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RESUMEN

INTRODUCCION: Para el correcto manejo de los pacientes que padecen una
bacteriemia es indispensable la administracién de los antibi6ticos adecuados lo
mas rapidamente posible. Para ello se debe conocer la especie bacteriana que
estd causando la bacteriemia. La espectrometria de masas MALDI-TOF ha
irrumpido en los laboratorios de Microbiologia Clinica debido a que es capaz de
proporcionar una identificacion microbiana en unos minutos. Esta ventaja es de
gran importancia cuando se aplica a la identificacidon microbiana directa a partir

de frascos de hemocultivos positivos.

OBJETIVOS: EIl objetivo de este TFG serd describir la técnica MALDI-TOF,
recopilar los resultados que ofrece de identificacibn microbiana directa en
cuestion de tiempo y capacidad de identificacion, comparandola con los

procedimientos convencionales.

MATERIAL Y METODOS: Con el propdésito de realizar una revision sistematica
se llevd a cabo una busqueda en PubMed, Scielo o Elsevier. Se seleccionaron
estudios relacionados con la espectrometria de masas MALDI-TOF vy la

identificacion directa de hemocultivos.

RESULTADOS: Se han revisado 24 articulos, de los cuales se analizaron cuatro
estudios que compararon los métodos de identificacion directa de frascos de
hemocultivo crecido mediante MALDI-TOF frente a los métodos convencionales
de subcultivo en placa de aislamiento. Se ha observado una concordancia de
alrededor el 90% y un adelanto de tiempo en unas 17 horas como minimo con

respecto a la identificacion convencional.

CONCLUSIONES: La identificacion microbiana directa mediante MALDI-TOF ha
demostrado una gran concordancia con los resultados convencionales obtenidos
a partir del subcultivo en placas de aislamiento, consiguiendo identificaciones

validas en menos tiempo que los métodos convencionales.

PALABRAS CLAVE: MALDI-TOF, hemocultivos, bacteriemia, microbiologia
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1.INTRODUCCION

1.1 Importancia diagndstica del hemocultivo

Las técnicas de deteccion de patdgenos en infecciones del torrente sanguineo
se han desarrollado rapidamente desde los inicios del siglo XX cuando se
empez6 a utlizar el hemocultivo como base para la deteccidon de

microorganismos en este tipo de infecciones.

Por un lado, la bacteriemia se define como la presencia de bacterias en la sangre
del paciente. Se diagnostica principalmente mediante aislamiento bacteriano en
subcultivos solidos a partir de frascos de hemocultivos crecidos. El origen de la

bacteriemia puede variar dependiendo de las caracteristicas clinicas del paciente

(D).

Por otro lado, la sepsis se trata de un fallo en la funcidn organica del paciente
gue amenaza gravemente su vida, debido a una respuesta inmune inadecuada
del cuerpo frente a la infeccion (1). La sepsis constituye una emergencia grave
debido a que puede acabar con la vida del paciente en pocos dias si no se realiza
el correcto diagnéstico microbiolégico y se administra el tratamiento antibiotico
adecuado. Cada afo en todo el mundo se producen alrededor de 18 millones de
casos de sepsis graves, especialmente en unidades de cuidados intensivos, con
una mortalidad cercana al 30%; de este modo fallecen unas 1400 personas al

dia por sepsis (2).

La realizacion de hemocultivos nos permite llevar a cabo un diagnéstico
microbioldgico de sepsis, ademas de otros procesos clinicos como por ejemplo
artritis  sépticas, endocarditis infecciosas, neumonias que cursan con
bacteriemia, infecciones de tracto urinario, meningitis bacterianas agudas que
cursan con bacteriemia, y un gran numero de enfermedades infecciosas que

requieren de un rapido diagndstico para ser tratadas correctamente (1,3).

Debido a la importancia diagnostica del hemocultivo positivo, la capacidad de
identificar rapidamente el microorganismo es clave para el correcto manejo de
los pacientes. Es indispensable obtener la identificacion del agente causal de la
infeccién en el menor tiempo posible para que sea posible aplicar el tratamiento
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antibiético efectivo lo mas rapidamente posible. Otra razén importante para
adelantar el resultado del hemocultivo es la reduccion del coste sanitario. Varios
estudios han informado de mayores tasas de mortalidad, morbilidad y duracién
de la estancia hospitalaria en grupos de pacientes que debido a un resultado
lento o a la carencia de este, no reciben el tratamiento antibiotico adecuado,

encareciéndose asi los costes sanitarios (4).

Los hemocultivos se realizan mediante venopuncion periférica y debe realizarse
en el momento de la tiritona — escalofrios, aunque no se registre subida de
temperatura e incluso en algunas situaciones no se vea ningun signo de infeccion
a la vista en un primer momento. El volumen de extraccion indicado es de 8 -10
ml en adultos por cada botella (aerobio y anaerobio). Se extraen normalmente
dos o tres tandas de hemocultivos. Se recomienda la recogida simultdnea de las
tandas de hemocultivos debido a que se obtienen resultados similares que

cuando se extraen separados en el tiempo (5).

El procedimiento se debe realizar con las maximas condiciones de asepsia,

siguiendo los siguientes pasos:

e Uso de mascarilla y guantes

e Los hemocultivos se limpiaran con clorhexidina alcohdélica al 2%.

e Seleccionaremos el lugar de puncion, se palpara la zona antes de
desinfectar y posteriormente desinfectaremos procediendo a la puncion.
Se inoculara primeramente el frasco aerobio en caso de utilizar un sistema
de vacio y palomilla. En cambio, se inoculara primero el frasco anaerobio
si se trata de una extraccion con aguja. Por altimo, realizar una agitacion
suave para después trasladarlos urgentemente al laboratorio de
microbiologia sin alterar su temperatura (5).

1.2 Procesamiento de los hemocultivos en los laboratorios de
Microbiologia Clinica

Los frascos de hemocultivos inoculados con sangre del paciente, cuando llegan
al servicio de Microbiologia, se introducen en sistemas que monitorizan el
crecimiento bacteriano. Si el sistema marca como positivo un frasco de

hemocultivo se realiza la tincibn de Gram para observar si han crecido cocos o

8
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bacilos y su caracter gram. Ademas, se realiza el subcultivo del frasco de
hemocultivo en placas de aislamiento. Las placas se incuban, como minimo
durante 17 horas y una vez crecidas las colonias bacterianas se procede a su

identificacion.

Existen diversos métodos para llevar a cabo la identificacion microbiana a partir
de colonias crecidas en las placas de aislamiento. Estos métodos no son directos
y sirven como gold standard para la identificacion microbiana de los
microorganismos que causan una bacteriemia. Estos métodos se realizan de la

siguiente manera:

Como se ha dicho anteriormente, se realiza un subcultivo del frasco en diversas
placas de aislamiento y las placas se incuban como minimo 17 horas. Cuando
las colonias han crecido, podemos realizar la identificacion mediante pruebas
bioquimicas, las cuales nos demoraran el diagnostico otras 17 horas para
conseguir los resultados. En cambio, si realizamos la identificacion mediante el
sistema MALDI-TOF, obtenemos la identificacibn en unos pocos minutos.
Gracias a la identificacion mediante MALDI-TOF podemos adelantar la
identificacion de las colonias crecidas en las placas de aislamiento en 17 horas

comparado con la identificacion bioquimica.

Ante este elevado consumo de tiempo se han instaurado diferentes métodos de
identificacion directa a partir de frasco de hemocultivo crecido. En estos métodos
no se realiza el subcultivo en placas de aislamiento, si no que la identificacion se
realiza a partir de los frascos de hemocultivo crecidos. Estos métodos pueden

ser.

Métodos fenotipicos. Se engloban las pruebas bioquimicas, las galerias

multipruebas o los sistemas comerciales automatizados. Es un meétodo
tradicional y puede realizar la identificacién en unas 17 horas desde que el frasco

ha sido marcado como positivo.

Métodos moleculares. Se enfocan en la identificacion de los componentes

moleculares del microorganismo, es decir, su material genético. Su principal

problema en identificaciones directas en hemocultivo son un alto coste y que solo
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permiten la deteccion de las dianas genéticas que incorporan los diferentes kits
comercializados. La identificacion directa se realiza en unas 3 horas después de

que el frasco de hemocultivo haya sido marcado como positivo.

Métodos basados en proteomica. Se basan en el estudio del conjunto de

proteinas expresadas por un genoma (proteoma). La técnica basada en
protedmica mas utilizada es la espectrometria de masas MALDI-TOF que puede

proporcionar una identificacion microbiana en unos minutos.

Ante estos datos, podemos observar que, tanto en los métodos de subcultivo
como en los métodos directos, la identificacion bioquimica convencional necesita
unas 17 horas para obtener los resultados. En cambio, la identificacién directa
mediante MALDI-TOF a partir de frasco de hemocultivo crecido se puede obtener
en unas 3 horas, incluyendo la preparacion técnica de la muestra. Esta diferencia
de tiempo es muy significativa ya que se podra instaurar el tratamiento antibiotico
més adecuado lo mas rapidamente posible (6,7).

Recientemente la espectrometria de masas MALDI-TOF ha irrumpido en muchos
de los laboratorios de Microbiologia, ofreciendo una alternativa de identificacién
rapida y fiable de los microorganismos. Su introduccion ha supuesto un
acortamiento del tiempo necesario para llevar a cabo la identificacion de los
microorganismos que causan infecciones del torrente sanguineo a través del
procesamiento de hemocultivos.
Todo esto hace que el MALDI-TOF tenga unas ventajas en la identificacion
microbiana directa a partir del frasco de hemocultivo crecido:

e Es capaz de realizar la identificacibn microbiana en unos minutos.

e Permite la identificacion de la inmensa mayoria de las especies

bacterianas aisladas a partir de frascos de hemocultivo crecidos (7).
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2. OBJETIVOS

La introduccién del hemocultivo ha tenido una gran importancia en la
Microbiologia Clinica. Ademas, la rapidez de la identificacion directa mediante
MALDI-TOF ha logrado adelantar los resultados y ha facilitado la administracion
de un tratamiento temprano adecuado. En este contexto, los objetivos de este
TFG son los siguientes.

El objetivo general es:

e Describir y desarrollar la técnica MALDI-TOF como método para llevar a
cabo la identificacidon microbiana y recopilar los resultados que ofrece de
identificacion directa de microorganismos a partir de frascos de

hemocultivo positivos.
El objetivo especifico es:

e Comparar la técnica MALDI-TOF de identificaciébn microbiana directa con
el procedimiento diagndstico convencional de los frascos de hemocultivo
crecidos.

e Estudiar el impacto de la técnica MALDI-TOF en la practica asistencial del

personal de enfermeria

3. MATERIAL Y METODOS

Se hallevado a cabo una revision sistematica seleccionando publicaciones sobre
la espectrometria de masas dentro de los laboratorios de Microbiologia Clinica
para llevar a cabo la identificacion microbiana a partir de frascos de hemocultivo

crecidos.

La elaboracion de la pregunta de investigacion del presente trabajo se basa en

la metodologia del esquema PICO:

- P (Paciente/Problema): Hemocultivos positivos

- I (Intervencion): Estudiar si la utilizacion del MALDI-TOF en identificacion
microbiana directa de hemocultivos es eficaz.

- C (Comparador): Procesamiento convencional mediante subcultivo de los

hemocultivos positivos.

11
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- O (Resultado): Evidencias de la eficacia y ahorro de tiempo con respecto

a la identificacién microbiana convencional

Por lo tanto, planteamos la siguiente pregunta: ¢Es el MALDI-TOF una
herramienta (til para llevar a cabo la identificacion microbiana directa a partir del
frasco de hemocultivo crecido en comparacion con las técnicas convencionales

de identificacién microbiana?

3.1 Estrategia de busqueda
La estrategia de busqueda se ha conseguido mediante el método PRISMA

(Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses).

