible al
sospechar el diagnostico por el residente de la especialidad a cargo del paciente,
con la previa evaluacién de por el servicio de Infectologia, para atencion integral
del mismo e inclusién al protocolo. Se realizé obtencion de muestras por los
residentes de Medicina Interna o subespecialidad de guardia, siguiendo el envio

a estudios convencionales de laboratorio indicados para su evaluacion adecuada.
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Se solicité que compartieran muestra de liquido obtenido (3 a 10ml), sin

comprometer o limitar los estudios que necesitaba el paciente.

El residente encargado de realizar el procedimiento fue el responsable de dirigir
y compartir el consentimiento informado oficial del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez”, incluyendo la orientacion verbal al paciente y/o familiares de
las posibles complicaciones del procedimiento, sin reprimir el enfoque y énfasis

en las indicaciones y beneficios de este.

Las muestras de liquido cefalorraquideo se obtuvieron directamente por puncién
lumbar o por ventriculostomia; liquido sinovial por artrocentesis; liquido pleural
por toracocentesis; liquido peritoneal por paracentesis o catéter de didlisis

peritoneal.

Las muestras incluidas al protocolo fueron debidamente identificadas (etiqueta
estandar con datos del paciente), y transportadas con los estandares de
seguridad e higiene al Laboratorio del Servicio de Gastroenterologia.

El procesamiento inicial de la muestra fue realizar tincion de Gram, agregar a
incubacion en frasco de hemocultivo aerobio en Bactec BD®, y simultAneamente
en medios de cultivo convencionales (placas de agar Sangre, Chocolate, Azida,
y EMB). Con alerta de crecimiento de microorganismos o término de periodo de
incubacion del equipo BACTEC BD®, se realizd frotis y tincion de Gram del
extracto del frasco positivo, y subsecuente estudio directo en MALDI-TOF MS. Si
los resultados de procesamiento directo son inconclusos, o hay evidencia de que
sea polimicrobiano, se realiz6 resiembra del extracto de frasco (en placas de agar
Sangre, Chocolate, Azida, y EMB) para posterior identificacion por MALDI-TOF

MS de las colonias desarrolladas (Figura 3).
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Figura 3. Resumen de procedimientos. Proceso de toma de muestra, métodos
de desarrollo de microorganismos, e identificacion por MALDI-TOF MS.

Se registraron resultados de identificacion, y se clasificaron de acuerdo con los
rangos de confiabilidad del equipo de MALDI-TOF MS: Microflex LT ® (Bruker
Daltonics) y software MALDI Biotyper ® RTC (version 3.1). Rangos de

confiabilidad descritos en la Tabla 3.

Tabla 3.
Rangos de confiabilidad de MALDI-TOF MS*

Rango Descripcién Simbolo Color
2.300-3.000 (+++)  Verde
2.000-2.299 (++)  Verde
1.700-1.999 Identificacion probable de género (+) Amarillo
0.000-1.699 ¢) Rojo

*Equipo Microflex LT ®, MALDI Biotyper ® versién 3.1 (Bruker Daltonics).
Los resultados de los estudios se registraron en el documento fuente del
protocolo y en la base de datos electronica (ejemplo de resultado en Figura 4).
Ademas, se identificaron y guardaron adecuadamente las laminillas de las

tinciones directas (porta laminillas identificadas). En caso de sobrante de
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muestras, se congelaron en el departamento de Gastroenterologia a -20°C, para
posibles solicitudes emergentes de estudios especiales. Ademas, seran
almacenadas indefinidamente en el laboratorio de Gastroenterologia para futuras
referencias y evidencia del estudio. Podran ser desechadas a criterio del
investigador al término del protocolo, de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-087-ECOL-SSA1-2002, “Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos

peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo”.

Figura 4. Ejemplo de resultado en equipo MALDI-TOF MS.

Los resultados del MALDI-TOF MS tendran respaldo de almacenamiento en el
sistema del dispositivo. Los resultados de rutina de laboratorio quedaron
respaldados en su respectiva bitadcora de laboratorio, asi como en la base de

datos electrénica del presente estudio.

