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PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO

CONCORDANCIA ENTRE UN METODO CONVENCIONAL Y UN METODO

DIRECTO PARA LA IDENTIFICACION BACTERIANA EN MUESTRAS DE

HEMOCULTIVOS POSITIVOS POR ESPECTROFOTOMETRIA DE MASAS
(MALDI - TOF MS).

RESUMEN

Introduccion: Las enfermedades infecciosas con mayor indice de morbilidad y
mortalidad en el mundo han sido causadas por infecciones dependientes de
bacterias Gram positivas y Gram negativas, identificables en medios de

cultivos solidos a partir de hemocultivos.

Objetivo: Determinar la concordancia entre una metodologia convencional y
un método directo de diagndstico in-vitro para identificacion bacteriana, en
muestras de hemocultivos positivos, provenientes de pacientes
hospitalizados de la red Clinica Colsanitas de la ciudad de Bogota mediante

plataforma automatizada por espectrofotometria de masas (MALDITOF-MS),

Resultados: El indice kappa arrojé un resultado de concordancia del 68 %

(0,6807) con un valor p=0.000, categorizado como K bueno.
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Se estudiaron las caracteristicas demogréaficas de la poblacién observandose
variaciones en las variables edad, sexo y procedencia, en el estudio se
evidencio una media de edad de 67 afios, en su mayoria sexo masculino, la
mayoria de las muestras provienen de CUC con 71% y el promedio de
tiempo de positividad fue 14 horas, la botella con més positividad es la # 1
con 43%, en las caracteristicas de los microorganismos se encontré que las
bacterias Gram negativas son las de mayor frecuencia con 71% el germen de
mayor frecuencia hallado por las dos metodologias corresponde a E. coli con
33%.

Conclusiones: La metodologia MALDI TOF MS es la mas opcionada en la
identificacion bacteriana por método directo, sin embargo, en nuestro estudio
es necesario mejorar el proceso pre analitico de las muestras antes de su

identificacion para lograr una mayor concordancia

Palabras claves: Cultivo de Sangre, Espectrometria de Masa por Laser de

Matriz Asistida de lonizacién Desorcion.
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1 INTRODUCCION

Trascendentalmente en la ciencia de la microbiologia, especificamente en la
en la bacteriologia, se han venido utilizando métodos fenotipicos para el
diagnéstico de microrganismos asociados a patologias infecciosas en
pacientes con cuadro clinico de bacteriemias. Los agentes infecciosos
encontrados pueden presentar caracteristicas morfolégicas e histoquimicas
en los diferentes medios de cultivo previamente inoculados e incubados; hoy
en dia su identificacion final se hace mediante reacciones bioquimicas y/o
ensayos moleculares especificos para cada especie; sin embargo, esto
conlleva a que cada procedimiento sea dispendioso, de cuidado y de tiempo
prolongado para obtener un resultado satisfactorio. Estos andlisis
microbiolégicos pueden tomar hasta 5 dias en la obtencion de los resultados,

lo cual impacta sobre el prondstico y tratamiento de las infecciones(1,2).

En la rutina clinica existen casos de bacteriemias con dificil tratamiento
debido al aumento en los dias de estancia en la clinica, deficientes procesos
de limpieza y desinfeccion, antibioticoterapia imprecisa, y en ocasiones
tiempos prolongados en la identificacion del microorganismo, debido a las
caracteristicas del aislamiento bacteriano (crecimiento lento, identificacion
imprecisa de las cepas) entre otras limitantes analiticas inherentes a los

métodos de diagnostico in-vitro (1,3).

La implementacion de procesos técnicos mas eficientes en el laboratorio de

microbiologia, con relacion al tiempo y tecnologia de identificacion son de
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gran impacto a nivel diagnostico sobre en algunas dependencias de los
hospitales o clinicas. Por lo anterior, con el presente trabajo se pretende
establecer el grado de concordancia entre un método convencional y un
meétodo directo, con el propdsito de optimizar el tiempo de procedimiento y
mejorar la metodologia de diagndstico IVD para la identificacion bacteriana
en muestras de hemocultivos positivos mediante (MALDI —-TOF MS-)
obteniendo resultados mas oportunos que impactaran de manera positiva el

tratamiento de los pacientes (4,5).
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2 ANTECEDENTES

Las enfermedades infecciosas con mayor indice de morbilidad y mortalidad
en el mundo han sido causadas por infecciones dependientes de bacterias
Gram positivas y Gram negativas, dentro de las cuales tenemos los géneros
Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Enterococcus spp, Corynebacterium
spp, Pseudomonas spp, Acinetobacter spp, Haemophilus spp vy
Enterobacterias respectivamente, identificables en medios de cultivos
provenientes de sangre total durante el procesamiento de hemocultivos.
(3,6,7).

La sociedad esparfiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica
han sido los principales gestores en considerar las guias practicas de
procedimientos y protocolos basicos de estandarizacion y normalizacién de
hemocultivos en los diferentes laboratorios, es por eso, que debido a
importantes cambios en la incidencia y en la etiologia de las bacteriemias y
las fungémias, se utiliza una muestra de sangre total envasada en una
botella denominada hemocultivo la cual es procesada mediante metodologias
manuales tales como: convencionales, bifasicas, lisis de filtracion, lisis de
centrifugacion o metodologias automatizadas como: radiométricos no

radiométricos o de monitorizacion continua.(7)

En las areas de microbiologia en los ultimos afios se han incluido varios
sistemas comerciales que han impactado en la disminucion de manipulacion
manual realizando una agitacion continua de las botellas de hemocultivos y
una monitorizacion permanente en la producciéon de CO, generado por el

metabolismo bacteriano y que reacciona con un material fluorescente situado
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en el fondo del frasco del hemocultivo, lo que modula la cantidad de luz que
es absorbida por un sensor. Los fotosensores miden el nivel de
fluorescencia, que se correlaciona con la cantidad de CO, producida por el
microorganismo. Esta medida es interpretada por el sistema de acuerdo con
unos parametros programados; realizando lectura a todos los frascos cada
10 minutos con notificacion inmediata de los resultados positivos mediante

alarmas luminosas indicando crecimiento o presencia bacteriana (8).

Una vez se evidencia la positividad se procede a realizar un aislamiento
donde inicialmente se realiza una coloracion de Gram y se lleva a cabo la
siembra en los diferentes medios de cultivo para posteriormente hacer la
identificacion basada en caracteristicas bioquimicas y metabdlicas; estas
metodologias han evolucionado con el pasar de los afios, de ser pruebas
totalmente manuales a tecnologias automatizadas basadas en técnicas
genomicas, moleculares y de protedmica las cuales han ayudado a obtener
una identificacibn microbiana rapida y fiable en la industria de la

microbiologia.(4)

Recientemente se ha venido implementando en los diferentes campos de la
microbiologia y de otras areas, una metodologia mucho mas rapida y de gran
efectividad en la identificacion bacteriana basada en el perfil de proteinas
especificamente ribosomales mediante la espectrometria de masas por
MALDI-TOF propuesta hace varios afios. Se han realizado estudios parciales
sobre la efectividad para la identificacion de determinados microorganismos
tales como analisis de hongos, bacterias anaerobias en distintos tipos de
muestras e identificacion de micobacterias en condiciones controladas, pero
existen escasos trabajos publicados que han demostrado el uso efectivo de

este sistema de identificacion en muestras de sangre total por este método
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de identificacion bacteriana el cual tendria un impacto positivo sobre el
tratamiento del paciente.(4,9,10)
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3 MARCO DE REFERENCIA.

3.1 Espectrofotometria de masas

La Espectrometria de masas es una técnica analitica que permite estudiar
compuestos de naturaleza diversa: organica, inorganica o bioldgica;
mediante el andlisis por espectrometria de masas es posible obtener
informacion de la masa molecular del compuesto analizado, asi como
informacion estructural del mismo, o simplemente detectar su presencia y/o
cuantificar su concentracion. Para ello es necesario ionizar las moléculas,
utilizando una separacion cromatografica (HPLC, GC) del inglés (high
performance liquid chromatography and gas chromatography) previa para
obtener los iones formados en fase gaseosa. Este proceso tiene lugar en la

fuente de ionizacion.

Los iones generados son acelerados hacia un analizador y separados en
funcién de su relacion masa/carga (m/z) mediante la aplicacion de campos
eléctricos magnéticos o simplemente determinando el tiempo de llegada a un
detector. Los iones que llegan al detector producen una sefial eléctrica que
es procesada, ampliada y enviada a un ordenador. El registro obtenido se
denomina espectro de masas y representa las abundancias i6nicas obtenidas

en funcion de la relacion masa/carga de los iones detectados. Ver figura 1.
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Canon de aceleradora
electrones

B lones mas pesados
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Haz de iones
positivos

lones mas ligeros

Figura 1. Esquema de un espectrofotometro de masas. Tomado de (11).