Se han seleccionado publicaciones extraidas de bases de datos de prestigio
reconocido dentro del ambito cientifico y biomédico como PubMed, Scielo,
Dialnet o Elsevier. Estas publicaciones son especialmente relevantes en su tema

y actuales respecto a la fecha de publicacion.

Como palabras clave se han utilizado: “MALDI-TOF”, “Blood cultures”, “Mass
espectrometry”, “Positive blood cultures” , “Microbiology” , “Bacteriemia “ y “
Enfermeria” utilizando los operadores booleanos OR / AND.

También se ha accedido a muchos de los articulos académicos relacionados con
el tema de estudio y se han consultado documentos de paginas web de gran
valor académico como la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica (SEIMC).

3.2 Estrategia de Evaluacion

La evaluacion de los estudios utilizados para los resultados de este trabajo de
fin de grado fue realizada con STROBE para los estudios observacionales de
caracter retrospectivo y con TREND para la correcta evaluacion de los estudios

experimentales no aleatorizados.

Se utiliz6 el diagrama de flujo y checklist PRISMA para la seleccion de los
articulos utilizados en esta revision, ademas de la evaluacion de las revisiones

sistematicas utilizadas para confirmar los objetivos.

Se utilizo el sistema de nivel de evidencia cientifica JBI para la evaluacion de

los niveles de evidencia cientifica de los estudios utilizados en los resultados.
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Se utiliz6 el sistema de evaluacién CASPE para la correcta evaluacion de las

revisiones bibliograficas contenidas en

3.3 Estrategia de seleccion

La basqueda de la bibliografia se ha re

los resultados.

alizado siguiendo los siguientes criterios:

CRITERIOS DE INCLUSION

CRITERIOS DE EXCLUSION

Estudios que describen el fundamento
teérico del MALDI-TOF vy sus
comparaciones frente a otras

técnicas.

Estudios que tratan la identificacion de
muestras que no son hemocultivos,
otros tipos de técnicas o estudios que
describan objetivos fuera del ambito de
la microbiologia

FILTROS DE INCLUSION

FILTROS DE EXCLUSION

Tener acceso al texto y a su enlace

web

Articulos con una fecha de publicacién
igual o superior a 2001

Articulos publicados en castellano o

inglés.

Articulos publicados en otro idioma

diferente al castellano o al inglés

Articulos con resumen y
estructuracion correcta, métodos de

procesamiento utilizados, etc.

Articulos sin resumen o0 sin una

metodologia definida.

- Todos los articulos encontrados que cumplian los criterios fueron

admitidos.

- Latabla de resultados de los estudios se encuentra en los anexos.

- Las herramientas de evaluacion de los estudios utilizados en los

resultados se encuentran contenidos en los anexos.
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4. RESULTADOS

4.1 Diagrama de flujo PRISMA para revisiones sistematicas

Articulos identificados en base de datos
(n=907)

Dialnet (n=1)

Pubmed (n=791)

Identificacion

Elsevier (n=88),

Scielo (n=22)

Articulos excluidos al no
cumplir criterios de
inclusion (n=866)

Cribado

l

Articulos
seleccionados (n=44)

Eleccion

l

Articulos incluidos en
la revisién (n=24)

Inclusion

Figura 1: Diagrama de flujo PRISMA, de elaboracién propia (8).
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4.2 Espectrometria de masas MALDI-TOF

El MALDI-TOF se fundamenta en la espectrometria de masas que produce,
separay detecta iones en fase gaseosa. El MALDI-TOF consta de tres elementos
principales: la fuente de ionizacion suave MALDI (Matrix — assisted laser
desorption / ionization), que se combina con el analizador de masas tipo TOF
(Time-of-flight) y un detector. El desarrollo de esta técnica se remonta a finales
de la década de los 80, cuando se observo que, si se utiliza una fuente de laser
ultravioleta y se embebia la muestra en una matriz compuesta de moléculas
aromaticas, se conseguia una ionizacion blanda, proporcionando que moléculas
labiles como proteinas, péptidos, azlucares y oligonucleétidos se fragmenten de

forma adecuada para ser detectadas (9).

La fuente de ionizacion (MALDI) forma iones, generados por la pérdida o exceso
de electrones. El analizador de masas (TOF) es el componente principal del
espectrometro. EI TOF delimita una zona de vuelo en la cual los electrones
obtenidos anteriormente con el MALDI son acelerados adquiriendo la misma
energia cinética y se separan segun su relacion masa/carga (m/z). El tiempo que
el ion tarda en llegar hasta el detector se denomina tiempo de vuelo que depende

su relacion masa/carga.

Para llevar a cabo la identificacion microbiana mediante MALDI-TOF,
necesitamos que las proteinas de los microorganismos a identificar se ionicen.
Para ello, las colonias de microorganismos que se pretenden identificar se
depositan sobre la placa portamuestras donde a continuacion se deposita una
disoluciébn matriz que contiene anillos aromaticos en su estructura. Se deja
evaporar el disolvente a temperatura ambiente, produciéndose una co-
cristalizacion de la muestra y de la matriz, por lo que las moléculas que queremos
analizar quedan embebidas dentro de la estructura de los cristales de la matriz.
Después, la placa es introducida en una cdmara de alto vacio, donde su
superficie es expuesta a disparos de un laser de longitud de onda ultravioleta,
por lo que las moléculas organicas aromaticas absorben una cantidad

considerable de energia por excitacion de electrones 11 (se consideran aquellos
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electrones con dobles o triples enlaces) produciéndose asi la sublimacién del

analito y de la matriz.

Cuando las moléculas aromaticas se encuentran en fase gaseosa se estabilizan
mediante la liberacion de protones que son captados por las proteinas de los
microorganismos, generandose asi fragmentos de proteinas con carga positiva.
A continuacién, mediante un electrodo que se coloca a unos pocos milimetros
frente a la placa de la muestra se genera un campo eléctrico que acelera estos
iones formados hacia el analizador de masas. Los iones entran en un tubo con
la misma energia cinética y una trayectoria lineal, por lo que el tiempo que tardan
en recorrer el tubo es directamente proporcional a la relacion masa/carga (m/z)
de estos. De este modo, a menor relacion m/z de los iones, menor tiempo

necesitan para recorrer el tubo.

COMPONENTE ETAPA

T Resultado (Espectro)

Detector Ay 1 Deteccion

—
r— ] A
C Y
® "o
o0 Separacion;
Tubo de vuelo qpﬂ' Analizador TOF
‘l""i--_______--I"'J h
Luz laser Aceleracion
o Desarcion/ionizacidn
Muestra cocristalizada , L
) por laser asistida en
con matriz

matriz (MALDI)

Figura 2: Esquema del MALDI-TOF, imagen tomada de Croxatto et al. (9).
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Por ultimo, encontramos el detector de los iones previamente separados. Es
habitual que en ionizaciones blandas por MALDI-TOF, la carga (z) sea igual a 1,
por lo que el espectro de masas sera la representacion de la intensidad frente a
la masa de iones formados (9-11)

En la actualidad existen tres espectrometros de masas MALDI-TOF en el
mercado que permiten la identificacion de microorganismos. EI MALDI-TOF
FLEX (Bruker Daltonik, Alemania), el VITEK MS (bioMérieux, Francia) y el Clin-
ToF-Il (Biyong Technologies, China). El coste de identificacion, considerando los
reactivos y el mantenimiento del equipo, oscila en unos 1,43 €, lo cual lo
convierte en una alternativa mas economica que las identificaciones bioquimicas
convencionales, las cuales oscilan entre los 4 y 8 € por cada identificacion (12).
Cada uno de los tres tipos de espectrometros citados anteriormente utiliza una
base de datos propia y un software para la identificacion de microorganismos. El
VITEK MS permite dos opciones de trabajo diferentes. Se puede utilizar una
version CE-IVD (Dispositivos de diagnostico in vitro vendidos en la union
europea) que es una base de datos cerrada, o trabajar con una version RUO
(Research Use Only) en la que se puede introducir los microorganismos que se
desee en la base de datos y por lo tanto hacer uso de éstos en identificaciones
de rutina. El modo de identificacion de VITEK MS se basa en el uso de un
algoritmo basado en la aproximacion de poblaciones, es decir, genera un
algoritmo que compara cada especie con el resto para formar un modelo
especifico. Este espectro se divide en sectores y a cada uno se le da un peso
para facilitar la interpretacion por parte del ordenador, que genera un modelo
matematico basado en matrices. El resultado de la identificacion va asociado a
un porcentaje entre el 0% y el 100%. En verde aparecen los resultados con un =
99,9% de precision en la identificacion, cuando se consigue la identificacion a
nivel de género y especie. En amarillo aparecen las identificaciones que posean
un bajo grado de discriminacién (<95%) y en el que haya mas de una posibilidad
de identificacion sin superar cuatro identificaciones posibles. En rojo apareceran
los casos en los que no se haya conseguido identificar el microorganismo o que

el nimero de posibles identificaciones supere las cuatro identificaciones (12).
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El MALDI-TOF FLEX de Bruker trabaja con una comparacion entre espectros,
consiguiendo un algoritmo estadistico multivariante en el que se valora la masa

de los picos, la intensidad y la frecuencia de estos.

Una vez realizado el analisis de proteinas el software proporciona un listado de
diez microorganismos ordenados de mayor a menor puntuacion. Esta puntuacion

corresponde a un nivel de identificacion de tal forma que puntuaciones entre:

e 0,000y 1,699 indican una identificacion poco fiable.

e 1,700y 1,999 indican una identificacion probable de género.

e 2,000y 2,299 indican una identificacion segura de género e identificacion
probable de especie.

e 2300 y 3,000 indican una identificacion segura de género y alta
probabilidad de identificacion de especie.

Segun estos criterios se pueden aceptar como identificaciones validas aquellas
en las que se obtiene una puntuacién = 2,000 en el primer microorganismo del

listado.

El software también elabora un indice de consistencia. Es un dato que informa
sobre la calidad de la identificacion que no afecta a la validez de los resultados,
y se establece en funcién de la concordancia a nivel de especie o de género que

existe entre los diez microorganismos propuestos para cada identificacion (13).

El Clin-ToF-1l de Biyong Technologies utiliza un sotfware que muestra los
resultados con una puntuacion de confianza. Una puntuacién < 20 indica que no
hay una identificacién confiable, una puntuacion entre 20 y 25 considera una
identificacion a nivel de género y una puntuacion de confianza = 25 indica una
identificacion a nivel de género y especie. Se consideran validas aquellas
identificaciones con una puntuacién = 25 (14)

4.3 Importancia de la aplicacion de la espectrometria de masas MALDI-TOF
en la practica asistencial enfermera

La importancia de un diagndéstico microbiolégico rapido y preciso tiene un alto
impacto en la practica asistencial del personal de enfermeria. La correcta
administracion de antibioterapia en el menor intervalo de tiempo posible conduce

a una pronta recuperacion de los pacientes y por lo tanto también a una menor
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carga asistencial de enfermeria en los cuidados. Los cuidados de los pacientes
seran mas complejos si el paciente se encuentra en un proceso infeccioso sin

resolver que si el paciente se recupera completamente de la infeccion (15)

4.4 ldentificacion microbiana directa a partir de frascos de hemocultivo
crecidos mediante MALDI-TOF

En el primer estudio revisado, realizado por Pan H et al. (16), se comparé la
identificacidon microbiana directa a partir de los frascos de hemocultivos positivos
mediante MALDI-TOF con una identificacion convencional mediante subcultivo

en placa de aislamiento (gold standard).