Se analizaran y discutiran los beneficios, ventajas, y desventajas del MALDI-TOF
MS, que se observen en el transcurso del protocolo, asi como para experiencia
gue contribuya a para mejorar su aplicacién y desarrollar futuros proyectos de

investigacion.
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3.4.9 Andlisis estadistico

Se analizaron los resultados para obtener estadistica descriptiva e inferencial,
con medidas de tendencia central, e intervalos de confianza del 95%. Para las
variables de datos continuas se realizd T de Student, y con las variables
dicotdmicas o tablas de contingencia se utilizé test de Fisher (valores menores
de 5), o x? (valores mayores de 5). Los valores de P <0.05 son considerados

estadisticamente significativos.

Todos los procedimientos estadisticos se realizaron con orientaciéon de los
asesores, tutores, y Departamento de Estadistica de la Incubadora INVEST de la
Facultad de Medicina de la UANL, y en software de bases de datos y analisis
estadisticos (Microsoft Office Excel ® 2016, y GraphPad QuickCalcs ® 2018).

30



CAPITULO 4

RESULTADOS

Durante el periodo de junio 2017 a enero de 2018, se evaluaron 37 pacientes
hospitalizados con sospecha de infeccibn que comprometieran regiones
anatomicas con liquidos estériles y fueran relevantes para obtener diagnéstico
microbiologico. Se recibieron 37 muestras, de las cuales se analizaron 36,
eliminando 1 por no contar con registro o expediente en el Hospital Universitario.

La edad media fue de 42.1 afios (18-85), 55.6% hombres (20/36) y 44.4% mujeres
(16/36). 69.4% (25/36) de los pacientes presentaron comorbilidades y factores de
riesgo: Infeccion por VIH 16.6%, Diabetes Mellitus 8.33%, enfermedad renal
cronica 8.33%, inmunoscenecencia 8.33%, cirrosis hepatica 8.33%, neoplasias
5.56%, embarazo 2.78%, y enfermedad autoinmune 2.78%. Cabe destacar, que
al 86.1% (31/36) de los pacientes incluidos se les habia indicado y administrado

antibidticos al momento de la toma de muestra. (Tabla 4).

Se registraron los signos vitales de los pacientes incluidos, presentando un
promedio de tensién arterial sistdlica de 110.3 mmHg (maxima 138, minima 80)
y tension arterial diastolica de 68.5 mmHg (maxima 80, minima 50); frecuencia
cardiaca promedio de 85.1 latidos/minuto (maxima 120, minima 60); frecuencia
respiratoria promedio de 17.9 respiraciones/minuto (maxima 30, minima 12);

temperatura promedio de 37.4°C (maxima de 40.3, minima de 36).
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Tabla 4. Informacién general de pacientes incluidos (n=36).

Paciente No. Edad Sexo Diagndstico Muestra  Procedimiento  Antibidtico Previos
1 19 F Neuroinfeccién comunitaria LCR Puncién lumbar Sl
2 37 F IACDP Peritoneal Paracentesis Sl
3 41 F Derrame pleural Pleural Toracocentesis Sl
4 21 M Derrame pleural Pleural Toracocentesis Sl
5 62 F Derrame pleural Pleural Toracocentesis Sl
6 21 F IACDP Peritoneal Paracentesis Sl
7 61 F Neuroinfeccién comunitaria LCR Puncién lumbar Sl
8 69 M gg:;&:gj ngg?:fé‘zl Pleural Toracocentesis Sl
9 34 M Artritis séptica Sinovial Artrocentesis NO
10 29 F Neuroinfeccion comunitaria LCR Puncién Lumbar Sl
11 43 M Neuroinfeccion comunitaria LCR Puncion Lumbar Sl
12 85 F Artritis séptica Sinovial Artrocentesis NO
13 85 M Empiema Pleural Toracocentesis Sl
14 54 F Neuroinfeccion comunitaria LCR Ventriculostomia Sl
15 18 F Neuroinfeccion comunitaria LCR Puncion lumbar Sl
16 57 M Empiema Pleural Toracocentesis Sl
17 32 M Neuroinfeccion comunitaria LCR Puncion lumbar NO
18 51 F Igg:;i'gsn%enlfg Pleural Toracocentesis Sl
19 23 M Neuroinfeccion postquirdrgica LCR Puncién lumbar Sl
20 56 M Neuroinfeccién postquirdrgica LCR Puncion lumbar Sl
21 34 M gz:;gjrﬁl’)enlij{:il Pleural Toracocentesis Sl
22 27 M Derrame pleural Pleural Toracocentesis Sl
23 27 M Neuroinfeccion comunitaria LCR Puncién lumbar Sl
24 36 M Artritis séptica Sinovial Artrocentesis NO
25 48 M Derrame pleural Pleural Toracocentesis Sl
26 63 M Peritgzgiosnkt:);r(]:ézriana Peritoneal Paracentesis Sl
27 33 M Neuroinfeccion postquirdrgica LCR Puncién lumbar Sl
28 27 F Derrame pleural Pleural Toracocentesis Sl
29 28 M Neuroinfeccion postquirdrgica LCR Ventriculostomia Sl
30 19 F Neuroinfeccion LCR Puncion lumbar NO
31 57 F Empiema Pleural Toracocentesis Sl
32 40 M Derrame p[egral Pleural Toracocentesis Sl