3.2 Analizadores (Dispositivos Biomédicos)

Actualmente en el mercado existen diferentes equipos empleados en la

espectrofotometria de masas de uso en el laboratorio clinico (1).Ver tabla 1

Tablal. Espectrofotdmetros existentes en el mercado

Tomada de (1).
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3.3 Maldi MS

El método denominado MALDI-MS (del inglés: Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization-Mass Spectrometry) permite detectar moléculas en un
amplio rango de masas moleculares. Este tipo de ionizacion (junto a la
ionizacion ESI) se conoce como "soft-ionization" ya que permite ionizar
biomoléculas como péptidos y proteinas, sin ruptura durante el proceso.
Existen en el mercado distintos analizadores acoplados a esta fuente de

ionizacion pero es el TOF ("time of flight") el analizador mas comun.(12,13).

3.4 lonizacion por maldi

En este tipo de técnica la muestra se mezcla con la matriz en exceso sobre
una superficie de metal de tal forma que ambas co-cristalizan cuando se
evapora el solvente. Esta preparacion es sometida a pulsos cortos de laser
en alto vacio lo que provoca que la absorcion de energia por parte de la
matriz sea convertida en energia de excitacion y en transferencia de
hidrogenos a la muestra (ionizacion) dando lugar, normalmente, a especies
mono cargadas. El area irradiada, de unas pocas micras, se calienta dando

lugar a la desorcion de los iones de fase sélida a fase gaseosa (14).

3.5 Analizador en tiempo de vuelo (en inglés, Time Of Flight).

El TOF es el analizador que mas comunmente se acopla a la fuente MALDI,

la determinacion de la masa en una region de alto vacio se realiza mediante
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una medida muy precisa del periodo de tiempo desde la aceleracion de los
iones en la fuente (source) hasta que impactan con el detector (15).

El hecho de que la ionizacibn por MALDI permita detectar moléculas
termolabiles, como son las proteinas, de forma intacta, la incluye dentro de
los métodos de ionizacién suave (“soft-ionization”). No obstante, durante el
proceso de aceleracion o durante el “vuelo” a través del tubo, se da un
proceso de descomposicion denominado PSD (“Post Source Decay”). El
andlisis de los iones que se producen mediante este fenébmeno proporciona
una informacioén estructural de la molécula original muy util, para lo cual es
necesario separar estos fragmentos. En un analizador de tipo linear esto no
es posible ya que los iones formados por PSD tienen la misma velocidad que
el ion original y viajan juntos hasta el detector; para separarlos se emplean
analizadores de tipo reflector que trabajan con voltajes variables para
finalmente obtener un Unico espectro de fragmentacion-PSD compuesto de
tantos espectros como Vvoltajes empleados, que se pegan con ayuda

informatica (13).

3.6 Hemocultivo

Se define como volumen de sangre obtenido en un recipiente, vial o frasco;
por puncion venosa periférica o por arrastre desde el lumen de un catéter,
que es inoculado en un medio liquido enriquecido, e incubado a 35°C para
detectar desarrollo de microorganismos causantes de bacteriemia o sepsis.
En el caso de hemocultivos automatizados, la muestra de sangre inoculada,
es incubada en un equipo que hace lecturas peridédicas para detectar

evidencias de metabolismo bacteriano(8,16).
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3.6.1 Clasificacion.

Segun la finalidad los hemocultivos se pueden clasificar teniendo en cuenta
el tipo de paciente de acuerdo a su edad y estado patolégico, lugar de
obtencion de la muestra, microrganismo a estudiar y metodologia a

utilizar(8). Ver figura 2.

| CLASIFICACION DE LOS HEI'.-D:LIL'I'I'-,"OSI
| |
SEGUN TIPC DE SEGUN LA
MICROORGAMISMO METIODOL iS4,

SEGUM TIPOD
DE PACIENTE

SEGLUN TOMA
DE LA MUESTRA

[
[

Pediatrico Centrales

Bacterias || Manuales
aercbicas

Adulte Perifericos Batterias Semi-

anasrobicas |  automatizados

I

Bactenas Automatizados
Fastidiosas

In munccompetentes

Inmuncsupnimido Micchactenas

L
Q01

Homgos

Figura 2. Clasificacion de hemocultivos segun su finalidad. Tomada de
(12).
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3.7 Identificaciéon bacteriana

Se define como el reconocimiento de un género o0 especie bacteriana
mediante caracteristicas morfoloégicas de agrupacion, afinidad en la
coloracion de Gram, reacciones metabdlicas, quimicas y enzimaticas
utilizando medios de cultivos puros, coloraciones supra vitales y reactivos

especificos para determinar su identificacion.(17).
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4 DISENO METODOLOGICO

4.1 Universo, poblacién y muestra.

4.1.1 Universo.

Pacientes con solicitud medica de hemocultivo, recepcionados en el area de
microbiologia del laboratorio central de referencia de la Clinica Colsanitas

S.A., en la ciudad de Bogota.

4.1.2 Poblacion.

La poblacion objeto de donde se tomé la muestra para este estudio
corresponde a 1.300 muestras de hemocultivo que en promedio son
recibidas durante un mes en el area de microbiologia del laboratorio central
de referencia de la Clinica Colsanitas S.A., en Bogota, de las cuales, cerca
de 216 son positivas y se aisla algin germen de interés clinico.

4.1.3 Muestra.

La muestra estuvo conformada por 100 hemocultivos positivos, que cumplian
con los criterios de inclusion (ver tabla 2) y que fueron procesados en el
equipo BacT/ALERT 3D® en el area de microbiologia del laboratorio central
de referencia de la Clinica Colsanitas S.A., en Bogota, Los hemocultivos

seriados fueron tomados con intervalo de toma de muestra de 20 minutos
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entre una botella y la otra; y provenian de pacientes mayores de edad

hospitalizados en los diferentes servicios de las clinicas: Clinica Reina Sofia
(CRS), Clinica Universitaria Colombia (CUC) y clinica calle 103 (CALLE 103)

durante los meses de enero y febrero de 2018.

Se emple6 un muestreo no probabilistico, consecutivo y a conveniencia,

siguiendo las recomendaciones dadas por el Instituto de Estandares de

Laboratorio y Clinica (en inglés, CLSI), en el documento técnico descrito para

validacion de pruebas para diagnostico IN VITRO (en inglés, IVD). (18)

Tabla 2. Criterios de inclusion y exclusion

CRITERIOS DE INCLUSION.

CRITERIOS DE EXCLUSION.

e Pacientes con orden médica
de hemocultivos seriados (3
muestras), provenientes de
clinica Reina Sofia, Clinica
Universitaria  Colombia vy
clinica calle 103 de la ciudad
de Bogota.

e Hemocultivos positivos
previamente incubados por
equipo BacT/ALERT 3D®

e Hemocultivos positivos con
Mono bacterias previamente

observados mediante

¢ Hemocultivos positivos
provenientes de otros centros
de la organizacion, clientes
externos, unidad renal vy

ciudades

e Hemocultivos positivos con
mas de una forma bacteriana
observado en coloracion de

Gram.

e Hemocultivos positivos con
presencia  compatible de

estructuras fungicas mediante
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coloracion de Gram. coloraciéon de Gram.

4.2 Hipotesis y variables.

4.2.1 Hipotesis.

En el campo de la microbiologia se pueden identificar un sin nimero de
microorganismos empleando diferentes técnicas 0 metodologias; sin
embargo, cada vez mas se pretende realizar analisis rapidos y efectivos con
el objeto de mejorar la oportunidad de respuesta en la entrega de resultados,
permitiendo generar un establecimiento rapido y adecuado de la terapia

antibiotica. Por tanto, se plantea como hipotesis de este trabajo:

Ho: el método directo no es concordante con el método convencional para la
identificacion bacteriana a partir de hemocultivos positivos por MALDI-TOF.,

y no presentan ventaja sobre el método convencional

Ha: el método directo para identificacion bacteriana a partir de hemocultivos
positivos por MALDI-TOF presenta una ventaja sobre el método

convencional.

4.2.2 Variables.
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Para la realizacion de este trabajo se estudiaron variables demograficas,

dentro de las cuales estan; sexo, edad y lugar de procedencia de la

muestras; variables relacionadas con las caracteristicas del hemocultivo,

dentro de las cuales se incluyeron: numero de la botella positiva (botella 1,

botella 2 6 botella 3); clasificacion bacteriana (Gram positivo, Gram negativo)

y morfologia bacteriana (coco, bacilo, diplococo, coco en racimo); y

metodologia de identificacion bacteriana (convencional -Vitek MS® 6 método
directo Vitek MS®. Ver tabla 3.

Tabla 3. Variables a estudiar.

VARIABLES | OPERALIZACION | TIPO UNIDAD O ESCALA DE
MEDICION
Sexo Masculino Cualitativa | 1=masculino
Femenino Nominal 2= femenino
Edad Edad simple Cuantitativa | Ailos cumplidos
nominal
Procedencia | Lugar de | Cualitativa | 1= Clinica Reina Sofia
hospitalizacion del Nominal 2= Clinica universitaria

paciente al que le
fueron tomadas
las ordenes de
hemocultivo que

arrojaron

Colombia

3= Clinica calle 103
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posteriormente

resultado positivo.

Numero

botella

de
de

hemocultivo

Botella 1: Primera
botella tomada

Botella 2: botella
tomada 20
minutos después

de la primera.