Para llevar a cabo la identificacion directa a partir del hemocultivo se transfirid
una alicuota de 1 ml, se agregoé 3 ml de tampodn de lisis y la solucién final se
incub6 a temperatura ambiente hasta que se volvio transparente. Luego, las
células bacterianas se sedimentaron mediante centrifugacion (3500 r.p.m.
durante 5 minutos) y el sedimento se resuspendié en 1 ml de solucién salina al
0,45% para lavar las células. Después se volvid a someter a centrifugacion
(10000 r.p.m. durante 2 minutos), se descarto el sobrenadante y el sedimento se
resuspendié con solucién salina al 0,45% para ajustar la densidad celular a 3-4
McFarland. Se centrifugaron 1,5 ml a 10000 r.p.m. durante 2 minutos y se
descartd el sobrenadante. El sedimento celular se disolvié en 50 ul de acido
férmico al 70% mediante vortex y se agregaron 50 pl de acetonitrilo puro a la
solucion, se agito y se centrifugé durante 10000 r.p.m. durante 2 minutos. Se
colocd un microlitro de sobrenadante en una placa portamuestras de acero y se
seco al aire, se cubrié con 1 ul de solucion matriz HCCA (Bruker Daltonik) y se
procedi6 a la identificacion mediante MALDI-TOF FLEX de Bruker utilizando el
software MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonik). Este procedimiento requirié 2-3
horas para alcanzar la identificacion directa.
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Figura 3: Procedimiento seguido por Pan H et al. (16) para la identificacion
bacteriana directa a partir de hemocultivo crecido mediante MALDI-TOF

El crecimiento mediante subcultivo en placa de aislamiento (gold standard) se
llevé a cabo de la siguiente manera. A partir del frasco de hemocultivo se realizé
una tincion de Gram para determinar la presencia de bacterias grampositivas o
gramnegativas. Posteriormente el hemocultivo se subcultivo en placas de agar
sangre, Mconkey, chocolate y agar sangre para anaerobios. Estas placas se
incubaron a 35°C en una atmésfera de CO:2 al 5% aerdbica hasta que
aparecieron colonias visibles. La identificacion se realizé con el sistema microflex
MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics). Se tardé 17 horas en obtener el crecimiento
en placa. Para su identificacion se trasladd una colonia bacteriana pura sobre
una placa de acero con un palillo de madera y se afiadié una solucion de acido
férmico, se secd y se afadié 1 pL de solucion de matriz de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (HCCA) (Bruker Daltonics) para su posterior identificacion

mediante MALDI-TOF, la cual se completé en menos de 15 minutos.
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De un total de 129 hemocultivos positivos, 57 de ellos presentaron crecimiento
de bacterias gramnegativas y 72 grampositivas. Dentro de los 57 aislados
gramnegativos se incluyeron 53 aislados de origen aerobio y 4 de origen
anaerobio (Fusobacterium nucleatum, Bacteroides ovatus y dos cepas de
Bacterioides fragilis). Los 72 aislados grampositivos se dividian en 68 cepas de
cocos Yy 4 cepas de bacilos. Ademas, se pudo identificar una cepa anaerobica de

Atopobium parvulum.
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Tabla 1: Resultados obtenidos por Pan H et al. (16) de identificacion bacteriana
directa mediante MALDI-TOF a partir de frascos de hemocultivo crecidos
(n=129)

Organisms M. of solates with score of {0 = 125) culture Mo, of isolates with score of o = 135) direct
dependent identification dentification

=20 1.7=2.0 =1.T =20 1.7=2.0 1.7

En la identificacion directa, entre las 57 muestras de aislamientos
gramnegativos, 46 (80,70%) proporcionaron una puntuacion superior a 2, siete
(12,28%) mostraron una puntuacion entre 1,7 y 2 y cuatro (7,02%) obtuvieron
una puntuacion inferior a 1,7. Entre las 72 muestras positivas con aislamientos
de bacterias grampositivas, 40 (55,56%) mostraron una puntuacién superior a 2,
24 (33,3%) obtuvieron una puntuacion entre 1,7 y 2 y ocho (11,1%) mostraron

una puntuacion inferior a 1,7 (ver tabla 1).

Ocho de los 12 aislados bacterianos con una puntuacion inferior a 1,7 mostraron
resultados por parte del MALDI-TOF concordantes respecto al gold standard.
Dos cepas de bacterias gramnegativas solo se identificaron correctamente a
nivel de género (Pseudomonas fulva y Ochorobactrum anthropi). Streptococcus

oralis fue identificado incorrectamente como S. pneumoniae.
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A modo de resumen, mediante el método de identificacion directo, se concluyo
que las 57 muestras con aislados gramnegativos mostraron una concordancia
del 96,49% (55/57) con los resultados de la identificacion dependiente de cultivo,
mientras que las 72 muestras positivas de aislados grampositivos mostraron una

concordancia del 97,22% (70/72) con los métodos dependientes de cultivo.

En el segundo estudio revisado, realizado por Azula N et al. (17), se comparé la
identificacion directa de los hemocultivos positivos a estudio mediante MALDI-
TOF con la identificacion convencional mediante crecimiento en placa de

aislamiento (gold standard).

Para llevar a cabo la identificacidbn microbiana directa, en un tubo vacutainer (BD
Vacutainer) con gel separador se introdujo una alicuota de 6 ml de muestra de
frasco de hemocultivo crecido y se centrifug6 a 3000 r.p.m. durante 20 minutos
para eliminar las células sanguineas y las proteinas de la sangre. Se descarto el
sobrenadante dejando aproximadamente 1 ml para resuspender los
microorganismos depositados en la superficie del gel. La suspension bacteriana
se coloco en un tubo Eppendorf con 1 ml de agua destilada estéril y se dejo a
temperatura ambiente 5 minutos para que se produjera el lisado de los hematies
restantes. Después, se centrifugd en una ultracentrifuga (Giumelli Z-127-D) a
13000 r.p.m durante 2 minutos, se elimind el sobrenadante y se utilizé el pellet

para su analisis mediante espectrometria de masas.
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Figura 4: Procedimiento de preparacion de la muestra extraida de Azula N et al.

(17) para la posterior identificacion directa mediante espectrometria de masas

MALDI-TOF

En el caso de las levaduras, posterior a la tincién de Gram, se introdujeron 2 mi

de frasco del hemocultivo positivo en un tubo Eppendorf. Se centrifugo 2 minutos

a 13000 r.p.m. Posteriormente se retird el sobrenadante, se agregé 2 mL de agua

estéril, se agito en vortex 1 min y se incubo en suspension durante 5 minutos a

temperatura ambiente. Se centrifugd nuevamente a 13000 r.p.m. durante 2

minutos para sedimentar las levaduras. Para terminar, el sedimento de levaduras

libre de células sanguineas se utilizO para la identificacibon mediante

espectrometria de masas.
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Se prosiguié con la extraccidbn de las proteinas y posterior identificacion
depositando 1 pL del pellet por duplicado sobre una placa de acero de analisis
(Bruker Daltonik). Los pocillos se cubrieron con 1 pL de &cido formico (Fluka) al

70% para bacterias y al 100% para levaduras.

La matriz utilizada para llevar a cabo la identificacion mediante el equipo MALDI-
TOF consistio en una disolucion de acido alfa-ciano-4-hidroxi-cinamico en
acetonitrilo al 50 % y acido trifluoroacético al 2,5 %. Para prepararla se afiadi6 a
2,5 mg de acido alfa-ciano-4-hidroxi-cinamico (Fluka Analytical, St. Louis, MO,
EE.UU.) 250 ul de disolvente organico y se agitdé en vértex hasta su disolucién
(13).

La placa portamuestras se colocé en el equipo y se realizé el analisis utilizando
el equipo Microflex LT y el software FlexControl (Version 3.1 de Bruker Daltonik).
Para la calibracion del espectrometro se utilizd un extracto de proteinas de una
cepa de Escherichia coli DH5 péptido alfa, que posee proteinas adicionales
(BTS; Bruker Daltonik). Los espectros fueron obtenidos mediante el analisis del
software MALDI Biotyper RTC 3.0 (Bruker Daltonik). Los resultados se
compararon con una base de datos y se asign6 una puntuacion. El tiempo de
procesamiento e identificacion directa fue de aproximadamente 3 horas. Se
consideraron como identificaciones directas validas las que proporcionaron una

puntuacion 21,700.

La identificacion convencional (gold standard) empezo con la tincién de Gram de
una gota del hemocultivo positivo para conocer la morfologia y el caracter gram.
Posteriormente el frasco de hemocultivo se resembré en placas de aislamiento
utilizando los medios de cultivo agar chocolate, Chrom ID CPS (BioMerieux) y
caldo cerebro corazon. Las placas se incubaron en una estufa de CO2 al 5% a
35°C durante 17 horas para obtener el crecimiento microbiano. Los hemocultivos
positivos con bacterias anaerobias fueron resembrados en agar sangre Brucella
suplementado con hemina (5 pg/mL) y vitamina K1 (1 pg/mL) e incubados en
condiciones anaerobias durante 2-7 dias. A partir del desarrollo de los
subcultivos, se realiz6 la identificacion de las colonias aisladas mediante MALDI-
TOF el cual tard6 entre 10 y 20 minutos. Para los estreptococos del grupo
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viridians y S. pneumoniae se agrego la prueba de solubilidad en bilis y de
optoquinina segun las recomendaciones del fabricante (Bruker Daltonik). La
identificacion del grupo Streptococcus pyogenes y Streptococcus dysgalactiae
se confirmaron mediante la prueba de sensibilidad a la bacitracina,
pirrolidonilaridamidasa (PYR) y aglutinacion con particulas de latex para

confirmar que se trataba de estreptococos del grupo A, C o G.

Se analizaron 2381 hemocultivos positivos que, como se menciond
anteriormente, fueron analizados por métodos de colonia y por el método MALDI-
TOF (método directo). 1330 (55,9%) presentaron crecimiento de cocos
grampositivos, 922 (38,7%) presentaron crecimiento de bacilos gramnegativos,
60 (2,5%) de anaerobios, 36 (1,5%) de bacilos grampositivos, 13 (0,51%) de
levaduras y 20 (0,78%) a otros microorganismos. Ocho frascos de hemocultivo
marcados como positivos por el sistema BACTEC FX de incubacion de

hemocultivos fueron negativas por cultivo y coloracion.

Dentro de los 922 bacilos gramnegativos, el método directo permitio la
identificacion de enterobacterias a nivel de especie en 674 de 713 frascos de
hemocultivo (94,5%) y a nivel de género en 681 de 713 (95,5%).

Con el método directo se logré la identificacion correcta de 81,9% y 81,7% a nivel
de género y especie respectivamente de los hemocultivos evaluados con una

puntuacion > 1,7.

Segun la tabla 2, la concordancia por ambos métodos fue de un 90% de los
casos entre los bacilos gramnegativos, un 76,7% para los cocos grampositivos y

un 33,3% para los bacilos grampositivos.
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Tabla 2: Identificacion de bacterias y levaduras directamente de hemocultivos
positivos mediante espectrometria de masas MALDI-TOF, extraida de Azula N
etal. (17)

Aislamiantos Identificacién de los HP con el método
Pk gtk directo por MALDI-TOF MS (MSD)
Microorganismos MC) N°ID S

n} correctas arrdneas <17 L7-20 =20
Bacilos gram megalivos 822 B42 80 137 705
Enterobacterales 713 681 32 5 606
BGHNF 201 153 48 62 a9l
(tros BGN 8 8 8
Cocos gram positivos 1330 1020 T 303 4497 530
Staphylococcus epidermidis 623 465 158 286 179
Staphylococcus aureus 234 194 40 8O 114
Otros SCN 242 185 56 74 111
Enferococcus Spp. 69 &7 2 9 58
Streplococcus spp. 131 93 7 31 42 58
Otros CGP 31 BETT 15 6 | 10
Angerobios 60 46 14 17 29
Levaduras 13 11 2 10 1
Candida parapsilosis [ & 5 1
Candida guilliermondii 1 1 | I
Candida albicans 1 1
Trichosporon asahii 5 4 1 4
Bacilos gram pasitivas 36 12 24 6 6
Oires microorganismas 20 20 B 14
Campylobacter jejuni 4 4 2 5
Campylobacter fetus 2 1 1
Haemophilus influenzae 13 13 3 10
Neisseria meningitidis 1 1 1
Total 2381 1851 7 423 | 673 1285

HP: Hemocultivos positivos: MC: método de colonia; otros BGN: inchuye bacilos gram negativos de la familia Asromonadacese; BGNNF: bacilos
gram regatvos no fermentadores: SCN: estafilococos coagulasa negativos; CGP; cocos gram positives; |D: identificados’identificacion,

Dentro de los bacilos gramnegativos no fermentadores (BGNNF) se identificaron
directamente a nivel de especie 153 de 201 hemocultivos (76,1%). El sistema
MALDI-TOF pudo identificar el 91,6% de Pseudomonas aeruginosa, el 66,7% de

Stenotrophomonas maltophilia y el 94,7% de Acinetobacter baumanii.
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Tabla 3: Identificacion de bacilos Gramnegativos directamente de hemocultivos
positivos por espectrometria de masas MALDI-TOF, extraida de Azula N et al.