paraneumaonico
33 80 F Derrame p[egral Pleural Toracocentesis Sl
paraneumaonico
34 19 M Neuroinfeccién postquirdrgica LCR Puncion lumbar Sl
35 54 M Empiema Pleural Toracocentesis Sl
36 28 F Derrame pleural Pleural Toracocentesis Sl

paraneumaonico

M: Masculino. F: Femenino. LCR: Liquido cefalorraquideo. IACDP: Infeccién asociada a catéter de didlisis peritoneal.
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Los estudios de laboratorio relevantes registrado para analisis, incluyeron los
leucocitos totales de sangre periférica, PCR (proteina C reactiva) como marcador
de inflamacion, y creatinina. Los valores de leucocitos totales al tiempo de la toma
de muestra variaron de 399/mm? a 32,000/mm?3, con una media que corresponde
a 11,747.6, con desviacion estandar de 7,516, y mediana de 10,650. Los valores
de PCR variaron de 0.5 a 45.1 mg/dL, con media de 14.1 mg/dL, mediana de
13.4, y desviacion estandar de 13. Los valores de creatinina variaron de 0.4 a 5.8

mg/dL, con una media de 1.49, mediana 0.7, y desviacion estandar de 1.55.

Las 36 muestras de liquidos estériles procesadas en el protocolo incluyeron:
liquido pleural 16 (44.4%), liquido cefalorraquideo 14 (38.9%), liquido sinovial 3
(8.3%), y liquido peritoneal 3 (8.3%). Los diagndsticos de ingreso fueron: derrame
pleural 16.67%, derrame pleural paraneumonico 11.1%, empiema 16.67%,
neuroinfeccibn comunitaria 25%, neuroinfeccion postquirdrgica 13.89%,
peritonitis bacteriana espontanea 2.77%, infeccién asociada a catéter de dialisis

peritoneal 5.55%, y artritis séptica 8.33%. Informacién disponible en la Tabla 5.

Tabla 5. Diagnéstico de ingreso por Liquido Estéril (n=36)

. i ial
Pleural (44.4%) Cefalorraquideo (38.9%) Peritoneal (8.3%) S(lgg:)//(l)?

. . . ., Peritoniti .

Derrame Derrame . Neuroinfeccion Neuroinfeccion erltopltls Artritis

L. Empiema L o bacteriana IACDP .
pleural paraneumonico Postquirdrgica comunitaria séptica

espontanea
6 4 6 5 9 1 2 3

16.67% 11.11% 16.67% 13.89% 25% 2.77% 5.55% 8.33%

IACDP: Infeccién asociada a catéter de didlisis peritoneal.

Los servicios que donaron muestras de sus pacientes fueron las siguientes:
Cirugia 4 (11.1%), Medicina Interna 15 (41.7%), Urgencias 11 (30.6%),
Obstetricia 1 (2.8%), y UCI 5 (13.9%).

Los valores de estudios citoquimicos se documentaron de 77.7% de las
muestras, principalmente los de liquido pleural y cefalorraquideo. En los
resultados de citoquimicos de liquido pleural (Tabla 6), se document6 una media
de glucosa de 56.1 mg/dL, proteinas 3,121.1 mg/dL, y LDH de 3,047.3 mg/dL. La
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diferencia de valores entre los citoquimicos positivos y negativos se analizé con
distribucion de T de Student, obteniendo diferencia de medias de LDH de 6086.51
(IC 95%: 2252.2-9920.82; P=0.0054); la diferencia de medias de glucosa 59.2 (IC
95%: 30.95-87.56; P=0.0009); la diferencia de media de proteinas 610.9 (IC 95%:
1513-2735; P=0.536).