Botella 3: botella
tomada 20
minutos después

de la segunda

Cuantitativa

nominal

1= hemocultivo 1
2= hemocultivo 2

3= hemocultivo 3

Clasificacion

bacteriana

Clasificacion  de
los

microorganismos
segun su reaccién
al colorante de

Gram.

Cualitativa

Nominal

1= Gram positiva

2= Gram negativa

Morfologia

bacteriana

Forma y tamafo
gue presentan los
microorganismos

al ser visualizados
en microscopio
(100X) con ayuda

de la tinciébn de

Cualitativa

Nominal

1=cocos Gram positivos
2=cocos Gram negativos

3=cocos Gram positivos en

racimo

4= cocos Gram positivos
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Gram.

en cadena
5= bacilos Gram positivos

6=bacilos Gram negativos

Germen Especie y género | Cualitativa | 1= no identificado
Identificado | de la identificacion | \;0ina 2= Acinetobacter Iwoffii
por por el método
. , 3=E.coli
metodologia | convencional
i L, 4=K. pneumoniae
convencional Se asigno Y
Vitek MS® numeracién  de 5=P. aeruginosa
acuerdo a los 6=S. marcescens
érmenes ue
J a 7=S. aureus
iban siendo
identificados. 8=Listeria monocytogenes
9=Campylobacter jejuni
10=Enterococcus faecalis
11=Propionibacterium
acnes
12=Staphylococcus capitis
13=staphylococcus
epidermides
14=Streptococcus
constellatus
15=Enterobacter cloacae
16=Doble poblacién
Germen Especie y género | Cualitativa | 1= no identificado
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identificado de la identificacidon | Nominal 2= Acinetobacter Iwoffii

por método | por el método 3=E.coli
directo Vitek | directo.
4=K. pneumoniae
MS®

Se asigno

L, 5=P. aeruginosa
numeracion de

acuerdo a los 6=S. marcescens
gérmenes  que 7=S.aureus
iban siendo

) - 8=Enterobacter cloacae
identificados.

4.3 Analisis estadistico.

Se realizé un analisis descriptivo de las variables de interés y por medio de la
prueba de Shaphiro Wilk se establecié la distribucién de los datos del
estudio. Las variables cualitativas se reportaron como frecuencias absolutas
y relativas y se resumieron en tablas de frecuencia, histogramas, graficos de
barra y graficos de caja segun el caso. Para el objetivo principal se estimo el
indice Kappa (k), estableciendo un nivel minimo aceptado del 0,85 (85%) y
un nivel de desempefio esperado entre 0,95-1 (95-100%). Ademas, para su
interpretacion se tuvo en cuenta la siguiente categorizacion, de acuerdo a la
concordancia de las metodologias analizadas: Pobre k < 0.20; débil k: 0.21 —
0.40; Moderada «k: 0.41 — 0.60; Buena «k: 0.61 — 0.80; y Muy buena: 0.81 —
1.00 (19).

Para la realizacibn de comparaciones entre los grupos se emplearon las

pruebas de Mann Whitney y de Kruskall Wallis. Se establecieron como
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diferencias estadisticamente significativas aquellas que presentaron una p
<0.05. Todos los datos fueron analizados en Stata v. 13.0.

4.4 Teécnicas y procedimientos.

4.4.1 Tomay remision de muestras de hemocultivos.

Una vez recibida la orden médica para hemocultivo , se procedié a tomar y
remitir las muestras de hemocultivos de acuerdo al protocolo establecido en
el manual de toma de muestras microbioldgicas de la secretaria de salud de
Bogota (20) y al procedimiento de preparacion y remision de muestras de
laboratorio y patologia del laboratorio clinico sanitas (21) .Ver figura 3,

anexos ly 2.

Paciente hospitalizado

con orden medica de

hemocultivos

Toma de muestra de Recepcion, verificacion Remision y transporte
hemocultivos segln e ingreso al sistema de muestra segun
procedimiento técnico omega ERP version1.0 procedimiento

establecido

Figura 3. Flujograma de toma y remision de muestras de hemocultivos,

elaboracion propia realizada el dia 15 de mayo de 2018.

4.4.2 Procesamiento de hemocultivos por metodologia estandarizada

convencional a partir de colonias en fase sélida por MALDI TOF.
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La recepcion, verificacién y procesamiento de los hemocultivos (incubacion,
positividad, aislamiento, incubacién en medio solido e identificacion de
colonias) se realiz6 de acuerdo al instructivo técnico para el procedimiento de
hemocultivos del laboratorio clinico de la Clinica Colsanitas, e instructivo
técnico de uso de equipos de la casa comercial Biomerieux® (22,23)Ver

figura 4, anexo 3y 4.

Procesamiento de hemocultivos por metodologia conwencional a
partir de colonias en fase solida por MALDI TOF.

Recepcion de muestra

Dar entrada en equipo BacT/ALERT 3D

Codigo de barras

Numerp de peticin

Asipnacion de pozo de
incubacion
ldentificacion de pacients

Incubacian y monitorizacion permanente

Alarma de positividzd

Se desecha al 5

dia de incubacion Identificacion

Se extraen 4
bacteriana

cm de
muestra de
la bot=lla
Se hace coloracion Se realiza sembrado en
de Gram sgar Sangre, chocolate,
Mac Conkey
Lectura y pruehas 5e incuban a 35 +-0.2

D?r"'a_:"_:m complementarias *C por 24 horas
s IEr-:!RI:-pII:i

Las colonizs obtenidzs
se identifican por MALDI
TOF

Reportar al
servicio o .
- Resultzdo obtenido
medico
tratanibe
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Figura 4. Esquema de procesamiento de hemocultivos por metodologia
convencional a partir de colonias en fase solida por MALDI TOF Fuente:

elaboracion propia realizada el dia 15 de mayo de 2018.

4.4.3 Procesamiento de hemocultivos por metodologia directa a partir
de muestra liqguida por MALDI TOF.

Para el proceso de identificacion bacteriana de hemocultivos positivos por la
metodologia directa se escogieron por conveniencia 100 muestras segun los
criterios descritos anteriormente durante los meses de enero y febrero de
2018 y se procesaron de acuerdo al procedimiento adaptado para la

investigacion. Ver figura 5 y anexo 5.

Procesamiento de hemocultivas por metodologia directa 2 partic

de muestra liquida por MALDI TOF.

Recepeion de muestra

= Cidigo de barras
= Numero de peticiin
» ldentificacion de pacients

Se desechaal 5
dia de incubacion

Se hacen 3 lavadas
centrifugando a 4.000
rpm 10 minutos
destitada

m

o =
onta
‘ Resultado obtenide

37



Figura 5. Esquema de procesamiento de hemocultivos por metodologia
directa a partir de muestra liquida por MALDI TOF elaboracion propia

realizada el dia 15 de mayo de 2018.

4.4.4 Proceso de recoleccién y sistematizacion de la informacién

La informacion necesaria para el desarrollo del proyecto se tomo del software
OMEGA ERP® version 3.0, empleado en el laboratorio clinico de la Clinica
Colsanitas para el registro de pacientes y pruebas solicitadas, una vez se
obtuvieron los datos demograficos de los pacientes incluidos en el estudio se
realizé una tabla en Excel que contenia tres partes fundamentales; la primera
donde se registraron los datos consecutiva y cronolégicamente de acuerdo a
la fecha de obtencién de las muestras, datos basicos del paciente, nUmero
de muestra a analizar y la procedencia, la segunda ; donde se registro la
informacion relacionada con incubacion, tiempo de incubacién al momento de
generar alarma de positividad y datos arrojados por la coloraciéon de Gram, y
finalmente en la tercera parte, se registré la informacién obtenida por el
método convencional y el método directo de la identificacion bacteriana por
MALDI TOF MS, una vez diligenciada la informacion se codificaron las

variables y se paso por el programa Stata v. 13.0 para el andlisis estadistico.

45 Consideraciones éticas

El disefio de este estudio se realiz6 de acuerdo con la Declaracién del
Helsinki, con el marco normativo vigente para Colombia, el cual corresponde
a las Resoluciones N° 2378 de 2008 y N° 8430 de 1993 del Ministerio de

Salud y en conjunto con las pautas éticas para la investigacion en salud
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promulgadas por Organizacion Mundial de la Salud, se considera que esta
investigacion se encuentra categorizada como “SIN RIESGO”.
Adicionalmente, de acuerdo con el articulo 11 de la resolucién 8430 de 1993,
se cumple con lo descrito en el numeral que describe “Investigacion sin
riesgo”, porque el Vitek MS® es un dispositivo biomédico con certificacion
IVD para muestras humanas segun INVIMA y el presente estudio no tiene
alcance para validar una condicion adicional a lo certificado por el proveedor

frente a este ente de control.

Asi mismo, no se tomaron ni se modificaron las decisiones clinicas con los
resultados de la prueba alterna (MALDITOF-MS / Vitek MS®) porque estos
datos no fueron conocidos por el médico tratante ni el usuario y se continuo
con el flujo normal de atencion a través de los resultados validados en el
sistema de informacién del laboratorio. Ademas, no se realizaron
modificaciones de las variables biologicas o fisioldgicas; solamente con los
reportes de la prueba rutinaria y convencional por el método convencional, el
médico tratante sigui6 con su conducta clinica, tal como se hace

actualmente.