17)
Aislamiantos Identmicacian de ks HP con &l
testadios méfodo directo por MALDI-TOF MS
il (MC) o Scores

in) <l,7 1.7-20 | =20
Bacllos gram negativos
Enterobaclerales
Escherichia coll ar4 358 16 22 336
Kiebsielia pneumnoniae 150 144 & 7 137
Klebsiglla cxyvioca 20 20 2 18
Compiepo Enterobacter cipacae 63 59 4 14 a5
Enterobacier asropenss 10 9 1 9
Citrabacter freundii 11 ] 2 2 7
Morganalis morganii 10 10 10
Serrafia marcescens 43 a0 3 22 18
Saimonella spp 7 7" 7
Froteus mirabilts 20 20 - 16
Providencia stuartii 2 2 2
Fanfoed aggiomersns 1 1 1
Yersinia enterocolitica 2 2 1 1
Agromonagaceae
ASrOmonas spp 8 & g8
Tolal 721 &89 32 75 614
Bacilos gram negatives no fermentadores
Psgudomonas aerugingss 83 76 7 18 58
Feeudomonas pulida 8 5 3 3 £
Stenctrophomonas mattophilia 57 3B 19 32 &
Acinetobacter baumannii 18 17 1 1 16
Acinetobacter piltii 4 B 1 3
Acingtobacter woffi 2 2 1 1
Acinetobacter nosocomialis | 1 1
Acinetobacter radioresistans 1 1 1
Compigjo Burkholderia cepacia 8 6 2 3
Achromobacter xylesaxidans 6 3 2
tros BGNNF 13 4] 13
Tolal 201 153 48 ¥ a1
Total Q22 Baz B0 137 705

En total, el sistema MALDI-TOF logré una identificacion global para bacterias

HP: Hemocuitivos posilivos; MC: mébodo de colonia; 1: Mo es potble la identificacidn de las diferentes especies o serovanedades da Salmonally
spp; 2- Mo s posble la identificaciin de Lo dilerentes espacias de Asrormonas spp

gramnegativas del 90% a nivel de especie y del 91,3% a nivel de género.
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Tabla 4: Resultados de identificacién directa mediante MALDI-TOF de bacilos

gramnegativos, extraida de Azula N et al. (17)

e % de concordancia % de concordancia .
= n® aislamientos n® HP ID directamente e e e s
Grupo ; o . de ID a nivel de 1D a nivef
i 1D por M por MSD - :
de género de especie
BGN 721 689 956 935!
BGNMNF 201 153 76,1 76.1
BGN total 922 842 91,3 90,0t
HP: Hemocultivos positivos; MC: mélodo de colonia; M5D: método direcio de espectromelria de masas; BGN: incluye Enferobactioralies y Aero
monadacade; BGNMF: Bacilos gram negativas no fermeniadonss; BGM tofal: incluye BGN y BGNNF; 1D: identificadosidentificacidn; 1: No e
posible la identificaciin de las diferentes especies o serovariedades de Salmonella spp. ni Asromonas spp

Los estreptococos se identificaron por metodologia directa en el 71% de los

casos tanto a nivel de especie como de género.

Con respecto a los estafilococos, se encontraron diferencias entre los
estafilococos coagulasa negativos (ECN) y Staphylococcus aureus, con un
porcentaje de identificacion a nivel de especie de un 75,1% y 82,9%
respectivamente. Para S. aureus, en el 58,8% de los casos la identificacion se
logré con puntuacién >2, mientras que para los ECN esto ocurrié solo en el

44.6% de los casos estudiados.

Tabla 5: Resultados de identificacion directa por MALDI-TOF frente a la
identificacion de colonia de cocos grampositivos comprendidos en distintos

grupos, extraida de Azula N et al. (17)

% de concordanc

Familias n® aislamientos 1D n® HP 1D directamente ~f;‘;‘-::;:”ia;:ﬂ :TE

il nivel de género

o por MC por MSD e
. ¥ especie

Slaphylococcaceae 1099 244 76.8
Micrococcaceae 31 16 51,6
Enterococcaceae 69 &7 g7.1
Streptococcaceae 131 g3 71,0
CGP total 1330 1020 76,7

de masas; CGP: cocos gram positivos.

10: identificacidnfidentificados; HP: Hemocultivos positivos: MC: método de colonia; MSD: método directo de espectrometria
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En 60 botellas de anaerobios se aislaron 62 bacterias anaerobias. El MALDI-
TOF identifico directamente 46 de ellas. La concordancia global entre los dos

meétodos fue del 74,2% con una puntuacion >1,7.

El tercer estudio revisado, de los autores Cattani ME et al. (18), tuvo como
objetivo evaluar el desempefio de dos procedimientos de identificacion directa a
partir del frasco de hemocultivo crecido. Por una parte, desarrollaron un
procedimiento casero denominado HF y por otra parte evaluaron el kit comercial
MALDI Sepsityper (procedimiento MS) (Bruker Daltonik). Ambos procedimientos
se compararon con un procedimiento convencional de subcultivo en placa de
aislamiento para comprobar si influye positivamente utilizar un kit comercial del

fabricante frente a un procedimiento casero.

Los frascos fueron analizados por el sistema automatizado de deteccion
microbiana BACTEC FX (bioMérieux).

El procedimiento MS se efectud segun la guia que incluye el kit proporcionado
por el fabricante (Guide Maldi Sepsityper, 2010). Se introdujo 1 ml de frasco de
hemocultivo positivo en un tubo Eppendorf con 200 pl de buffer de lisis. Se realizé
una centrifugacién para obtener el pellet durantel min a 13000 r.p.m. Se
agregaron 300 ul de agua (Fluka), se agité en vortex 1 min, se agregaron 900 pl
de etanol absoluto (Sigma Aldrich) y se agitd nuevamente en vortex 1 min, se
centrifugé 5 minutos a 13000 r.p.m. Al sedimento se le afiadié 50 ul de acido
férmico (Fluka) y 50 pl de acetonitrilo (Sigma Aldrich). Se agitd en vortex y se

centrifugd 3 minutos a 13000 r.p.m.

Para el procedimiento HF se introdujo 1 ml de hemocultivo positivo en un tubo
seco con 2 ml de agua destilada estéril. Se agitdé en vértex y se centrifugo 15
minutos a 3000 r.p.m. El sedimento se extrajo con un hisopo y se pasoé a un tubo

Eppendorf.

A partir de este momento se continué con el mismo procedimiento, tanto para el
procedimiento MS como para el HF. Se depositd 1 ul de pellet por duplicado en
la placa portamuestras del sistema. Después de secar la muestra, se afadio
sobre cada uno 1 pl de solucion matriz de acido a-ciano-4-hidroxicindmico
(HCCA, Bruker Daltonics). La placa se dej6 secar a temperatura ambiente y se

la coloco dentro del equipo.
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La calibracion del equipo se realiz6 mediante la utilizacién de un calibrador BTS
(Bruker Daltonics), segun el manual de procedimientos y se ingresaron los datos
de acuerdo con lo requerido por el software SPSS 17.0 IBM, lllinois y STATISTIX
7.0.

Para el procedimiento gold standard se sembré una alicuota de hemocultivo en
una placa de aislamiento con medio de cultivo de agar sangre y se incubd
durante 24 horas hasta que se obtuvo el crecimiento de las colonias. La
identificacion de la colonia se realizé mediante MALDI-TOF con un score 2 2, por
pruebas bioquimicas convencionales manuales o automatizadas con el equipo
Phoenix BD (EE. UU.) o de las dos maneras. Las identificaciones en placa de
aislamiento de estreptococos del grupo viridians y S. pneumoniae fueron

confirmadas en 17 horas con pruebas bioquimicas convencionales.

El procesamiento de los hemocultivos para la identificacion directa se realiz6
segun el protocolo establecido por el fabricante. Se tomé una alicuota de 1 ml de
sangre para realizar ambos procedimientos. Para la interpretacion de los
resultados, se utilizé el sistema de puntuacion (score) donde se consideraron
validas en forma preliminar las identificaciones con puntuacién 21,7 para género
y especie. El procesamiento de los datos obtenidos fue analizado por la version
3.1 del software MALDI Biotyper (Bruker Daltonik). Todos los resultados se
obtuvieron en un tiempo que no superd las 8 horas desde que los frascos de

hemocultivo se marcaron como positivos.

Se analizaron 840 hemocultivos positivos con un método de identificacion HF y
542 hemocultivos con el procedimiento MALDI Sepsityper / Biotyper (MS). Se
llegd a establecer el género y la especie en 670 hemocultivos (79,76%) con el
procedimiento HF y en 391 hemocultivos (72,14%) con el procedimiento MS.
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Tabla 6: Resultados de la identificacion de agentes causales de bacteriemia a
partir de frascos de hemocultivos positivos mediante espectrometria de masas

MALDI-TOF con un procedimiento artesanal (HF) y con un kit comercial (MS),

extraida de Cattani ME et al. (18)

HF M5
Microorganismos M." himcw +* ID. % H." hrmow +* 1] b [
estudiados estudiados posithva estudiados pasitiva
{grupo/ especie)
Total E40 670 79,76 542 k]| 72,14 0,0013
Cocos gram posithves 543 439 80,84 359 266 74,09 0,0203
Staphylococcus aureus 105 102 97,14 b &2 93,594 0,5568
ECH 358 T a7 244 174 nn 01121
Staphylococows epidermidis 216 165 76,38 148 105 70,94
Staphylococows haminis &7 57 85,07 47 15 74,47
Saphylococous haemolyticus % 24 82,76 21 16 76,19
Otros ECH 46 £ 67,39 28 18 64,28
Enterococcus spp. 16 15 97,22 23 0 86,96 0.n7e
Enterococcus faecalis 1 20 95,24 12 10 83,33
Enterococcus faecium 15 15 100 11 10 20,1
Grupo estreptococos viridans 9 14 48,27 17 7 41,17
Streplococous pneumonioe 15 1" 73,33 9 3 33,33
Baciles gram negativos 18 1M 78,44 128 m 78,90 0,973
Enterobacterias 173 162 93,64 108 o7 89,81 0,3506
Kiebstella preumonioe £S5 82 96,47 45 43 £9,58
Escherichio coli 48 45 93,73 40 36 90,00
Enterobacter cloacae 13 12 92,31 10 ) 0,00
Otras entercbacterias i il 85,18 10 9 90,00
Baciles gram negativos no 43 v 82,22 5 16 &4,00 0,577
fermentadores
Acinetobacter baumannif 17 16 94,12 B 5 62,50
Pegudomaonas aeruginosa B8 [ 75,00 & 5 83,33
Stenotrophomonas mallophilia k] 3 100 Fi 1 50,00
Otros no fermentadores 17 12 70,58 9 5 55,55
Anaerobios il 17 58,62 18 ] 3334
Hongos levaduriformes 2 7 1,81 12 E] 25,00
Candida albicans 4 3 75 E] 1 LKL
Candida tropicalis 4 i 25 1 1 50,00
Candida glabrata 2 0 1] 1 0 0
Cryptococous neaformans T 1 14,28 i 0 0
Ouras levaduras 3 1 40,00 3 /] 0
Otros 8 -] 18,57 0 4 20,00
Helicobacter cinmedi 1 1 100 [ 0 0
Campylobacter jejuni 2 1 100 0 0 0
Mycobacterium mageritense 1 1 100 1 L] 0
HF: procedimiento artesanal; M5: procedimients bassdo en el wso del kit comencial MALDI Sepsityper/ Blotyper de Bruker Daltonic.
* hency +2 hemoouliivvos positivos.