Tabla 6 Correlacion estudio citoquimico de Liquidos pleurales (n=16)

Media Total Media Positivos Media Negativos p*
Glucosa mg/dL 56.17 21.6 80.85
(3-110) (3-57) (54-110) 0.0009
Proteinas mg/dL 3121.17 2764.8 3061.74 0.536
(1482-6336) (1944-4400) (1482-6336) '
LDH mg/dL 3047.33 6597.8 511.28 0.0054
(83-14181) (1887-14181) (83-1289) '

LDH: Lactato deshidrogenasa.
*T de Student

En los resultados de liquidos cefalorraquideos (Tabla 7), se documenté una
media de glucosa de 34.46 mg/dL, proteinas 197.09 mg/dL, y leucocitos
43.92/mm?3. La diferencia de valores entre los citoquimicos positivos y negativos
se analizé con T de Student, obteniendo diferencia de medias de glucosa 5.3 (IC
95%: 26.48-37.08; P=0.7205); la diferencia de media de proteinas 17.08 (IC 95%:
326.5-360.68; P=0.9129). Los citoquimicos de liquido sinovial y peritoneal no se

les realiz6 analisis estadistico por la baja cantidad de muestras a relacionar.

Tabla 7
Correlacion de estudio citoquimico de LCR (n=14)
Media Total Media Positivos Media Negativos p*
Glucosa mg/dL 34.46 27.14 43.00 0.72
(3-75) (3-75) (4-75) '
Proteinas mg/dL 197.09 227.00 113.00 091
(22-703) (39-425) (22-703) '
Leucocitos/mm?3 43.92 67.57 59.16 054
(0-257) (0-102) (0-257) '

*T de Student
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Del total de muestras analizadas en el laboratorio, 44.4% (16/36) se lograron
identificar por MALDI-TOF MS. Por medio de 3 métodos se lograron identificar:
cultivo convencional, estudio directo de extracto de frascos positivos, y cultivo de
resiembra de extracto de frascos positivos; 18.75% (3/16), 31.25% (5/16), y 50%

(8/16) de las muestras, respectivamente (Tabla 8).

Tabla 8. Muestras identificadas por MALDI-TOF MS (n=16)
Frasco de Hemocultivo

Cultivo convencional ] ] Total
Directo del frasco Cultivo de resiembra
3 5 8 16
18.75% 31.25% 50% 100%

El porcentaje de diagndstico por liquido fue variado. En 50% (8/16) de los liquidos
pleurales se logré identificar microorganismos; en LCR 35.7%, liquido peritoneal
66.6%, y sinovial 33.3% (Tabla 9).

Tabla 9. Porcentaje de identificacién de muestras por MALDI-TOF MS (n).

Cefalorraquideo

Pleural (16) (14) Peritoneal (3) Sinovial (3)
Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
8 8 5 9 2 1 1 2

50.00%  50.00%  35.71% 64.29% 66.67% 33.33% 33.33% 66.67%

Las muestras en general desarrollaron crecimiento monomicrobiano y
polimicrobiano, 75% (12/16) y 25% (4/16), respectivamente. Las muestras
monomicrobianas fueron identificadas por MALDI-TOF MS por cultivo
convencional (2/16; 12.5%), directo del extracto de frascos positivos (5/16;
31.2%), y de cultivos de resiembra (5/16; 31.2%). Las muestras polimicrobianas
fueron identificadas de colonias desarrolladas en los cultivos convencionales 25%
(1/4) y cultivo de resiembra 75% (3/4).

Por medio de MALDI-TOF MS, se identificaron 21 microorganismos de 16

pacientes, con una puntuacion promedio de 2.124 (Tabla 10). El rango fue de
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1.701 a 2.443. Los microorganismos identificados correspondieron 17 a bacterias
y 4 a hongos (levaduras). Las bacterias identificadas fueron Gram positivos
58.9% (10/17), y Gram negativos 41.1% (7/17). Bacterias anaerobias
identificadas correspondieron a 17.6% (3/17). La lista de microorganismos
identificados por paciente y los rangos de confiabilidad se presentan en la Tabla
10.