Otro aspecto, por lo cual se realizé de forma prospectiva el presente estudio,
es para garantizar la validez interna de la prueba dado que se mantienen las
condiciones habituales pre analiticas de las muestras y se evitan resultados
inesperados por variables no controlables o desconocidas cuando esta
prueba entre en la produccién o en la rutina diaria del area de microbiologia
del Laboratorio Central de Referencia del Laboratorio Clinico Sanitas.
Ademas, el presente el protocolo mantiene los parametros habituales
establecidos por los estandares internacionales para laboratorios clinicos, los
cuales son dictaminados por el CLSI (18) y asi mismo, han sido adoptados
por la normatividad colombiana para los procesos de habilitacion y

acreditacion, en cuanto a la validacion y concordancia de nuevas
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metodologias alternas para diagnéstico IVD garantizando la prestacién de un
atencién segura y esté acorde con los desarrollos tecnologicos para este
mismo campo. Por lo tanto, no requiridé consentimiento informado de los
participantes. Ademas, el protocolo de estudio fue sometido para evaluacion

ética al Comité Institucional de Etica en Investigacion (CIEI).

Por ultimo, se mantuvo la confidencialidad de la informacion al asignar un
codigo consecutivo a cada registro que cumplié los criterios de elegibilidad y
no se utilizd ni el nombre ni el nimero de identificacion de las muestras
incluidas en ningdn momento, manteniendo la confidencialidad del paciente
donde provenian las muestras. Los datos solamente se publicaran cuando

concluya el estudio y de forma consolidada.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas demograficas de la poblacion

En el analisis del comportamiento demografico de la poblacion se observaron

variaciones en cuanto a las variables edad, sexo y procedencia.

5.1.1 Distribucién de la variable edad.

La variable edad presentd una distribucion no normal, (prueba de Shaphiro
Wilk: p = 0.003). Ver Tabla 4.

Tabla 4 distribucion de los datos segun analisis de Shaphiro Wilk

. sWwilk EDAD
Shapiro-Wilk W test for normal data
Variable Obs W v z Prob=z
EDAD ‘ lga 8.95932 3.359 2,688 0.08360

La media para la edad de la poblacion estudiada corresponde a 67 afios, con

una desviacion estandar de +/- 14.70 afios, un indice de asimetria de 0.51 y
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un indice de curtosis de 2.71, observdndose una curva leptocurtica, con
distribucion asimétrica negativa. Ver Tabla 5, Figura 6.

Tabla 5. Analisis de variable edad.

. sum EDAD,d
EDAD
Percentiles Smallest
1% 30 23
5% 37.5 37
18% 49 37 Obs lg@
25% 58 37 Sum of Wgt. lea
50% 67 Mean 67.13
Largest Std. Dev. 14.70495
75% 88.5 87
Q% 85 88 Variance 216.2355
05% 86.5 89 Skewness -.51B6975
00% 89.5 a9 Kurtosis 2.711584

1500

500

0

FRECUEMNCILA
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Figura 6. Distribucion de la edad en la poblacion de estudio.

La edad por sexo es diferente y es estadisticamente significativa ya que la
prueba no paramétrica de Mann Whitney arrojé una p = 0.0073. Ver Tabla 6,

Figura 7,

Tabla 6. Analisis de Mann Whitney edad /sexo

ranksum EDAD,by{VARIABLESEXO)

Two-sample Wilcoxon rank-sum {(Mann-Whitney) test

VARIABLESEXD obs rank sum expected
1 6l 2784 30ER.5
2 39 2346 1969.5
combined laa sesae sesae
unadjusted variance 20023.25
adjustment for ties -4@.61
adjusted variance 19982 .64
Ho: EDAD{VARIAB~0==1) = EDAD{VARIAB~D==2)
z = =2.663

@.ea77

Prob = |z|
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Distribucién de la Edad por Sexo en la Poblacién de Estudio

o
o -
=

80

Eggd

20

Figura 7. Distribucién edad por sexo en la poblacion de estudio.

5.1.2 Distribucién de la variable sexo.

Al realizar el andlisis de la distribucion de la variable sexo se determiné que

la mayor parte de la poblacion del estudio es de sexo masculino. Figura 8.

DISTRIBUCION DE SEXO

70%

61%

60%

50%

40%

30%

FRECUENCIA

20%

10%

0%
MASCULUMNO FEMENINO

M Seriesl 61% 39%
SEXO

Figura 8. Distribucion de la variable sexo en la poblacion de estudio.
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Del 61 % analizado del sexo masculino, se pudo evidenciar que existe una
media de edad de 63,88 afios con una desviacion estandar +/- 15.60 afos, y
del 39% del sexo femenino la media de edad fue de 72.2 afios con una

desviacion estandar +/- 11.65. Ver Tabla 7.

Tabla 7. Distribucion de la media de edad por sexo.

. bysort VARIABLESEXO:sum EDAD,d

—-= WARIABLESEXD = 1

EDAD
Percentiles Smallest
1% 23 23
5% 37 37
18% 43 37 Obs Bl
25% 55 37 Sum of Wat. Bl
50% 1+ Mean 63.BB525
Largest S5td. Dew. 15.6@0832
T5% TG BS
0R% B4 BT Variance 243 .3699
05% BS BT Skewness -.35B6424
00% B9 BO Kurtosis 2.458634
—-= WARTABLESEX0D = 2
EDAD
Percentiles Smallest
1% 51 51
5% 51 51
18% 55 51 Obs 39
25% B3 55 Sum of Wat. 39
50% 73 Mean T72.28513
Largest S5td. Dew. 1l.65182
T75% B4 BB
SB% BB BB Variance 135.7463
05% BB BB Skewness -.3514343
00% Se Se Kurtosis 1.963272
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La diferencia en las medianas de edad entre hombres y mujeres son

estadisticamente significativa con un valor p=0.007. Ver Tabla 8.

Tabla 8. Distribucion de la mediana de edad por sexo.

ranksum EDAD, by (VARIABLESEXO)

Two—-sample Wilcoxon rank—-sum (Mann-wWhitney) test

VARIABLESEXD obs rank sum expected
1 Bl 2784 Igga.5
2 39 2346 1969.5
combined lae@ sese 5a58
unadjusted wvariance 20023.25
adjustment for ties -4@.61
adjusted wariance 19982.64
Ho: EDAD{VARIAB--0==1) = EDAD{VARIAB~0==2)
z = =—2.663

Prob = |z| 0.0877

5.1.3 Distribucion de la variable procedencia.

La distribucién observada fue: Clinica Reina Sofia (CRS) con una frecuencia
de 25 % de muestras estudiadas, Clinica calle 103 con 4% y finalmente la
Clinica Colombia (CUC) con 71%. Ver Tabla 9, Figura 9.
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Tabla 9.Analisis de la variable procedencia

tab procedencia

procedencia Freqg. Percent Cum.
1 25 25.00 25.00
2 71 71.00 96.00
3 4 4.00 100.00
Total 100 100.00

DISTRIBUCION DE PROCEDENCIA
80%
71%
70%

60%

ZE so%
=
5 40%
(w]
w
o 30% 25%
20%
10% a%
0% | E—
CRS Ccuc CALLE 103
M Series1 25% 71% 4%

PROCEDENCIA

Figura 9. Distribucién de variable procedencia.

5.1.4 Distribucion de variable tiempos de incubaciéon de las muestras
de hemocultivos
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El tiempo de incubacion presentd una distribucion no normal, prueba de
Shaphiro Wilk (p= 0.000). Ver Tabla 10.

Tabla 10. Distribucion tiempo de incubacion

. swilk tincubacion
Shapiro-Wilk W test for normal data

Variable Obs W WV z Prob=z

tincubacion ‘ lee @.46575 44.118 g.400 0.6ee00

La mediana fue 14 horas, se evidenciaron valores extremos que oscilaron
entre 5 horas como minimo y 120 horas como maximo arrojando una curtosis

de 46.58 (platicurtica). Ver Tabla 11.

Tabla 11. mediana tiempo de incubacion.

. sum tinc, d

tinc

Percentiles Smallest

% 5.5 5

5% 8 6
10% 10 7 Obs 100
25% 11 7 Sum of Wgt. 100
50% 14 Mean 16.43
Largest Std. Dev. 12.69316

75% 17 35
90% 23 48 Variance 161.1163
95% 28 55 Skewness 5.963871
99% 87.5 120 Kurtosis 46.58923
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5.1.5 Distribucién de variable numero de botella de hemocultivo

positivo.

Para el analisis de hemocultivos, se obtuvieron n=100 muestras positivas,
recolectadas dentro de los meses de enero y febrero de 2018, se obtuvo la
siguiente distribucién: frecuencia de botella de hemocultivo N.1 (43%), de
botella de hemocultivo N.2 (33%), y de botella de hemocultivo N.3 (24 %).
Ver Tabla 12, Figura 10.

Tabla 12. Andlisis de variable numero de botella de hemocultivo

positivo .