Las diferencias en la capacidad de identificacion del método HF en comparacion
con el procedimiento MS fueron significativas (p = 0,0013), especialmente en el

caso de bacterias grampositivas (p = 0,020).

Los porcentajes de identificacion de Staphylococcus aureus fueron de 97,14%
para el procedimiento HF y de 93,94% para la MS (p = 0,5568). Para la
identificacion directa de los ECN, los porcentajes de identificaciéon fueron
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menores, del 89% con ambos procedimientos, sin observarse diferencias

estadisticamente significativas con ambos métodos.

Respecto a las especies de enterococos, la identificacién fue de 97,22% con el
procedimiento HF y 86,96% con el procedimiento MS. También se observé un
porcentaje del 50% en la identificacion correcta de las cepas de Streptococcus

viridians.

En la identificacion de S. pneumoniae, el nimero de muestras que se incluyeron
en el estudio no fue una muestra lo suficientemente alta como para evaluar los

resultados de una forma certera (15 con HF y 9 con MS).

Considerando a todos los bacilos gramnegativos en conjunto no hubo diferencias
significativas. La tasa de identificacion fue de un 78,44% con el procedimiento
HF y de un 78,90% mediante el procedimiento MS. En la identificacion de
enterobacterias la diferencia fue de 98,64% en HF y 89,81% en MS, ambos

porcentajes tampoco tuvieron diferencias significativas.

Tabla 7. Distribucién del score obtenido en la identificacién directa de agentes
de bacteriemia a partir de frascos de hemocultivo positivos mediante usando un
kit artesanal (HF) y un kit comercial (MS), extraida de Cattani ME et al. (18)

Score HF % MS %

<1,70 1,50-1,69 134 20,00 71 18,15
=1,70 1,70-1,99 160 23,88 120 30,70
= 2,00 2,00-2,63 376 56,12 200 51,15

HF: procedimiento artesanal; MS: procedimiento basado en el
uso del kit comercial MALDI Sepsityper/Biotyper de Bruker Dal-
tonic.

En el cuarto estudio realizado por el grupo de Wang Y et al. (14), se utilizaron
200 cepas de prueba (36 géneros y 61 especies) recolectadas en el Hospital de
Shadong afiliado a la Universidad Médica de Shandong (China). En total, se
procesaron 91 cepas de bacterias grampositivas, 97 cepas de bacterias

gramnegativas y 12 cepas de levaduras del género Candida.
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Los hemocultivos, en este caso, se prepararon de forma artificial. Para ello, las
cepas se sembraron en una placa de agar Columbia, excepto Haemophilus
influenzae que se sembro en medio de agar chocolate. Las cepas de Candida
fueron inoculadas en Agar Saboraud Dextrosa (SDA). Las placas se incubaron
durante 48 h, se recogié una sola colonia y se subcultivé para la preparacion de

un hemocultivo con inoculacién simulada.

Para ello se extrajeron un total de 2000 ml de sangre de 10 voluntarios sanos.
Para la preparacion de las cepas, se realizO una suspension de
bacterias/candidas (0,5 McF), utilizando el sistema turbidimétrico (VITEK
Compact, bioMérieux, Francia) y se diluyé 100 veces hasta 10° UFC/ml (con 100
ul a 10 ml de solucion salina estéril). A un tubo con 5 ml de sangre se afiadié 50
ul de la suspension microbiana anterior, consiguiendo una concentracion final de
10* UFC/ml. Posteriormente la sangre se mezclé con una suspension de
bacterias/candidas y se inyectdo en un frasco de hemocultivo utilizando una
jeringa aséptica después de esterilizar la boca del frasco con alcohol al 75%. Los
frascos de hemocultivo se mezclaron varias veces y se cargaron en el sistema
automatico de hemocultivos. Se excluyeron los frascos de hemocultivo que no

fueron positivos a los 5 dias después de la inoculacion.

En una prueba paralela, se utilizaron dos tipos de frascos de hemocultivo
aerobico, incluidos los frascos de hemocultivo VersaTREK REDOX 2 (Thermo
Fisher Scientific, Estados Unidos) y los frascos de hemocultivo Scenker
(Scenker, China). Se anadieron 50 ul de solucién salina estéril a 5 ml de sangre
y se inyectd en un juego de frascos de hemocultivo que se utilizaron como control
negativo. Este control negativo se cultivd en un sistema automatico de
hemocultivo durante 5 dias para detectar cualquier contaminacion durante el

procedimiento.

Para la identificacion directa mediante MALDI-TOF los hemocultivos positivos se
procesaron de acuerdo con el procedimiento experimental estandar de los kits
de identificacion de hemocultivos positivos de Bioyong (Bioyong Technologies
Inc.). Se extrajeron 200 pl del frasco de hemocultivo positivo y se introdujeron en
un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Se afiadieron 40 pl de reactivo | de los kits de
identificacion de hemocultivos positivos al tubo Eppendorf y se mezclo durante 5
segundos.
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La mezcla se colocé durante 8 minutos a temperatura ambiente. Después se
agregaron al tubo 1000 ul de reactivo Il de los kits de identificacion y se volvié a
agitar durante 5 segundos. La mezcla se centrifugd durante 3 minutos a 300
r.p.m.y se transfirieron 1000 ul del sobrenadante de la centrifugacién a un nuevo
tubo Eppendorf de 1,5 ml. Se volvid a centrifugar 3 minutos a 13000 r.p.m. para
precipitar las bacterias y se descarté el sobrenadante. Seguidamente se
afiadieron 1000 pl de reactivo Il en la precipitacion. Se volvié a agitar 5 segundos
y se centrifug6 durante 3 min a 13000 r.p.m., se elimind el sobrenadante y se
agregaron 40 pl de reactivo Il del kit. A continuacién, la mezcla se centrifugo a
13000 r.p.m. durante 1 minuto y se agregaron 2 pl del sobrenadante a una de las

384 posiciones de la placa portamuestras (Clin-ToF I, Biyong Technologies Inc).

Por ultimo, después de secar el sedimento bacteriano en la placa portamuestras
del MALDI-TOF, se anadié 1 ul de reactivo IV y 1 ul de reactivo V a cada posicién
de la placa. La identificacion directa se llevé a cabo mediante sistema MALDI-
TOF (Clin-ToF-Il; Bioyong Technologies) y el software BE V3.2 capturo
automaticamente los espectros y los comparé con la base de datos (Clin-ToF-ll;
Bioyong Technologies Inc.). En 3 horas se logro la identificacion microbiana

directa.

Para el analisis estadistico se utilizd la prueba chi-cuadrado de Pearson y la
prueba exacta de Fisher para analizar los resultados. Los analisis estadisticos
se realizaron utilizando el software SPSS V18.0, los valores de p < 0,05 se

consideraron estadisticamente significativos.

Para la identificacion por el método convencional (gold standard) se realizé un
analisis del frasco de hemocultivo mediante la tincion de Gram después de que
el sistema automético de hemocultivo lo marcara como positivo. Se realizd un
subcultivo a una placa de agar chocolate y agar columbia (ThermoFisher
Scientific). Tras una incubacion de 24 se obtuvieron las colonias que fueron
identificadas mediante el sistema automatico de identificacibn bioquimica
automético VITEK 2 (BioMerieux) que precisa de unas 17 horas.

Se analizaron 400 hemocultivos positivos, de los cuales 200 fueron hemocultivos

de la marca Thermo y 200 de la marca Schenker.
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Tabla 8. Identificacion de hemocultivos de ambas marcas mediante MALDI-TOF
y su comparacion con el método bioquimico de rutina, extraida de Wang Y et
al. (14)

—— Consistency of identification Consistency of identification
outine
) ) . Accurate  of Thermo positive BCs with Accurate  of Scenker positive BCs with
Strains binchemical ) ) . . . .
. . nis, routine biochemical naos. routine biochemical
identification ) o . L
identification [%) identification [%])
Gram
positive 91 111 9451 B 94,51
bacteria

Gram-
negative o9y 94 96,91 95 97 94

Total 200 18% q94.50 189 94.50

Las identificaciones a partir de los hemocultivos de la marca Thermo mostraron
una precision del 94,5% (189/200). Respecto a la identificacion de bacterias
grampositivas como se muestra en la tabla 8 y 9, de las 200 muestras se
identificaron 86 bacterias con puntuaciones > 25, mientras que se identificaron
90 cepas con puntuaciones de confianza >20 y una cepa con una puntuacion <
20.

Se identificaron un total de 18 cepas de estreptococos con puntuaciones >25,
mientras que 2 cepas de Streptococcus anginosus se identificaron errbneamente
como Candida parapsilosis y Propionibacterium acnes. Se identificaron 43 cepas
de estafilococos con puntuaciones de confianza >25, mientras que 1 cepa de
Staphylococcus hominis se identific6 errbneamente como Propionibacterium
acnes. Las 14 cepas de enterococos de los hemocultivos Thermo se identificaron

correctamente con puntuaciones de confianza >25.
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Tabla 9: Fiabilidad de la identificacion microbiana directa de bacterias
grampositivas mediante MALDI-TOF a partir de frascos de hemocultivos Thermo,
extraida de Wang Y et al. (14)

Respecto a las bacterias aisladas de hemocultivos positivos de la marca
Schenker, se identificaron directamente el 94,5% de ellas (189/200). De las 200
muestras de hemocultivo, se identificaron 86 cepas de bacterias grampositivas
de 91 con puntuaciones de confianza >25, tres cepas con puntuaciones <20 y
se identificaron 20 cepas de estreptococos con puntuaciones >25 mientras que
una cepa de Streptococcus pneumoniae fue identificada errbneamente como
Streptococcus dysgalactiae. Por dltimo, se identificaron 42 cepas de
Staphylococcus con puntuaciones de confianza >25, mientras que 2 cepas de
Staphylococcus epidermidis se identificaron errébneamente como Nocardia
thailandica. Las 14 cepas de enterococos aisladas de los hemocultivos Schenker

se identificaron correctamente con una puntuacion de confianza >25.
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Respecto a las bacterias gramnegativas, como se muestra en la siguiente tabla,
de las 200 muestras de hemocultivo Thermo se identificaron 94 cepas
bacterianas gramnegativas de las anteriores 200 muestras, con puntuaciones
>25 mientras que se identificaron 2 cepas con puntuaciones <20 y 1 cepa se
identificé con una puntuacién de confianza <20. También se identificaron 47 de
48 cepas de Enterobacter aisladas de hemocultivos Thermo, que se identificaron
correctamente con puntuaciones de confianza > 25, mientras que 1 cepa de
Serratia marcescens se identificé erroneamente como Atopobium rimae. Las 18
cepas de pseudomonas aisladas se identificaron correctamente con una

puntuacion >25.

Tabla 10: Fiabilidad de la identificacién directa de bacterias gramnegativas
mediante MALDI-TOF a partir de hemocultivos Thermo, extraida de Wang Y et
al. (14)
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5. DISCUSION

MALDI-TOF ha sido, con toda probabilidad, el cambio tecnolégico de mayor
importancia en la Microbiologia Clinica en esta ultima década. En los ultimos
afos esta técnica ha pasado de ser una prometedora técnica del futuro a ser una
tecnologia totalmente integrada en todos los laboratorios de microbiologia

aplicados a la actividad clinica diaria (11-13).