Los tiempos de identificacion en MALDI-TOF MS por método de cultivo y
desarrollo de microorganismos, fueron documentados (Tabla 11). En el grupo de
muestras identificadas de las colonias de cultivo convencional, el promedio de
tiempo desde la toma de muestra a diagndstico microbiolégico fue de 1450
minutos (24 horas con 10 minutos). En el grupo de muestras identificadas directo
del extracto de frascos de cultivo, el promedio de tiempo fue de 2691 minutos (44
horas con 51 minutos). En el grupo de muestras identificadas de las colonias de
resiembra de frascos, el promedio de tiempo fue de 10303.13 minutos (171 horas
con 43 minutos). La diferencia de medias entre el grupo de cultivos
convencionales y el grupo general de frascos de cultivo (directo y resiembra) fue
5924.72 (IC 95%: 2736.94-14586.38; P=0.1645). Ajustando a s6lo a bacterias
aerobias (omitiendo muestras de anaerobios y levaduras), entre los grupos de
cultivo convencional y cultivo de resiembra, la diferencia de medias fue 3897.67
(95% IC 413-7381.71; P=0.036). Entre cultivo convencional y directo de frascos,
la diferencia de medias fue de 1240.33 (95% IC 1562.45-4043; P=0.3205). Los
tiempos de diagndstico microbiol6gico por muestra y método de desarrollo se

resumen en la Tabla 11.
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Tabla 10
Identificacion microbiolégica por MALDI-TOF MS

Paciente Resultados MALDI-TOF MS
No. Microorganismos identificados Puntuacion*
5 Staphylococcus haemolyticus 2.048
6 Candida tropicalis 2.221
7 Acinetobater baumannii 2.388
Staphylococcus caprae 2.042
8 Streptococcus constellatus 2.305
11 Bacillus firmus 1.751
13 Staphylococcus epidermidis 2.012
16 Enterococcus faecalis 2.311
Fusobacterium nucleatum 1.847
17 Cryptococcus neoformans 2.134
29 Eggerthia catenaformis 1.701
Parvimonas micra 2.443
24 Aeromonas hydrophila 1.809
26 Escherichia coli 2.370
27 Kocuria palustris 2.138
Pseudomonas aeruginosa 2.231
28 Escherichia coli 2.337
Candida krusei 2.144
29 Acinetobacter baumannii 2.227
32 Cryptococcus neoformans 1.937
35 Streptococcus pneumoniae 2.202

*MALDI Biotyper 3.1. Puntuacion confiable: >1.7.



Tabla 11. Tiempo de Identificacion de muestras por MALDI-TOF MS

Identificacion de cultivo convencional Horas (dias aprox.) Minutos
totales
Polimicrobiano:
Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa,Candida Krusei 23h 10 min (1 dia) 1390
Monomicrobiano:
Streptocuccus pneumoniae 25h (1 dia) 1500
Acinetobacter baumannii 24h 22 min (1 dia) 1462

PROMEDIO  24h 10min (1 dia) 1450.67

Identificacion de frasco de hemocultivo

Monomicrobiano:

Staphylococcus haemolyticus 50h 36min (2 dias) 3036
Streptococcus constellatus 24h 49min (1 dia) 1489
Aeromonas hydrophila 24h 26min (1 dia) 1466
Escherichia coli 25h 50 min (1 dia) 1550
Kocuria palustris 98h 34min (4 dias) 5914

PROMEDIO 44h 51min (<2 dias) 2691

Identificacién de resiembra

Polimicrobiano:

Eggerthia catenaformi, Parvimonas micra 340h 40min (14 dias) 20440
Acinetobacter baumanni, Staphylococcus
caprae 49h 56min (2 dias) 2996

Enterococcus faecali, Fusobacterium nucleaum 254h 45 min (11 dias) 15285
Monomicrobiano:

Bacillus firmus 121h 20 min (5 dias) 7280
Staphylococcus epidermidis 96h 9 min (4 dias) 5769
Candida tropicalis 51h 55min (2 dias) 3115
Cryptococcus neoformans 126h (5 dias) 7560
Cryptococcus neoformans 333h (14 dias) 19980