. tab VARIABLENUMERODEMUESTRA

VARIABLE
MUMERD DE
MUESTRA Freg. Percent Cum.
1 43 43.08 43.00
33 33.08 76.00
24 24.08 100.08@
Total 1@0 1@0.88
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BOTELLA DE HEMOCULTIVO POSITIVO

50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

43%

33%

24%

PORCENTAJE DE POSITIVIDAD

hemocultivo 1 hemocultivo 2 hemocultivo 3
M Seriesl 43% 33% 24%

NUMERO DE BOTELLA

Figura 10. Distribucién de numero de botella hemocultivo positivo
empleada en el estudio.

5.2 Caracterizacion de los microrganismos hallados en los
hemocultivos positivos de acuerdo a su coloracién de Gram por su

afinidad y morfologia

De acuerdo a los hemocultivos positivos encontrados en este estudio, se
realizaron ensayos microbiol6gicos donde se determinaron las siguientes
variables: clasificacibn microscopica por coloracion de Gram, morfologia
bacteriana, identificacion bacteriana por método convencional e identificacion

bacteriana por método directo.

5.2.1 Clasificacion Bacteriana por Coloracion de Gram.
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Con la coloracion de Gram se determind que la poblacion bacteriana con
mayor frecuencia en la poblacién de estudio fue la de bacterias Gram
negativas (71%), seguida de Gram positivos (29%). Se establecio que el
tiempo de incubacion de acuerdo a la coloracion presentoé diferencias

significativas (Prueba de Mann Withney: p=0.032). Ver Tabla 13, Figura 11.

Tablal3. Distribucion bacteriana por coloracion de gram

ranksum tinc, by (clasbac)

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

clasbac obs rank sum expected
29 1745 1464.5
2 71 3305 3585.5
combined 100 5050 5050
unadjusted variance 17329.92
adjustment for ties -154.94
adjusted variance 17174.97
Ho: tinc(clasbac==1) = tinc(clasbac==2)
z = 2.140
Prob > |z]| = 0.0323
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DISTRIBUCION POR COLORACION DE GRAM

80%

71%

70%
60%
50%
40%

25%
30%

PORCENTAJE

20%
10%

0%
GRAM POSITIVO GRAM NEGATIVO

W Series1 29% 71%
CLASIFICACION BACTERIANA

Figura 11. Distribucién de variable clasificacion bacteriana mediante

coloracién de Gram.

5.2.2 Distribucién de variable morfologia bacteriana

Mediante la coloracion de Gram se determind que el 71% de las muestras
correspondian a Bacilos Gram negativos, seguido de cocos Gram positivos
en racimo con un 22% vy finalmente las demas formas bacterianas Gram
positivas; como: cocos sueltos, cocos dispuestos en cadena y bacilos, con
porcentajes inferiores al 3%. Al analizar el tiempo de incubacién por tipo de
morfologia bacteriana se evidencia que no hay diferencias entre los grupos,
prueba de Kruskal Wallis: p 0.073. Ver Tabla 14, Figura 12.

Tabla 14.Distribucién de variable morfologia bacteriana.
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. kwallis tinc, by (tipobac)

Kruskal-Wallis eqgquality—-of—-populations rank test

tipobac Obs Rank Sum
1 3 159.00
3 22 1241.50
4 1 99.00
5 3 245 .50
6 71 3305.00

chi-sgquared

probability

chi-sguared
probability

8.553 with 4 d.f.
0.0733

with ties = 8.630 with 4 d.f.
= 0.0710

DISTRIBUCION MORFOLOGIA BACTERIANA

g BACILOS GRAM NEGATIVOS 71%
g BACILOS GRAM POSITIVOS m 3%
E COCOS GRAM POSITIVOS EN CADENA 1 1%
g COCOS GRAM POSITIVOS EN RACIMO  nemeemms 22%
R COCOS GRAM NEGATIVOS 0%
O]
Qo COCOS GRAM POSITIVOS == 39
o
o 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%
o
= COCOS GRAM | COCOS GRAM
COCOS GRAM  COCOS GRAM POSITIVOS EN | POSITIVOS EN BACILOS GRAM BACILOS GRAM
POSITIVOS NEGATIVOS RACIMO CADENA POSITIVOS NEGATIVOS
® Series1 3% 0% 22% 1% 3% 71%
PORCENTAIJE

Figura 12. Distribucién de variable morfologia bacteriana
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5.2.3 Distribucién de variable Germen identificado mediante metodo
convencional Vitek MS®

Luego de la incubacién e identificacion por el método_convencional utilizando
agar en fase solida se pudo encontrar que la mayor poblacion bacteriana
identificada fue E. coli con un 35%, seguido de S. aureus con un 13 %, P.
aeruginosa con un 11%, K. pneumoniae con un 7%, S. marcescens con un
6%, y el restante de microrganismos inferior a un 3%. Ver Tabla 15, Figura
13.

Tabla 15.Distribucién de variable Germen identificado mediante metodo

convencional Vitek MS®

tab germenfgar

germenfgar Freq. Percent Cum.
2 3 3.8 3.0
3 35 35.088 3.8
4 F T7.88a 45 .88
=] 11 ll.@@ 5b.28
=] B G.Ba B2 .88
T 13 13 .88 F5.08
B 2 2.08 FT.08@
o 2 2.08 To.0a
1@ 3 3.8 B2 .08
11 1 l.88 B3 .8
12 2 2.28a E5.@@
13 [+ b.2a 9l1.@8
14 2 2.08 G3.08
15 B G.Ba 99 .0a
16 1 l.08 lep.aa
Total laa lep.a@
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DISTRIBUCION IDENTIFICACION BACTERIANA
PREVIA INCUBACION EN AGAR

DOBLE POBLACION 1%
ENTEROBACTE R CLOACAE 695
STREPTOCOCCUS CONSTELLATUS 2%
STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS 695
<ZE STAPHYLOCOCCUS CAPITIS 2%
% PROPIONIBACTERIUNM ACNES 1%
% ENTEROCOCCUS FAECALIS 3%
% CAMPY LOBACTER JEIUNI 2%
g LISTERIA MONOCYTOGENES 2%
g STAPHYLOCOCCUS AUREUS 13%
E SERRATIA MARCESCENS 6%
PSEUDOMOMNAS A ERUGI NOSA 11%
KLEBSIELLA PNEUMORMNI AE 7%
ESCHERICHIA COLI 35%
ACINETOBACTER LWOFFII 3%

0% 5% 102 15% 20% 25% 30% 35% 40%
FRECUENCIA

Figura 13. Distribucion de variable Germen identificado mediante
metodo convencional Vitek MS®

5.2.4 Distribucién de variable gérmen identificado por metodo directo

A partir de los hemocultivos positivos analizados por el método directo se
encontré que la mayor poblacion bacteriana identificada fue E. coli con un
33%, seguido de microrganismos no identificados en un 25%, S. aureus con
un 13 %, P. aeruginosa con un 11%, K. pneumoniae con un 7%, S.
marcescens con un 6%, y el restante de microrganismos inferior a un 3%.
Ver Tabla 16, Figura 14.
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Tablal6. Distribucion de variable gérmen identificado por

directo.

MICROORANISMO IDENTIFICADO

. tab germendirecte

germendirec
to Freg. Percent Cum.
1 25 25.00 25.08
2 3 3.00 28.09
3 33 33.00 61.88
4 7 7.088@ 6E.88
5 11 11.@@ 79.088
E B 6.0@ B5.00
7 13 13.00 ge.o@
B 2 2.00 lp@.ee0
Total lge@ lee.oe

DISTRIBUCION IDENTIFICACION BACTERIANA EN
MUESTRA DIRECTA

ENTEROBACTERCLOACAE =
STAPHYLOCOCCUS AUREUS msss 13%

2%

SERRATIA MARCESCENS e 69,
PSEUDOMONAS AERUGINOSA s 11%
KLEBSIELLA PNEUMONIAE o 7%

ESCHERICHIACOLI N 339%

ACINETOBACTERLWOFFII w3

NO IDENTIFICADO s . 25%

0%

5%
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Figura 14.Distribucion de variable gérmen identificado por metodo
directo

5.2.5 Tiempos entre la alarma de positividad y el procesamiento directo

de hemocultimos positivos

El tiempo medio transcurrido entre la alarma de positividad emitida por el
equipo y el procesamiento de la muestra por el método directo es diferente al
observado con el tiempo de los aislamientos obtenidos por el método contra

el que esta comparando, prueba de Mann Withney: p=0.003. Ver tabla 17.

Tabla 17. Tiempos entre la alarma de positividad y el procesamiento

directo de hemocultimos positivos

ranksum tiempotramscurrideo,by {(concor)

Two—sample Wilcoxon ramk—-sum (Mann-wWhitney) test

Concor obs ramk sum expected
1 75 3415 37B7.5
2 25 1635 1262.5
combined laa 5a58 585e
unadjusted wariance 15781.25
adjustment for ties -7 .20
adjusted wvariance 15774 .85
Ho: tiempo~oflconcor==1l) = tiempo~olconcor==2]
z = =2.966
Prob = |z| = B.0@38
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5.3 Concordancia entre los dos métodos de analisis para la

identificacion bacteriana en hemocultivos positivos por MALDI-

TOF.