Hasta la introduccion del MALDI-TOF, la identificacion bacteriana, que apenas
habia avanzado, se basaba en la utilizacion de los métodos de identificacion
clasicos. Los unicos avances habian sido la comercializacion de galerias de
identificacion o la automatizacion de la inoculacién y lectura. Practicamente la
totalidad de identificaciones se llevaban a cabo mediante métodos fenotipicos,
los cuales se veian limitados debido a que requerian un crecimiento bacteriano,
que consume 16-18h, asi como los falsos positivos debido a la dificultad de
identificacion de algunas bacterias cuya actividad bioquimica y enzimatica es
muy escasa y dificil de identificar mediante estos métodos. (11-13).

El sistema MALDI-TOF permite llevar a cabo una identificacion microbiana en
cuestién de minutos. Ademas, se ha comprobado que, segun los resultados de
los estudios anteriormente desarrollados, la espectrometria de masas MALDI-
TOF es capaz de realizar la identificacion directa a partir de hemocultivos con
una alta fiabilidad, reduciendo los tiempos necesarios para obtener los
resultados de identificacion microbiana (13). Se ha observado un alto grado de
concordancia entre la identificacion directa mediante MALDI-TOF con la

identificacion gold standard.

La identificacion directa a partir del hemocultivo crecido ha mostrado una
concordancia del 86,5% para gramnegativos y del 93% para grampositivos. Para
grampositivos, la identificacion directa es mayor de un 81% en todos los estudios.
También se vio una alta tasa de identificacion a nivel de género y especie de

estreptococos y estafilococos (14-18).

Especificamente, para enterobacterias la identificacion directa es muy efectiva,

con una tasa de identificacion de mas de un 90% (16,17). Dentro de las BGNNF
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se observa una tasa de identificacion mayor al 70% donde Pseudomonas

aeruginosa tuvo el mayor porcentaje de identificacion, de < 90% (16).

Los kits comerciales para llevar a cabo la identificacion directa han
proporcionado resultados similares, ofreciendo una concordancia > 70% en
todos los procedimientos (17). Ademas, la utilizacion de diversas marcas
comerciales de frascos de hemocultivo no ha tenido influencia en el porcentaje

de identificacion directa (14).

Una importante limitacion del sistema MALDI-TOF es que no debe realizarse la
identificacion directa si se observan dos o mas morfologias bacterianas
diferentes mediante la tincion de gram a partir del frasco de hemocultivo positivo.
El motivo es que se analizan proteinas ribosomales de dos o mas
microorganismos que pertenecen a especies bacterianas diferentes. De este
modo se puede generar una identificacion erronea, que no se corresponda a

ninguno de los microorganismos presentes en el frasco de hemocultivo (17).

En cuanto a los tiempos necesarios para la obtencion de los resultados se puede
apreciar que la identificacion directa es mas rapida que la identificacion mediante
subcultivo en placa de aislamiento (gold standard). Se necesitan 17-24 horas
para obtener la identificacibon mediante el procedimiento gold standard de
subcultivo del hemocultivo como minimo, mientras que la identificacion directa
mediante MALDI-TOF requiere solamente entre 1-3 horas. Teniendo en cuenta
gue la concordancia entre los dos métodos es cercana al 90% de media en los
estudios anteriormente citados, podemos decir que el uso de la espectrometria
de masas MALDI-TOF reduce los tiempos necesarios para llevar a cabo el
diagndéstico microbioldgico de las bacteriemias, sin apenas perjudicar la calidad
de la identificacion (14-18).
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6. CONCLUSIONES

6.1 Conclusiones generales

La espectrometria de masas MALDI-TOF es una herramienta indispensable en
los laboratorios de Microbiologia Clinica. Permite llevar a cabo la identificacion
microbiana directa de los hemocultivos positivos con tiempos de espera menores
a los métodos de identificacion tradicionales, permitiendo adelantar 17-24 horas
como minimo el resultado de la identificacion. Esta rapida informacion
diagnoéstica resulta crucial para el correcto tratamiento antibidtico de los
pacientes con bacteriemias, aumentando su supervivencia y disminuyendo los

gastos sanitarios.

Ademas, el MALDI-TOF ha supuesto indirectamente una reduccion de la carga
asistencial y por lo tanto una mejora en la calidad de cuidados debido a la
reduccion de la morbimortalidad en unidades de cuidados intensivos, pacientes

criticos o de urgencia (15).

6.2 Limitaciones del Trabajo

Han existido ciertas limitaciones en este trabajo de fin de grado que pudieran

haber mejorado la calidad de los objetivos desarrollados.

Al haber seleccionado articulos solo en idioma castellano o inglés se pueden
haber descartado estudios relevantes para esta revision sistematica. EI mismo
problema parece suceder con muchos articulos que podrian haber sido

relevantes, pero no eran gratuitos.

6.3 Fortalezas

Este trabajo se realizé siguiendo el modelo PRISMA, cumpliendo asi todos los
criterios de calidad. De cada articulo seleccionado se ha comprobado su nivel de
evidencia, utilizando las herramientas de estudio pertinentes. Solo se han

incluido aquellos estudios que atendian a las necesidades de los objetivos.

Por ultimo, la relevancia de nuevas técnicas de identificacion microbiana ha
aumentado en los ultimos afios debido a la demanda de pacientes con

infecciones causadas por microorganismos que necesitan atencion lo mas rapido
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posible. Este interés de investigacion permitié que los articulos fueran de gran

interés para el sistema sanitario.
6.4 Implicaciones en la practica clinica

Las enfermeras son las encargadas de los cuidados a los pacientes infecciosos,
muchos de estos en cuidados intensivos o en cualquier unidad de criticos. No
obstante, la mayoria de los profesionales sanitarios tienen un gran
desconocimiento en sobre qué consecuencias tiene el uso de técnicas de

diagndstico microbioldgico mas novedosas y rapidas.

Por esto, uno de los fines de este trabajo es aportar informacién acerca de la
técnica MALDI-TOF para poder aumentar el conocimiento de los profesionales
sanitarios de estas nuevas técnicas y su implicacion en sus actividades

asistenciales.
6.5 Futuras lineas de investigacion

La espectrometria de masas MALDI-TOF esta avanzando hacia proyectos de
investigacion en base a la utilizacion de la inteligencia artificial en el software de
identificacion y/o bases de datos de los resultados obtenidos por la técnica. Estos
estudios apuntan a futuras lineas de investigacioén sobre la técnica MALDI-TOF
que se basan en la utilizacién del “Machine learning” con la base de datos del
Software utilizado para mejorar la identificacién microbiolégica. Estos avances
podrian acercar los porcentajes de identificacion al 100% en especies ya
conocidas y mejorar las identificaciones en cultivos polimicrobianos donde la
técnica MALDI-TOF esta muy limitada (22).
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7. ANEXOS

Anexo I: Herramienta de evaluacion de la evidencia en estudios
observacionales: Guia STROBE (19)

Tabda 1. Declaracion STAOBE: lista de puntos ssanciales que deben describirse en la publicacidn de estudios obsarvationales

Titulo y resumen Purt Fecomendaziin
1 &) Intique, 2n &l thulo o en & resumen, el diseho del estodio con un Eomino et
|} Properc fone en el resumen una sinogsks informetiva y equilbrada de Io que 32 ha hecho y lo que =e ha enconirado
In¥r Uz ion
ContexinyTundaments 2 Exphgue |2 rErones y el fundemento ciendlicos de la nvestigacitn que 52 comunica
(bjetivos k! Indique ks objetivos especilicas, inclukda cualpler hipdlesis preespeciicara
Metndos
Dizafio del estudin i Presente & principin del documento los alementos clave del disaho del estudin
Contestn 5 Describa el marc, los lgares y |35 fechas rlevantes, inculdo ks periodos de racluitamianto, exposicidn, sequimientn y
racagida de daos
Particpanizs i {2) Estuding de cohones: proporions los oriberos de elegibllided, &l como Bs fuentes y & mélodo de s2kceién o2 los
pericipentes. Especiique los métndos de sequimientn
Esludine de casns ¥ controles: proparcions los orignos de eegibllidad asi como les fuentes y e procasa diagndetice de los
cass v el de seleccitn de los controles. Fropordona s razones pam @ eleccién de casos y coningles
Esludins raneverszles: propomions oS crierios de eegiblidad y s fuenies y métodos de sekecodn e |os panicipenies
{b) Estudios da cohories: en o8 estudios sperezdos, roporcione los crilenos para |2 formecidn de parajas y el nimen de
partcipantes can y &n eposicin
Esludins de casos y controles: en ks estudics apareados. proporcions oS orerns para 13 omeacion de s pareps y el
nimam de cantmes por cada casn
Variables 7 Dedna claraments todas (&3 varlahles: de respuesls, eqposiciones, predichnas, confusoies y modiliczcoras ded efectn.
5 procede, proparcione los criedos dignéeicos
Fuenizs de davos/medides iy Pera cada weriabie de interés, proporcione les fuenies de datos y oS delelles da los métodos de valoracion {medida).
% hubiera més de un grepo, 2specifique |2 comparebllidad de los procesos de medide
Sangos 4 Eapecilique fodes las medidas edoptadas para alrontar fuenies polencizles de sesgo
Tamana muzsiral ] Explgue cimo se defenmind & 1zmano muesal
Variables cuanttatvas 1" Explgue cimo se tratamn a5 varlebles cuantietivas en @ andlisls. 81 procede. epligus qué grupos se definiznon y por qué
M¥lodos esladslions 12 (&) Espaciligue todos los mélodos esladklicos, includos [os empleados pare controler los lactoms e combus idn
{b) Ezpecfique Indos los métodos udlizedos para analizar subprupos @ inerc:iones
\c) Explaue gl ralamiamo de los detos sussnes fmiasing daa)
\d) Estudia de cohortes: 5| procede, explgue cimo S8 efronten &5 pérdidas &n @ saguimienio
Esludins de casos y controles: sl procede, explique cimo 52 Bpandenon casas  coninles
Esludins raneverszles: sl proceds, especilioue como se Hene en cuenta en & endliss 13 esyaleqlz de muesieo
() Descrita ios andlisls de sansioilidzd
Resutades
Participanies 13" |gj Deswrita el ndmero de perlicipantes en cada fase dal astudio; por ejemplo cias de los pericipantes potenciaiments
elegibles. los analirados pera sar nclukdos, los confimados elegities, koa includos en el esludio, loa que Lsiamon un seguim By
complelo y bos Enéllzados
{by Describa les rezones de |a pérdida de parlkclpanes en cada laza
\c) Consdders & usn de un dagrama de flyo
Detos deseripths 14" @) Descrita las caracteristices de los participanies en el estudio (o e, demogriticas, clinicas, soclzles) y la infomacidn
gobra 135 Exposichones y |os posibies lactores de confusion
(b} Indigue el rimero de pericipantes con dats ausenkes an cada varlzhle de inkends
\c) Estudins de cohores: resuma el periodn de sequimentn [p. &., promedo y tlel)
[Detos de las varizhles 15" Esludios de cohores: describa el rimeno de eventos resulled, o en proporcions medides resumen & b lango del Hempo
O resuftady Esludins de casns y controles: describa el nimeny de participantes en cada calegaiiz de exposichdn, o hien proparcions med idas
resumen de axposicidn
Esludins raneverszies: destriba el nimen de evenios resutedn, o ben proporcions medidas rasumen
FRecultzdos principakes 16 (&) Fropomdone estimeciones no sustedes y sl proceds, ustedes por facloies de confusiin, 3=l como su predsdn
(2 a), Imerizing de conllanz del 95% ). Especifique ke Bctores de confus ién por |os que se ajusta y |2 rEaones para inclurios
{b} 5 calegorza varkables continugs, descrita bos fmies de los Inkenielo
\E) &1 fuzra perfinents, velore azompatar s eslimaciones dal rlesgo relath con estimaziones del fesge abeoluln par un
periodo de tiampa releenls
(iros andlisks 17 Describa ofros andlisle efecludos {de subpupos, interacciones o sansibilidad)
[ibscustin
Fezulizds clewe 18 Hesuma |os resultados principalies de los ohjelhos del estudio
Limiaciones 19 Di=cuta s imiaciones del eshudbo, tenlendn en cuenla posities lusntes de sesgo o de impreciEin. Razone lanko sobre
la direceitin como sobre i magniiud de cualouler posible s2sgn
Inlerpralzeidn il Proporcione una intengeetzeiin global prudenis de o resubados coraidaiznda objetivos, |imiackones, millipicidad
e endbals, resultedns de estdios smilanes y olres prushas empinces Eedenes
Generzhlldad N Discuta b posilided de generalimer |os resuledos Geelides etema)
Cnz Inbormaciin
Finznciacidn n Especitioue la finenciacion y el papal de los patnocinadores del ssludo y, = procede, del estudo previo an 8l gue s2 beea el

presenie anticuln
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Anexo llI: Herramienta de evaluacion de la evidencia en estudios
experimentales: Guia TREND (20)

El cuestionario TREND (versién 1.0)

Seccidn L& Descripcidn Ejemplo

Titulo y resumen 1 Informacitn sobra el procedimiznto de asignacién de las intervenciones. Resumen estructurado. 1
Informacidn de s poblacidn obyelive y de (3 esfudiads. Antecedentes ciantificos
y justificacién del métoda empleado

Introduccion
Arntecadantes 2 Teorizs an 5= que se hasa el disafio de infervenciones sotve & compartamients 2

Métodos 3 Criterios de seleccibn de participantes, inclwidos crferios de inciusidn en los giferentes niveles
de reclutamisnio y ef plan de muesies (alemplo: ciudades, ciimicas, swelos)

Participantas Métodos de reclutamiento (sjempla: darivacidn, seleccitn propia), incluido el mélndo 31
de muestreo si se utilizd un plan sistematico de muestreo.