PROMEDIO 171h 43min (7 dias) 10303.13
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De los resultados a analizar, se incluyd el de valorar la capacidad diagndstica
entre medios de cultivo convencionales y resultados de frascos de cultivos
(directo de frasco y cultivos de resiembra). Se tomaron en cuenta como prioridad
los resultados de diagndstico microbiolégico que dieron primero la identificacion
(mas rapido). En general, los cultivos convencionales identificaron 3 muestras
positivas mas rapido que los frascos. Los frascos dieron resultado positivo en 13
muestras. Por medio de test de Fisher, se obtuvo la diferencia para valorar la
capacidad diagnéstica en tablas de contingencia encontrando diferencia
significativa con P=0.0011 (Tabla 12).

Tabla 12
Capacidad diagnéstica de MALDI-TOF MS
Procedimiento Positivo Negativo P*
Cultivos
convencionales 3 13 0.0011
Frasco de hemocultivo 13 3

*Fisher

Durante el estudio se documento la posibilidad de modificacion en la terapéutica
del paciente al momento de recibir el resultado de identificacion microbiolégica
por MALDI-TOF MS. De los resultados positivos, 68.7% (11/16) tenian potencial
para indicar modificaciones en el tratamiento (suspender o agregar antibioticos
con orientacion microbiolégica). De los resultados por método de desarrollo de
microorganismos podrian aportar modificaciones: 100% (3/3) de los cultivos
convencionales, 80% (4/5) de los directos de frasco, y 50% (4/8) de los cultivos
de resiembra. Esto con relacién a que los tiempos de identificacién fueron en
promedio de 1450.67, 2691, y 10303.13 minutos, respectivamente. De los
resultados negativos, sélo 5.2% (1/19) aportarian cambios. La diferencia entre
aportacion para modificaciones en el tratamiento se relacioné con test de Fisher
en tablas de contingencia, con P=0.0001 (Tabla 13).

Tabla 13
Potencial modificacién al tratamiento con resultados por MALDI-TOF MS
. Positivos (n=16) Negativos
Cambio en - _ "
: Cultivo _ _ (n=20) P
tratamiento . Directo de frasco De resiembra
convencional
Sl 3 4 4
0.0001
NO 0 1 4 19

*Test de Fisher
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CAPITULO 5

DISCUSION Y CONCLUSION

El presente protocolo de estudio ha sido un ejemplo de la aplicacion y
contribucion en investigacion de MALDI-TOF MS. En el analisis de la poblacién,
se observé ligero predominio de hombres a mujeres, y el 63.9% se encontraban
con comorbilidades y factores de riesgo para infeccion. Entre esos factores de
riesgo, se observaron principalmente infeccion por VIH y enfermedades cronicas.
Ademas, la mayoria de los pacientes se encontraban con tratamiento
antimicrobiano al momento de toma de muestra, lo cual pudo haber afectado en
el desarrollo de microorganismos en las muestras negativas. Esto es ejemplo del
escenario en la vida real, donde un gran porcentaje de los pacientes con infeccion
ya han estado expuestos a antimicrobianos, y los resultados de los estudios
microbiologicos pueden afectarse. Agregar la incubacion en frascos de
hemocultivo, logré rescatar resultados de mas del 80% de las muestras positivas,
y se les dio prioridad para su identificacion directa y en resiembra. En este
escenario que era aparentemente desfavorable para el desarrollo bacteriano, se
lograron resultados prometedores. La pequefia desventaja de la resiembra es
gue incrementa ligeramente el tiempo de identificacion, pero favorece la
identificacion de muestras polimicrobianas e incrementa la capacidad de
diagndstico de las monomicrobianas que no se lograron identificar directamente
de los frascos. Ademas, las bacterias anaerobias identificadas fueron de
crecimiento lento, lo cual podria modificarse agregando el uso a la par de frascos
de cultivo aerobio y anaerobio, favoreciendo el andlisis de resultados a comparar

entre tipos de microorganismos.