Para analizar la concordancia entre los dos métodos de identificaciéon se

utilizé la prueba estadistica indice Kappa, utilizando el software Stata v. 13.0

el cual arrojo el siguiente resultado:

Expected
Agreement Agreement Kappa Std. Err. Z Prob>Z
73.00% 15.43% 0.6807 0.0357 19.05 0.0000

El indice kappa arroja un resultado de concordancia del 68 % (0,6807) con un

valor p=0.000, encontrandose en la categoria de bueno segun el indice de

concordancia de indice kappa. (19).
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6 DISCUSION

Las infecciones producidas por bacterias son una de las principales causas
de muerte y de mayor impacto a nivel clinico y hospitalario. Los
hemocultivos, aunque tengan baja sensibilidad, siguen siendo el examen
paraclinico idoneo para confirmar bacteremias; aunque hoy en dia se
correlaciona en un 98% con la Procalcitonina como lo afirma Buffy G De (24)
en su estudio sobre sensibilidad de la Procalcitonina y su relacion con
hemocultivos, dado que los resultados no son oportunos debido a la
complejidad de su andlisis siendo fundamental para establecer una terapia
eficaz en los procesos infecciosos por bacterias, en el estudio de Cattani y
Posse (25) se afirma que entre mas eficiente sea el diagnostico etiologico de
la bacteriemia, la supervivencia de los pacientes se aumenta en un 8%

favoreciendo la evolucién e inicio de tratamiento.

En este estudio se pudo evaluar la concordancia entre dos métodos
analiticos de identificacibn bacteriana (método convencional previa
incubacion en agar y un método directo a partir de botellas con hemocultivos
positivos) por espectrofotometria de masas MALDI TOF. Cattani y Posse en
su estudio concluyen que el MALDI TOF MS directo de hemocultivos
positivos reduce de forma notoria el tiempo de identificacion de especies lo
cual se asocia al 11.3% de incremento en la proporcion de los pacientes que
recibieron terapia antibidtica antes de 24 horas de positivizacion del
hemocultivo. Si bien en este estudio no se logré obtener la concordancia
esperada (indice Kappa (k) minimo aceptado del 0,85 (85%) y un nivel
desempefo esperado entre 0,95-1 (95-100%)), se muestra que el empleo de
un método directo es bueno y susceptible de mejora, por tanto se debe

trabajar optimizar el proceso analitico, reduciendo el tiempo transcurrido

59



entre la alarma de positividad y el tiempo de procesamiento por MALDI TOF,
puesto que se evidencid que el tiempo transcurrido entre un proceso y otro
si pueden estar generando las diferencias observadas en el aislamiento del
germen causante de la infeccién. Cabe aclarar que en este estudio el tiempo
entre un proceso Yy otro fue alto, debido a las condiciones operativas internas
y de recurso financiero, no permitieron ejecutar las actividades a medida que
los hemocultivos iban dando alarma de positividad, sino que fue necesario

hacerlo por grupos en montajes especiales semanalmente.

A partir de los resultados obtenidos en este estudio se determin6é que la
poblacién estudiada estuvo en un rango de edad entre 52 y 81 afios, lo que
corresponde a una poblaciéon adulta mayor, como afirma en el estudio de
Christner, Martin (3,26) donde cita que el mayor indicie de positividad se
encuentra en la poblacion que supera los 55 afios siendo mas relevante en
personas de sexo femenino que en personas de sexo masculino, lo cual se
asemeja al resultado obtenido en este estudio de los hemocultivos
procedentes de las diferentes clinicas se hace notorio un comportamiento
especial en La Clinica Universitaria Colombia, lugar de donde proviene el
mayor numero de muestras con positividad asociado a la complejidad de la
clinica, a su capacidad instalada y la atencion integral entre pacientes
correspondientes a la EPS sanitas y pacientes de medicina prepagada
Colsanitas; estos resultados se asemejan a los reportados en el estudio de
Sakarikou y Ciotti (27) donde se afirma que de las instituciones regionales,
universitarias y hospitales de alta complejidad es de donde proviene el mayor

numero de hemocultivos.

En el estudio se evidencia datos con resultados extremos en los tiempos de
incubacion dentro del equipo, los cuales incluyen tiempos cortos de 5 horas

gue segun el estudio de ldelevich (17) esta relacionado a una alta carga
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bacteriana y al nivel de bacteriemia cursada por los pacientes; y tiempos
prolongados de incubacion superiores a 100 horas se dan en microrganismos
exigentes, pacientes con muy poca carga bacteriana y en ocasiones por

contaminaciones ambientales, tal como se observo en este estudio.

En cuanto a la distribucién del numero de botella de hemocultivo en el que se
evidencia positividad de la serie de hemocultivos no se registraron datos con

comportamientos significativos.

En Colombia existe un gran indice de hemocultivos que mediante la
coloracién de Gram se evidencia mayor nimero de bacterias Gram negativas
gue Gram positivas; en un estudio epidemioldgico realizado en 10 hospitales
de Colombia por De la rosa (28) se demostrd que los microorganismos mas
frecuentemente hallados corresponden a Gram negativos con cifras de 74%,
Gram positivos con un 20 % y otras estructuras como las fungicas en un 6 %,
concordando significativamente con los datos que obtenidos en este estudio;
pero contradictorio con el estudio de Lakes (29) que en su estudio reporta
mayor numero de positividad en microorganismos Gram positivos (343
coloraciones) que en Gram negativo (146 coloraciones ).

En la mayoria de los estudios se registran datos en donde la mayor cantidad
de gérmenes aislados corresponden a bacterias Gram negativas en especial
E. coli seguida de cocos Gram positivos en racimo correspondiente a S.
aureus, lo cual es similar a lo reportado en este estudio en donde la mayor
forma bacteriana corresponde a bacilos Gram negativos seguido de cocos

Gram positivos en racimo.(30)
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Al hacer la comparacion de los microrganismos aislados por los dos métodos
se evidencia similitudes significativas en algunos microorganismos como E.
coli, S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae y S. marcescens. En la
identificacion convencional a partir de medio solido (agar) todos los
microorganismos del estudio fueron identificados correctamente a diferencia
del método directo en especial los microorganismos clasificados como Gram
positivos porque segun la literatura son exigentes para su identificacion
debido a su contenido proteico, estructura y envoltura celular por su alto
porcentaje de peptidoglicano lo que probablemente llevd a que el objetivo del
proyecto estuviera por debajo del limite esperado segun el indice
kappa(19,31,32).

Desde que sali6 al mercado la tecnologia MALDI TOF MS se han realizado
multiples estudios en el area de la microbiologia con diferentes tipos de
muestras obteniendo resultados satisfactorios como por ejemplo en muestras
de orina, levaduras, micobacterias pero en hemocultivos se han evidenciado
varios factores que interfieren con el éxito de la identificacion directa como
las proteinas presentes en glébulos rojos en especial en aquellos paciente
poli transfundidos, interferencias con glébulos blancos y otros factores
inherentes a la muestra, por ello es necesario hacer un pretratamiento con
lavados de glébulos rojos, precipitacion de proteinas, segregaciéon de
glébulos blancos entre otros, a toda muestra de sangre total antes de ser
llevada al analizador MS. Estudios revelan informacion similar.(4,33)

Factores como la falta de disponibilidad del equipo, falta de recurso humano,
escases en la cantidad de insumos, presupuesto deficiente y reestructuracion
en el area de microbiologia fueron limitantes en el éxito del proyecto los
cuales se deben tener en cuenta como recomendaciones para futuras

investigaciones.
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7 CONCLUSIONES

Se observo una mayor frecuencia de positividad en los hemocultivos
analizados en la poblacion de estudio, para el sexo femenino con una

media de edad de 72,2 afios

La mayoria de las muestras obtenidas provienen de la Clinica
Universitaria Colombia debido a su capacidad instalada con 625
Camas y a la variabilidad de usuarios atendidos por los diferentes

regimenes de atencion en salud al que pertenecen.

En el estudio se encontré que la mayoria de pacientes contraen mas
infecciones por microorganismos Gram negativos que por

microorganismos Gram positivos.

La metodologia MALDI TOF MS es la mas opcionada en la
identificacion bacteriana por método directo, sin embargo, en nuestro
estudio es necesario mejorar el proceso pre analitico de las muestras

antes de su identificacion para lograr una mayor concordancia.

En el estudio se hall6 que los microorganismos Gram negativos se
identifican con mayor facilidad que los Gram positivos por la
metodologia MADI TOF MS

En el estudio se demostr6 que para tener un buen desempefio en la
identificacion bacteriana es necesario realizar el procedimiento en

tiempo real una vez se evidencie la positividad.
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9 ANEXOS

9.1 Anexo 1. PROCEDIMIENTO PARA LA TOMA DE MUESTRAS DE

1.

2.

HEMOCULTIVOS.

Antes de acercarse al entorno del paciente para tomar este tipo de

muestra debe realizar higiene de manos.