Lugares @ instalaciones en que se efectud el ragistro de datos 32

Intervencianas 4 Detalles de las intervenciones propuestas para cada alternativa en estudio, y cdmo y cudndo 4.1
=& las edministrd, incluyendo especificamente: elemento’sustancia; jgué fue lo gue se administng?
Metodo de administracian: joamo se administro el elemento o |3 sustancia?

Unidad e sdmivisfracidn: jodme se agrupd a los sujetos duvamte af proceso de aamimisiracidn?
jHuién adminitrd la intervencidn?

Insiglaciones an 35 que 52 a0minising (3 nfanvencisn 4.2

Cantidad y duracian de la exposicion: jcudntas sasiones o episodics o acontecimientos 4.3
s& propuso? ;Cudnto tiempo se propusa que duraran?

Cronologia: jocudnto tiempo se considerd necesana para administrar la intervencion a ceda unidad? 4.4
Medidas propuestas para meforar &l cumplimiento o la adhesion al estudio {sfemplo: ncenties) 4.5
Objethos 5 Objetros especificos e hipotesis

Wariables a ‘Wariables principales y sacundarias que miden la respuesta, claramente definidas. B
Metodos utilizados para registrar a5 datos y todos los métndos ufilizados para mejorar

la calided de las determinaciones. Infarmacidn sobre el emplec de instrumentos validados,
talas como pruebas psicométricas o bioméfricas

Tamafio muastra 7 Forma de detarminar el tamafio muestral y, cuando resulte adecuado. descripcidn de los andlisis
intermeadios v de las reglas de parada del estudio

Mefoao de ssignacion 8 Linidad de asignacidn (51 ls uridad que se asigna a cadz alfermatie an comparacion a
&5 i mahaduo, grupo o comunidad). Procedimianto wsado para asignar (55 wnidades,
Incluids la informacidn sobre cuslgiiar crifeno de exciusidn (eiemplo: formacide de bioques,
estratificacidn, minimizacidn). inclusidn de los meétodos whilizados para reducir los sesgos
potenciales por mo haber distribuidn la muesing de forms aleatorda (sjemplo: 2parsamientol

Enmascaramianio 9 Especificecion de =i los participantes, los que adminstraron la intervencion y los gue valoraron 9
los resulftados desconocian o no ka asignacion de los participantes a las alternatives estudiadas.
En caszo afirmativa, informacidn acenca de come s cumphid €l anonimato y las medidas
utilizadas para werdicarks

Linidad de andlisis 10 Descnipoitn de iz wnidsd mds pequeria analizada para valorar fos efectos de la infervencidon 10
fefemio: ndividuo, grupo o comunidaal. S ia wnidad analizada differe de bz unidsd asignads
an el estudio, queé metodo analiice se ha usado para confrolar esta diferancia (ejemplo:
giustando las esfimaciones del error esténdar medianie & efecto de oizefio o utlzands anslisis
multiariants)

Matodos estadisticos 11 Méatodos estadisticos empleadas para analizar las vanables principales, incluidas las téonicas
més safistcadas de andlisis de datos. Métodos estadisticos utlizedos para andlisis adicianales,
coma analisis de subgrupas y andlisis ajustados. Métodas pars gestionar \os valores faltanfes y,
5/ 52 inciupen, determinar sus valores. Programas estadisticos ulilzados

Resultados

Flujo de participantes 12 Flujo de participantes en las diferentes etapas del estudia: reclutamienta, asignacidn, inclusion
¥ exposicidn & la intervencidn, seguimiento y andlisis {se recomienda utilizar un diagrama)
Reclutamiento: nimero de participantes cribades; elegibles; no elegibles; gue rechazaron
la irclusién, & incluidos en el estudio
Asignacion: numero de participantes asignados de acuerdo con las condiciones del estudio
Inclusion y exposician a la intervencion: nimero de participantes asignados a cada alternativa
del estudiz y ndmera de partici pantes que recibieron estas aliernativas
Seguimiento: nimerna de participantes en cada aliernativa del estudio; nimero de las qua
completaran y no completaran el seguimiento {ejemplo: pérdidas de seguimsento)
Andlsis: niimern de_nadicinantes incluidns v axcliidos del andlisis orincical _cara cada altarmativa
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Reclutamienio 13 Fechas cormespondientes a los peripdos de reclutameento y de seguimiento

Diatos bazales 14 Datos demograficos basales y caracteristicas dlinicas de los pultcmantes sagln cada alternativa 14
del estudio. Comparacidn de los dates hasales de las pérdidas e segwmiento y de ios paricipantes
que completaron el estudio, en conjurto ¥ segun las alternativas estudisdas. Comparaciones
enfra los datos bhasales de la poblscidn estudiada y de la poblacidn dians

{Continde en pdg.

Med Chin {Barc). 2005, 125{5upl. 1)-38-42

WALLVE C, ET AL ESTUDIOS DE INTERVENCION NO ALEATORIZADCS (TREMD)

TABLA 1
El cuestionario TREND (version 1.0) (continuacidn)
Seccidn Ne Descripcidén Ejemplo
Diztos basakes, equivalencia 15 informacidn sobre Iz eguivalencia basal de los grupos estudiados y metodes estagishicos 15

whiizados para controlar las diferencias basales

Analisis cuantitativo 1& Numero de participantes (denominadar) incluidos en el andliss de cada alternativa del estudio, 16
especizlmante cuando ks denomiradores cambian en diferantes resuliados; exposician
de |os resultados an cifras absolutas cuanda sea posible

Indicecin de =i la estratega del analisis se basa en |a =intencion de tratars o, en caso contrario,
descrpoidn de otmo se analiza g fos participantas que no cumplen con ef profocoln

Resultados y tendencias 17 Para cada variable principal y secundaria, un resumen de los resultados de cada alternativa
ded estudio, junto con la estimacidn del efacto {efect sizal y un intervalo de confianza
para indicar la precision de su estimacion

Inclusidn de los resultados no modificedos o negativas

inclusidn de los resuitades oblenidos en la comprobacidn de las mecanismes causales
que se supone gue explican & efacto de la imtervencion, en caso de que existan

Analisis secundarios 18 Resumen de otras andlisis efectuados, incluidos andlisis de subgrupos o andlsis restringidos, 18
indicando =i estaban previstas y si son de cardcter explorztario

Acontecimientos adversos 19 Rezumen de todes los acontecimeentos adversos imporiantes o de ks efectos no esperadas. 19
en cada alternativa del estudio {medidas adoptedas, estimaciin del famafio del efecto
& intervalos de confianza)
Discusion
Interpreteciin 0 Interpreteciin de los resultadas, feniendo en cuenta las hipotesis del estudio, las fuentes
potenciales de sesgos, imprecisidn de las determinaciones, analisis repeditivos y otras
limitaciones o debilidades del estudio
usidit die las resuitadas, considerando ins mecanismos medianta los gue actua Iz infervencidn
{wias causabivas), o los mecanismas o explicaciones alfernatias, probiemas para poneros
en préctica y para implemantarios
Discusion de la investigacion: programdtics, o implicacionss prachicas

Extrapolacidn 21 Extrapalacidn (validez externa) de los resultados del ensayn, considerando: poblacion estudiada,
caracteristicas de la intervencion, duracion del seguimiento, incenfives, proporcidn

de cemplimients, lugaras e instalsciones especificas que han parficipado en e astudio,

y atros aspectos ralacionadas can este contesto

Evidencias en conjunto 22 Interpreteciin general de los resufiados en el marco de la informacidn apartada v de las teorias
aceptadas en general
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Anexo lll: Tabla de resultados

ANO AUTOR ESTUDIO OBJETIVO RESULTADOS NIVEL DE EVIDENCIA
2018 Pan H wei, Li W, Li ESTUDIOS Comparacion de Concordancia del LEVEL 2C
R guo, Li Y, Zhang | EXPERIMENTALES NO MALDI-TOF frentea | 96,89% (125/2129)
Y, Sun E hua ALEATORIZADOS una técnica frente a la técnica
(16) convencional convencional
2022 Azula N, Relloso S, ESTUDIOS Comparacion de Se logré la LEVEL 3E
Barrios R, Nicola F, | OBSERVACIONALES MALDI-TOF frente a | identificacion
Smayevsky J RETROSPECTIVOS una técnica correctade 81,9%y
(17) convencional 81,7% a nivel de
géneroy especie
2015 Cattani ME, Posse ESTUDIOS Comparacidn de dos | Concordancia del LEVEL 3E
T, Hermes RL, OBSERVACIONALES kits de identificacién | 79,76% (840/670) con
Kaufman SC RETROSPECTIVOS directa frente a una el procedimiento HF
(18) técnica convencional | Concordancia del
72,14% (542/391) con
el procedimiento MS
2020 Wang Y, Jin Y, Bai ESTUDIOS Comparacion de Concordancia del LEVEL 2C
Y, Song Z, Chu W, | EXPERIMENTALES NO | MALDI-TOF utilizando | 94,5% (378/400) para
Zhao M, et al ALEATORIZADOS diferentes frascos de | la marcade
(14) hemocultivo frente a | hemocultivos Ay B
una técnica
convencional
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2012 Croxatto A, REVISION Recopilacion de datos | Resultados de LEVEL 2B
, BIBLIOGRAFICA en referencia al identificacion
Prod’hom G, and MALDI-TOF generales por MALDI-
Greub G TOF en Microbiologia
Clinica
9)
2001 Fenselau C and REVISION Recopilacién de datos | Preparacion de las LEVEL 2B
. BIBLIOGRAFICA en referencia al muestras para la
Demirev PA MALDI-TOF posterior
(10) identificacion
mediante MALDI-TOF
2012 Jordana-Lluch E, REVISION Uso del MALDI-TOF | Explicacion del LEVEL 2A
, . SISTEMATICA en Microbiologia fundamento tedricoy
Martro Catala E, Clinica resultados de
Ausina Ruiz V identificacion de
cepas bacterianas
(11)
2010 Seng P, Rolain JM, REVISION Aplicaciones de la Diferentes usos LEVEL 22
SISTEMATICA espectrometria de clinicos de la