En 83.3% de los pacientes destacaron diagndsticos que comprometieron liquido

pleuraly liquido cefalorraquideo (Tabla 4), con resultados citoquimicos relevantes
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en los pleurales (Tabla 6). Los pacientes que dieron resultado de identificaciéon
microbioldgica correspondian a que presentaban glucosa baja y LDH alta. Los
presentes hallazgos son estadisticamente significativos, y se consideraran como
referencia para criterios de seleccién en futuros estudios de liquidos pleurales y
en la practica clinica. Los resultados citoquimicos de liquidos cefalorraquideos no
dieron diferencias significativas (Tabla 7). Una posible razén es que sea etiologia
distinta que no desarrolla en los medios utilizados en el estudio, y que incremente
proteinas y presencia de leucocitos. Ejemplo de esto, es el hallazgo en el
seguimiento de dos pacientes con resultados de MALDI-TOF MS negativos, de
los cuales se documentaron resultados positivos con otros métodos (Coccidioides
immitis por acidos nucleicos, y Mycobacterium tuberculosis por cultivo para
micobacterias). En este tipo de liquidos corporales estériles, estudios de reaccién
en cadena de polimerasa (GeneXpert MTB®, Biofire FilmArray®) pueden ser mas
Utiles en la identificacion rapida de microorganismos sin necesidad de gran

in6culo por ser basado en deteccion de acidos nucleicos.

Alrededor de la mitad de las muestras recolectadas dieron identificacion por
MALDI-TOF MS (Tabla 8). Se identificaron 21 microorganismos, de los cuales el
81% fueron bacterias (Tabla 10), y cerca del 80% de estas dieron un rango alto
de confiabilidad (MALDI Biotyper Puntuacion >2.0). Es importante mencionar que
4 microorganismos identificados fueron levaduras, aun con medio de cultivo que
no son los ideales para hongos. Dos correspondieron a Cryptococcus
neoformans, relacionado a alta mortalidad y necesidad de indicacion de
combinacion de antifungicos sistémicos (anfotericina B mas fluconazol) en
pacientes con VIH. Ademas, se identificé Candida krusei en una paciente con
fluconazol (al cual es resistente), y el reporte favorecio a potencial cambio de
tratamiento por anidulafungina. En el futuro de MALDI-TOF MS, se estima que la
emergencia de bases de datos y aplicaciones complementarias tendrdn mayor
impacto clinico, ya que sera clave para la identificacion de muestras

polimicrobianas, tendra resultados cuantitativos, e identificacion de resistencias.

41



El andlisis de los resultados de tiempo de identificacibn se encontrd
estadisticamente relevante la diferencia de tiempo entre cultivo convencional y
cultivo de resiembra con ajuste a bacterias aerobias. Dichos datos estan limitados
porque el desarrollo de microorganismos fue heterogéneo, y lo ideal es comparar
los tiempos entre el mismo tipo de Dbacterias (aerobios, anaerobios,
fermentadoras, no fermentadoras, etc.), y levaduras (Candida spp, Cryptococcus
sp., etc.). En estudios futuros, se sugiere realizar dicho analisis de resultados, y

con un mayor numero de muestra.

Entre otras limitantes del estudio, esta la cantidad de liquido obtenido de algunas
muestras, sobre todo de liquidos cefalorraquideos. La escasa cantidad en
ocasiones era limitada para realizar todo el proceso y en algunas muestras se le
dio prioridad para inocular en frascos de hemocultivo. Entre otros detalles que
pudieron afectar el estudio, esta el horario operacional del laboratorio, el cual se
encuentra limitado (lunes a viernes, 8 horas diarias). Un horario mas amplio y que
incluya todos los dias de la semana, podrian ayudar a mejorar los tiempos de

identificacion y reporte.

En conclusién, el presente estudio se hace evidente la trascendencia de MALDI-
TOF MS en la practica diaria y en laboratorio de microbiologia, demostrado en su
capacidad diagndstica al rescatar los resultados de muestras de liquidos
estériles, que por métodos convencionales hubiera sido deficiente. Ademas, se
deja base para su aplicacion a futuro en estudios de liquido pleural y
cefalorraquideo, enfocados en reducir de tiempo de inicio o modificacion de los
antimicrobianos a un esquema dirigido y eficaz. En consecuencia, podra
observarse y documentarse impacto clinico con mejor prondstico, reduccion de
morbimortalidad, optimizacion de antibioticos, y reduccion de costos de atencion

en salud.
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