Revisar la orden médica para la toma de hemocultivo. Toda orden
médica para la toma de hemocultivo debe incluir la siguiente

informacion:

Nombre del paciente

Numero de identificacion

Edad del paciente

Servicio donde se encuentra el paciente.
Ubicacion donde se encuentra el paciente.

Numero de juegos de hemocultivo que el médico quiere que se

cultiven.
Nombre del médico que ordena el procedimiento
Otra informacién que el médico y el laboratorio requiera.

Identificar con nombre y apellido al paciente y verificar que esta

informacion corresponda al indicado en la orden médica.
Explicar al paciente o familiares el procedimiento a realizar.

Revisar por medio de una lista de chequeo que todo el material que
sera utilizado se encuentra disponible y listo para realizar el

procedimiento. Dejar sobre una mesa o bandeja a la cual se le haya
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realizado un proceso previo de limpieza y desinfeccion todos los
materiales a utilizar garantizando el facil acceso a ellos durante el
procedimiento. Los codigos de colores de las botellas de hemocultivos

se utilizaran de acuerdo a la solicitud de orden médica. Ver figura 15.

BOTELLA AMARILLA: utilizado para paciente pediatrico.

BOTELLA NARANJA: utilizado para determinacion de gérmenes

anaerobios.

BOTELLA VERDE: utilizado para gérmenes comunes en paciente
adulto.

BOTELLA ROJA: utilizada para determinacion de hongos

BOTELLA BLANCA. Utilizada para determinacion de micobacterias

Botellas BacT/ALERT

Figura 15. Frascos de hemocultivos

Tomado de pagina web Biomerieux® citado el 14 marzo de 2018 disponible
enhttp://www.ganbaro.com.ve/productos/clinica/microbiologia-

clinica/Biomerieux®
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6.

8.

9.

Desinfectar la tapa de caucho de la botella de hemocultivo utilizando
una gasa estéril humedecida con alcohol isopropilico al 70% y dejar

secar.

Ubicar al paciente en posicion apropiada, poner el torniquete,
seleccionar y localizar la vena adecuada. Para ello, palpar y hacer
seguimiento del trayecto de la vena en el brazo con el dedo. Verificar
que el sitio de la venopuncién se encuentra completamente normal. En
el caso de pacientes con antecedente de mastectomia o fistulas

siempre consultar con el médico tratante (CLSI H3 2005).

Colocar gorro, tapabocas, gafas de seguridad o mascarilla visual y

bata.

Realizar higiene de manos. Inmediatamente colocar guantes estériles

10.Realizar asepsia y antisepsia del sitio de venopuncién con gasas

estériles impregnadas de Gluconato de Clorhexidina al 2% en
asociaciéon con alcohol isopropilico al 70%, frotando el area. Dejar 30
segundos permitiendo que la piel se seque para la primera toma y 60
a 120 segundos en la segunda. En situaciones de hipersensibilidad se
recomienda el uso de soluciones con bases yodadas. NOTA: En
pacientes menores de dos meses, se recomienda utilizar alcohol

isopropilico al 70% (Halm, 2011) o Gluconato de Clorhexidina al 0,5%.

11.Mantener firme el brazo del paciente y con el dedo pulgar tensar la

piel, haciendo presion 2,5 a 5,0 cm por debajo de la zona de puncién.

12.Con el bisel de la aguja hacia arriba, realizar la venopuncion utilizando

un angulo de insercién menor a los 30 grados.

13.Mantener la aguja tan estable como sea posible, mientras extrae

lentamente el volumen requerido.

14.Retirar el torniguete.
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15.Sacar la aguja, hacer presion con una gasa sobre el area de
venopuncion y colocar un vendaje adhesivo sobre la zona de

venopuncion.
16.Mezclar por inmersion las botellas.
17.Descartar la aguja en el contenedor para residuos corto punzantes.

18.Repetir el mismo procedimiento para la toma del segundo juego de
hemocultivo en un sitio diferente. NOTA: En caso de contar con un
sistema cerrado de coleccién, una vez se realice la puncién, la sangre
debera ser inoculada directamente en cada una de las botellas. Se
debe asegurar siempre que éstas y el sistema de coleccion se debe
mantener por debajo del nivel del sitio de la venopuncion, en ese caso
la primera botella a inocular serd la botella aerdbica seguida de la
botella anaerdbica. Una vez terminado el proceso, descartar la aguja

en el contenedor para residuos corto punzantes.

19.Una vez terminado el proceso de venopuncion retirar los guantes y

realizar higiene de manos.

20.Marcar las botellas incluyendo el sitio de toma y la hora de realizacion
del procedimiento. Tenga en cuenta no tachar, ni rayar o colocar
rétulos sobre la zona del cddigo de barras de las botellas.

21.Enviar al laboratorio de microbiologia siguiendo las recomendaciones

de transporte

9.2 Anexo 2. PROCEDIMIENTO PARA LA SELECCION DE PACIENTES
Y RECOLECCION DE MUESTRAS.
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1. Se seleccionaran a todos los pacientes con sindrome febril,
bacteriemias y septicemias de las diferentes clinicas de Clinica
Colsanitas S.A. en la ciudad de Bogota con previa orden médica para

analisis de hemocultivos.

2. Las personas idoneas del laboratorio clinico o el personal médico
encargado del paciente realizaran la toma de muestras de
hemocultivos segun indicacion médica cumpliendo con los protocolos

y guias convencionales para el procedimiento.

3. Las muestras de hemocultivos serdn enviadas junto con la orden
medica al laboratorio clinico donde seran revisadas y posteriormente
ingresadas al sistema de informacion del laboratorio (OMEGA ERP®
Versionl.0) donde se generara un cédigo de barras Gnico de

identificacion y posterior rotulacion de la muestra.

4. Las muestras de hemocultivos fueron embaladas y remitidas junto con
la remision al area de microbiologia del laboratorio central de
referencia como lo indica el manual de procedimiento de remisién,

embalaje y transporte de muestras.

5. En el area de microbiologia del laboratorio central de referencia se
recepcionaron y se verificaron las muestras de hemocultivos por la
bacteribloga encargada del procesamiento de urgencias quien
procederd a procesar las muestras de acuerdo al instructivo de

procesamiento de hemocultivos.

9.3 Anexo 3. INSTRUCTIVO TECNICO PARA EL PROCEDIMIENTO DE
HEMOCULTIVOS.

1. Revisadas las muestras se les di6 entrada en el equipo

automatizado de hemocultivos BacT/ALERT 3D®. ver figura 16,
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colocando los datos que el equipo pide para la identificacion de las
muestras como son: codigo de barras de cada botella, consecutivo
de peticion incluyendo ( afio, mes, dia, numero asignado por
sistema)apellidos y nombres completos, una vez digitados estos
datos el equipo genera la posicién de depdésito de la botella donde
se incubara; este cddigo es anotado en la relacion de peticion

enviada por la clinica remitente.

BacT/ALERT

Figura 16. Equipo BacT/ALERT3D

Tomado de pagina web Biomerieux® citado el 14 marzo de 2018 disponible
enhttp://www.ganbaro.com.ve/productos/clinica/microbiologia-

clinica/Biomerieux®

2. Las botellas de hemocultivos ya en proceso de incubacion dentro
del equipo son agitadas y monitoreadas constantemente
detectando cambios especificos donde grafica una curva de lectura
generando una alarma cuando llegue a su tiempo maximo de

incubacion indicando que es positivo.

3. Una vez se identific6 el hemocultivo positivo fue extraido del
equipo BacT/ALERT 3D® y mediante técnicas de asepsia y

bioseguridad para la manipulacion manual se extraera una alicuota
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de aproximadamente 4 cm con una jeringa, se hace un extendido
en dos laminas porta objetos para la coloracion de Gram y la
muestra restante es depositada en un tubo standard previo

etiquetado con el cédigo de asignacién de la muestra.

4. El tubo con la muestra de hemocultivo es introducido en el equipo
previsola. de la casa comercial Biomerieux® el cual se programa
para que programa para que siembre y estrie la muestra en los
agares necesarios para el crecimiento bacteriano (agar sangre,
chocolate y MacConkey) se introdujeron en la incubadora
memmert modelo 260.Ver figura 17, a una temperatura de 35+/-

0.2°C por 24 horas para su posterior lectura.

Figura 17. Incubadora memmert de CO2 ICOmed con Twin DISPLAY
Software AtmoCONTROL

Tomado de pagina web memmert experts in thermostatics citado el 14 marzo
de 2018 disponible en
https://www.memmert.com/fileadmin/products/documents/categories/BR-

Incubadores-espagnol-D10025.pdf
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5. Se realiza la coloracion de Gram de una de las laminas en el
equipo automatizado previcolor Gram Ver figura 18 y se observa al
microscopio, se registra en la hoja de trabajo el microorganismo

observado y se reporta al servicio donde se encuentra el paciente.

Figura 18. Equipo PREVI Color Gram

Tomado de pagina web Biomerieux® citado el 14 marzo de 2018 disponible
enhttp://www.ganbaro.com.ve/productos/clinica/microbiologia-

clinica/Biomerieux®

6. Una vez las cajas cumplan el tiempo de incubacién y se evidencie
crecimiento bacteriano en los agares, se procedera a realizar
identificacion por la técnica MALDI TOF en el equipo MS de
Biomerieux®. Ver anexo 4, y el antibiograma por la tecnologia vitek
2 de Biomerieux® y de acuerdo a la informacion obtenida realizar

pruebas complementarias para la generacién de un resultado final.