Fournier PE, La
Scola B, Drancourt
M, and Raoult D
(12)

masas MALDI-TOF

espectrometria de
masas MALDI-TOF
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2014 March Rosselld6 GA | TESIS DOCTORAL / Elaboracién de un Protocolos de LEVEL 2C
ESTUDIOS protocolo de procesamiento de
(13) OBSERVACIONALES procesamiento de hemocultivos y
DE CORTE muestra para MALDI- | explicacién extensa
LONGITUDINAL TOF del fundamento
tedrico
2022 Torres Fink | ESTUDIOS Estudio de las Implicacion del uso LEVEL 3C
OBSERVACIONALES aplicaciones del del MALDI-TOF en la
(15) MALDI-TOF ala calidad asistencial
practica clinica del personal de salud
de manera indirecta
2022 Dematheis F, REVISION Estudio deluso de la | Uso de la tecnologia LEVEL 2A
SISTEMATICA inteligencia artificial | machine learning en

Walter MC, Lang D,
Antwerpen M,
Scholz HC,
Pfalzgraf MT, et al
(22)

en la espectrometria
de masas MALDI-TOF

el diagnostico
microbioldgico
mediante MALDI-TOF
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Anexo IV: Herramienta de evaluacion de la evidencia en Revisiones sistematicas: Guia

PRISMA (22)
GUIA PRISMA
Seccién/Tema NUumero item
Titulo
Titulo Identificar la
1 publicacién como
revision
sistemati
ca,
metaanalisis 0 ambos.
Resumen
Resumen estructurado Facilitar  un
resumen
estructurado que
incluya, segun
corresponda:
5 antecedentes; objetivos;

fuente de los datos;
criterios de elegibilidad
de los estudios,
participantes e
intervenciones;
evaluacién de los
estudios y métodos de
sintesis;

resultados;
limitaciones;
conclusiones e
implicaciones de los
hallazgos  principales;
numero de registro

de la revisién sistematica.
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Introduccién

Justificacion

Describir la justificaciéon

3 de larevision en el
contexto de los que
ya se conoce sobre el
tema
Objetivos Plantear de forma
explicita las preguntas
gue se desean contestar
4 con relacion a los
participantes, las
intervenciones, las
comparaciones, los
resultados y el disefio
de los
estudios (PICOS).
Métodos
Protocolo y registro Indicar si existe un
5 protocolo de revision al

qgue se pueda accedery,
si estd  disponible,
la

informacion  sobre el
registro,
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incluyendo  su
namero de

registro.
Criterios de elegibilidad Especificar las
caracteristicas de los
6 estudios y de |las
caracteristicas utilizadas
como criterios de
elegibilidad y su
justificacion
Fuentes de informacion Describir todas las
7 fuentes de informacion
en la busqueda y la
fecha de la (Ultima
busqueda
realizada
Busqueda Presentar la estrategia
completa de busqueda
8 electrénica en, almenos,
una base de datos,
incluyendo los limites
utilizados, de tal forma
gue pueda ser
reproducible
Seleccidén de los estudios Especificar el
9 proceso de
seleccion de los
estudios.
Proceso de extraccion de Describir los métodos
datos .
para la extraccion de
10 datos de las
publicaciones y

cualquier proceso para
obtener 'y confirmar
datos por parte de los
investigadores.
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Lista de datos

11

Listar y definir todas las
variables para las que se
buscaron datos y
cualquier asuncién vy
simplificacion que se

hayan hecho.

Riesgo de sesgo en los

estudiosindividuales

12

Describir los métodos
utilizados para evaluar el
riesgo de sesgo en los
estudios individuales
(especificar si se realizo
al nivelde los estudios o
de los resultados) vy
como esta informacion
se ha utilizado en la

sintesis de datos.

Medidas de resumen

13

Especificar las
principals medidas de

resumen
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Sintesis de resultados

14

Describir los métodos
paramanejar los datos y
combinar resultados de
los estudios, cuando
esto es posible,
incluyendo medidas de

consistencia para cada
metaanalisis.

Riesgo de sesgos entre

losestudios

15

Especificar cualquier
evaluacion

del riesgo de sesgo
gue puedaafectar la
evidencia acumulativa.

Anédlisis adicionales

16

Describir los métodos
adicionales de analisis,
en el caso de que se
hiciera, indicar cuales

fueron preespecificados.

Resultados

Seleccion de estudios

17

Facilitar el namero de
estudios cribados,
evaluados para su
elegibilidad e incluidos
en la revision, y detallar
las razones para su
exclusién en cada etapa,
idealmente mediante un

diagrama de flujo.

Caracteristicas de los
estudios

18

Para cada estudio
presentar las
caracteristicas para las
que se

extrajeron los datos.

Riesgo de sesgo en los
estudios

19

Presentar datos sobre el
riesgo desesgo en cada
estudio vy, si esta

disponible, cualquier
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evaluacion

del sesgo en los
resultados.

Resultados de los
estudios

individuales

20

Para cada resultado
considerado en cada
estudio (beneficios o
dafnos), presentar a) el
dato resumen para cada
grupo de intervencion y
b) la estimacion del
efecto con su intervalo
deconfianza, idealmente
de forma gréfica
mediante un diagrama
de

bosque (forest plot).

Sintesis de los
resultados

21

Presentar los resultados
de todos

los metaanalisis
realizados,

59




Universidad de Valladolid

Incluyendo los intervalos
deconfianza y las
medidas de

consistencia.

Riesgo de sesgo entre

losestudios

22

Presentar los resultados
decualquier evaluacion
del riesgo de sesgo

entre los estudios (ver
item 15).

Anédlisis adicionales

23

Facilitar los resultados
decualquier
andlisis adicional, en el

caso de que se hayan
realizado.

Discusion

Resumen de la evidencia

24

Resumir los hallazgos
principales, incluyendo
la fortaleza de las
evidencias para cada
resultado principal;
considerar su
relevancia para

grupos clave.

Limitaciones

25

Discutir las limitaciones
de los

estudios y de los
resultados y dela
revision

Conclusiones

26

Proporcionar una
interpretacion general
de los resultados en el

contexto de otras
evidencias, asicomo las

implicaciones para la

futura investigacion.

Financiacién
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Financiacion

27

Describir las fuentes de
financiacion de la
revision sistematica y
otro tipo de apoyos, asi
como el rol de los
financiadores en la
revision

sistematica.

61




Universidad de Valladolid

Anexo V: Herramienta de evaluacion de la evidencia en Revisiones
bibliograicas: Guia CASPE (23)

GUIA CASPE
A. ¢Los resultados de larevisiéon son validos?
S NS/NC
.Se hizo la revision sobre un tema
claramente
definido?

2. ¢Buscaron los autores tipos
de articulos

adecuados?

3. ¢Crees que estaban incluidos
los estudios

importantes y pertinentes?

4. ¢ Crees que los autores de la
revision han hecho

suficiente esfuerzo para valorar la
calidad de losestudios incluidos?

5. Si los resultados de los diferentes
estudios hansido mezclados para
obtener un resultado

"combinado", ¢.era razonable hacer
€s0?

B. ¢ Cuales son los resultados?

6. ¢ Cudl es el resultado global de la
revision?

7. ¢ Cudl es la precision del
resultado/s?

C. ¢Son los resultados aplicables en tu medio?

Sl NS/NC

8. ¢ Se pueden aplicar los resultados
en tu medio?

9. ¢Se han considerado todos los
resultados

importantes para tomar la decision?
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frente a los

perjuicios y costes? Aunque no esté
planteadoexplicitamente en la
revision, ¢qué opinas?

10. ¢Los beneficios merecen la pena

27

Describir las fuentes de
financiacion de la revision
sistematica y otro tipo de
apoyos, asi como el rol
de los financiadores en la

revision sistematica
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Anexo VI: Herramienta de evaluacion de los niveles de evidencia

cientifica JBI (24)

Levels of Evidence- Effectiveness (Instituto Joanna Briggs)

Level 1- Experimental Designs

Level 1.a- Systematic review of
Randomized

Controlled Trials

Level 1.b — Systematic review of
RCTs and other

study designs

Level 1.c - RCT

Level 1.d — Pseudo-RCTs

Level 2- Quasi-experimental
designs

Level 2.a — Systematic review
of quasi-

experimental studies

Level 2.b - Systematic review
of quasi’-

experimental studies and other lower
study designs

Level 2.c — Quasi-experimental
prospectively

controlled study

Level 2.d -

historic/retrospective control group
study

Pretest — post-testor

Level 3- Observational- Analytic
Designs

Level 3.a - Systematic review of
comparable

cohort studies

Level 3.b - Systematic review of
comparable

cohort and other lower study designs

Level 3.c - Cohort study with control
group

Level 3.d — Case — controlled study

Level 3.e — Observational study
without a control

group

Level 4- Observational- Descriptive

Level 4.a — Systematic review of
descriptive

studies

Level 4.b — Cross-sectional study
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Studies

Level 4.c - Case series

Level 4.d — Case study

Level 5- Expert Opinion and Bench
Research

Level 5.a — Systematic review of
expert opinion

Level 5.b — Expert consensus

Level 5.c — Bench research/single
expert opinion
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Anexo VII: Tabla de evaluacion de los estudios utilizados

GUIA STROBE

Autor y afio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 11 |12 13| 14|15 |16 17 |18 1920 | 21| 22 Total

Azula N,
Relloso S, Si Si Si | Si Si | Si Si | No | Si Si | Si Si | No | Si Si | Si | No Si | Si Si | No | No 18/22

Barrios R,
Nicola F,
Smayevsky J

17)

Cattani ME, )
Posse T, Si | Si | Si | Si | Si|Si|No|Si|No|Si|Si|sSi|Si|Si|Si|Si |[Noj|Si|Si|gi |No|No| 18722

Hermes RL,
Kaufman SC

(18)

March Rosello
GA Si | S| S| Si|Si|Si|Si|Si |[No|Si|S |[No|Si |Si|Si|Si |[No|Si |Si |No]|Si | No 17/22

(13)

Torres Fink 1) o | o | i | si | si | No | si|si|No|si|silno|si|si|silsi|Nol|sil|sil|No]|No]|No| 1722

(15)

66




Universidad de Valladolid

ITEMS GUIA CASPE

67

REVISIONES
BIBLIOGRAFICAS [ 5 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTAL

Croxatto A, Prodhom| sf sf NS sf ml':'e‘;tsrzn NO sf sf 6

G, and Greub G \er Tabla

9) de

contenidos

Fenselau C and Si Si Si NS Si No fe No Si Si 6
Demirev PA muestran
(10)




Universidad de Valladolid

REVISIONES
SISTEMATICAS

ITEMS DE PRISMA

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

TOTAL

Jordana-Lluch E,
Martré Catala E,
Ausina Ruiz V
(11)

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

No

Si

No

No

Si

Si

No

Si

Si

No

Si

Si

Si

Si

No

23/27

Seng P, Rolain
JM, Fournier PE,
La Scola B,
Drancourt M, and
Raoult D
12)

Si

Si

Si

Si

No

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

No

Si

No

No

Si

Si

No

Si

Si

No

No

Si

Si

Si

Si

20/27

Dematheis F,
Walter MC, Lang
D, Antwerpen M,

Scholz HC,
Pfalzgraf MT, et al
(22)

Si

Si

Si

Si

No

Si

Si

Si

Si

Si

Si

No

No

Si

No

No

Si

No

No

Si

Si

No

Si

Si

Si

Si

Si

20/27
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ENSAYOS
CLINICOS
ALEATORIZAD
oS

GUIA

TREND

TOTAL

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Pan H wei, Li
W, Li R guo, Li
Y, Zhang Y,
Sun E hua
(16)

Si

Si

Si

Si

Si

Si

No

Si

Si

Si

Si

No

No

Si

No

No

Si

Si

No

Si

Si

No

No

Si

Si

19/27

Wang Y, JinY,
Bai Y, Song Z,
Chu W, Zhao
M, et al
(14)

Si

Si

Si

Si

Si

No

No

Si

Si

No

No

Si

Si

Si

Si

No

Si

No

Si

Si

Si

No

Si

Si

Si

20/27
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