7. La grafica expresada por el equipo MS de Biomerieux® seran
comparada con la base de datos reposados en la biblioteca del
equipo, el cual arroja el dato con el microorganismo detectado y el
porcentaje de concordancia el cual es verificado y validado por la

bacteriéloga operadora del equipo.
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8. Ya verificados los resultados emitidos por el equipo MS, la
bacteriologa los emitira mediante una interface al sistema OMEGA
ERP® version 1.0 para su respectivo analisis con antibiograma
emitido por el equipo vitek 2 de Biomerieux® para ser validados y

reportados al servicio de procedencia.

9.4 Anexo 4. MANUAL DE USO DE EQUIPO VITEK MS® DE
BIOMERIEUX®.

El equipo Vitek MS® ver figura 19, cuenta con tres estaciones de servicio

especiales y necesarias para la identificacion microbiana.

.

Vitek MS

Figura 19. Equipo Vitek MS®

Tomado de pagina web Biomerieux® citado el 14 marzo de 2018 disponible
enhttp://www.ganbaro.com.ve/productos/clinica/microbiologia-

clinica/Biomerieux®
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1. ESTACION DE PREPARACION: es la parte inicial del procedimiento
donde se prepara la muestra para su lectura de acuerdo a los

siguientes pasos.

Se inicia con el equipo encendido oprimiendo la tecla scroll (esta tecla se
oprime dos veces seguidas), luego se coloca el nUmero 2 y enseguida se

digita la clave “micro” y la contrasefia “microbio2018”

Aparece la pantalla principal de este modulo, con la pistola escaneamos
la placa porta objeto la cual tiene tres adquisiciones y nos indica la
posicion en donde debemos depositar la muestra Ingresar la peticion del

paciente en el espacio designado y oprimir la tecla enter.

El equipo indica en qué posicion de la lamina porta objeto debe depositar

la muestra. Ver figura 20.

.
Placa Vitek MS

Figura 20.Placa parainocualcion de muestra Vitek MS®

Tomado de pagina web Biomerieux® citado el 14 marzo de 2018 disponible

enhttp://www.ganbaro.com.ve/productos/clinica/microbiologia-
clinica/Biomerieux®

79



e Tomar con asa destinada para inocular la muestra una parte de la colonia
del medio solido (agar) e inocularla en los dos pozos destinados para esta

muestra.

¢ Una vez inoculadas las muestras oprimir la ventana validar para pasar al

siguiente paciente.

e Este procedimiento se realiza de la misma manera con 8 muestras hasta

completar la primera adquisicion.

e Una vez terminadas las 8 muestras se procede a inocular el pozo

destinado para el control el cual se realiza con una cepa ATCC de E. coli

e Colocar en cada poso inoculado con una punta convencional la cantidad

de 1 micro litro de matriz HCCA. Ver figura 21

Kit de reacciéon Vitek MS

Figura 21 . Kit de reaccion Vitek MS®

Tomado de pagina web Biomerieux® citado el 14 marzo de 2018 disponible
enhttp://www.ganbaro.com.ve/productos/clinica/microbiologia-

clinica/Biomerieux®.

e Este procedimiento se realiza de la misma manera hasta completar las

tres adquisiciones con sus respectivos controles.
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Enviar los datos a la estacion adquisicion en la ventana “porta”

2. ESTACION DE ADQUISICION: en esta parte del proceso la muestra

es intervenida para su lectura de acuerdo con los siguientes pasos:

e Se inicia oprimiendo la tecla scroll (esta tecla se oprime dos veces
seguidas), luego se coloca el niumero 4 y enseguida se digita la clave

“micro” y la contrasefa “microbio2018”
e Se oprime la ventana OPEN para que el equipo habra la puerta.

e Una vez abierta la puerta se escanea la lamina preparada y se oprime

la tecla enter.

e Colocamos la lamina en el estuche de metal propio del equipo y la
depositamos en la ranura de entrada que esta en la puerta del equipo

y oprimimos la ventana start. Ver figura 22

Cargado de placa Vitek MS

Figura 22. Puerta y rejilla de emtrada Vitek MS®
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Tomado de pagina web Biomerieux® citado el 14 marzo de 2018 disponible
enhttp://www.ganbaro.com.ve/productos/clinica/microbiologia-

clinica/Biomerieux®

e El equipo empieza su funcionamiento una vez alcance su presion vy el

vacio necesario.

¢ Inicia con leer el control y una vez sea aceptado inicia con la lectura de
los primeros 8 pacientes que estan en la primera parte de adquisicion,
cuando hay buen desempefio en la lectura se evidencia con un halo
verde dentro del pozo leido y cuando no hay un buen desempefio de
lectura se evidencia un halo rojo dentro del pozo leido; al terminar con
este grupo de adquisicidon vuelve a leer el control y valida la lectura del
grupo de adquisicion; asi sucesivamente hasta completar la totalidad

de la lamina.

e Una vez terminada el primer grupo de adquisicion el equipo envia la
informacion a la estacidon de mayla, asi sucesivamente con las dos

adquisiciones siguientes.

3. ESTACION MAYLA: en esta parte del proceso se analizan los
resultados obtenidos y se validad de acuerdo al nivel de concordancia,

de acuerdo con los siguientes pasos:

e En la estacion de ADQUISICION buscamos el link de MAYLA se

ingresa digitando la clave “micro” y la contrasefia “microbio2018”

e Se verifica los resultados de acuerdo al coédigo de colores de la

siguiente manera: Ver figura 23
o CUADRO VERDE: lectura y concordancia perfecta

o TRIANGULO NARANJA: lectura y concordancia por definir
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o HALO ROJO: lectura y concordancia deficiente

LEELLELLRE

Software Vitek MS

Figura 23.software Vitek MS®

Tomado de pagina web Biomerieux® citado el 14 marzo de 2018 disponible
enhttp://www.ganbaro.com.ve/productos/clinica/microbiologia-
clinica/Biomerieux®

e Se validan y se exportan a la interface los de concordancia superior al
99 % que por lo general son los CUADRO VERDE.

e Se revisa y se validan los TRIANGULO NARANJA de acuerdo al
criterio de germen y porcentaje de concordancia.

e Se rechazan por ser discordantes los de HALO ROJO y se procede a

procesar nuevamente.

9.5 Anexo 5. PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACION DIRECTA
DE HEMOCULTIVOS.
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De las botellas con hemocultivos positivos emitidos por el
BacT/ALERT 3D® se tomaron las 100 muestras aleatoriamente que
cumplieron los criterios de aceptacion de muestras descritas
anteriormente en este trabajo, se organizaron cronolégicamente de
acuerdo al numero de peticién con las que fueron ingresadas en el
sistema del laboratorio clinico sanitas y se registraron en la base de

datos designada para la recolecciéon de los datos del proyecto.

Se tomaron 100 tubos secos vacutainer BD no additive® con
referencia 366408 con nUumero de lote 7208934 con fecha de
vencimiento 2018-09-30, cada uno fue marcado consecutivamente con

el nimero de muestra, numero de peticion y nimero de hemocultivo.

En la cabina de seguridad biolégica de tipo C4 calificada y recalificada
por la empresa CYM COLOMBIA S.A.S. modelo CSB 85 serial 130817
ubicada en el area de microbiologia del laboratorio central de
referencia se desinfectaron las botellas seleccionadas con alcohol

antiséptico al 95%.

Por sistema cerrado usando camisa y aguja vacutainer se extrajeron 5
ml de muestra de las botellas seleccionadas en cada tubo previamente

identificado

Las muestras fueron centrifugadas a 4000 rpm durante 10 minutos
para obtener pellet o sedimento bacteriano, el sobrenadante fue
descartado en recipiente destinado para desechos liquidos de riesgo
bioldgico.

los sedimentos o pellet bacterianos fueron agitados en el
Agitador Vortex Marca Grant Instruments® - UK, modelo PV1 durante

2 minutos

a cada tubo se le realizo lavado con agua estéril marca Baxter® viafler

apirogena lote 5B17KLO referencia ARBO0303 con fecha de
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vencimiento noviembre de 2019 mediante centrifugacion a 4000 rpm
durante 10 minutos, este proceso se realiz6 tres veces con el
propésito de limpiar el pellet bacteriano de restos celulares como
glébulos rojos y leucocitos ya que las proteinas de estas células

interfieren con la de las bacterias. (1)(25)

El proceso se continuo como esta descrito en el manual de uso de
equipo VITEK MS® de Biomerieux®, utilizando laminas para Vitek
MS® referencia 410893 lote 11111204MB con fecha de vencimiento
2018-12-15 y matriz &cido cinamico CHCA referencia 411071 lote
1005998530 con fecha de vencimiento 2018-10-03.(22)

Los datos obtenidos fueron registrados en la matriz disefiada para la
recoleccion de los datos descritos en el numeral: 3.3.4 Proceso de

recoleccion y sistematizacion de la informacion.

85



