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Resumen

as enfermedades infecciosas son un problema de salud que a pesar de los avances médicos siguen cobrando vi-

das en todo el mundo; como las septicemias. La presente investigacion tuvo por objetivo disefiar, estandarizar e
implementar un protocolo inexistente en Guatemala, para el diagnostico rutinario de hemocultivos positivos dentro
de las instalaciones del Laboratorio Clinico del Hospital General San Juan de Dios, lugar en donde se encuentra el
unico espectrometro de masas de tipo Maldi-tof (Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of flight-mass
spectrometry). Se utilizaron 240 muestras de pacientes de los diferentes servicios. El diagnostico se realizé compa-
rando las identificaciones obtenidas a partir de cultivos microbiologicos puros con muestras directas de botellas con
caldo BHI (Brain Heart Infusion). Los resultados de las dos metodologias fueron evaluados con el disefio estadistico
“apareado o emparejado en grupo”. La comparacion no evidenci6 discordancia en las identificaciones; pero si en
los tiempos de respuesta. La reduccion de tiempo fue de 42.9 h para bacterias Gram positivo, 45.0 h para bacterias
Gram negativo y 126.2 h para levaduras, todos a favor de identificaciones a partir de muestras directas. Con esta
investigacion se pretende ofrecer una nueva alternativa que permitird brindar un diagnostico rapido, confiable y
certero a la poblacion guatemalteca. También permitira reducir la morbimortalidad de los pacientes con septicemias,
promover el ahorro de insumos hospitalarios, disminuir el tiempo de estancia hospitalaria, ahorrar el consumo de
antibidticos innecesarios y contribuir indirectamente a combatir la resistencia antimicrobiana; un problema actual
de gran importancia a nivel mundial.

Palabras claves: Microbiologia, septicemia, espectrometria de masas

Abstract

Infectious diseases are a health problem that despite medical advances in terms of diagnosis continue to take lives
worldwide, such is the case of sepsis. The purpose of this research was to design, standardize and implement a
non-existent protocol in Guatemala, for the routine diagnosis of positive blood cultures, within the facilities of the
clinical laboratory of the San Juan de Dios General Hospital; where the only Maldi-tof (Matrix Assisted Laser Desorp-
tion lonization-Time of flight-mass spectrometry) type mass spectrometer is located. For this, 240 samples of positive
blood cultures were used, coming from patients of the different services. The microbiological diagnosis was made by
comparing the identification data obtained from pure microbiological cultures and direct samples of BHI broth (Brain
Heart Infusion) bottles. The results of the two methodologies were evaluated based on “paired or matched in groups”
statistical design. The Maldi-tof technique did not show disagreement regarding identification between the two types
of samples; but it did in the response time. The time reduction was 42.9 h for Gram positive bacteria, 45.0 h for Gram
negative and 126.2 h for yeasts, supporting identification from direct samples. This research aims to provide a new
diagnostic alternative that will allow access to fast, reliable, and accurate results for the Guatemalan population. It
will also help to reduce e morbidity and mortality rates of patients with sepsis, to promote hospital supplies savings,
decrease the patient length of stay, save unnecessary antibiotics and indirectly contribute to combating antimicrobial
resistance; a critical problem faced by the world today.
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Maldi-tof para el diagnostico rapido de hemocultivos

Introduccion

Se definen como septicemia a la enfermedad
infecciosa generalizada debida a la existencia de un
foco infeccioso en el interior del cuerpo, encontrando-
se microorganismos en el torrente sanguineo. Como
consecuencia, se presenta una gran cantidad de sinto-
mas que, en caso de un incorrecto o tardio abordaje
antibidtico, provocan la muerte del paciente (Cattani
etal., 2015).

El diagnostico microbioldgico de septicemias se
realiza mediante el analisis de hemocultivos (Gherardi
et al., 2012), los cuales actualmente requieren un pro-
medio de cinco a siete dias para brindar un diagnosti-
co certero. Dicho lapso es tardio en la mayoria de las
ocasiones, y retrasa la toma de decisiones poniendo en
riesgo la vida de los pacientes. Por esta razon, es impe-
rativo mejorar los protocolos de diagnoéstico utilizados
actualmente (Ferreira et al., 2010).

La identificacion de microorganismos en el Labo-
ratorio Clinico, se ha llevado a cabo tradicionalmente
mediante pruebas fenotipicas; como la caracterizacion
macroscopica de las colonias, tinciones y pruebas bio-
quimicas (Ferreira et al., 2011). La automatizacion de
algunas de estas pruebas ha constituido un avance im-
portante, pero continiia siendo insuficiente, debido al
tiempo de respuesta (Angeletti, 2017).

El desarrollo de espectrometria de masas de tipo
Maldi-tof permite la identificacion de microorganis-
mos a partir de cultivos puros mediante el analisis de
proteinas ribosémicas, las cuales generan un espectro
de masas especifico para cada microorganismo en un
corto tiempo (uno a dos minutos aproximadamente)
(Lewis et al., 2006).

El sistema Maldi-tof, separa y detecta iones en
fase gaseosa. Los elementos principales que forman su
sistema son: una fuente de ionizacion, un analizador
de masas y un detector (Garcia et al., 2012).

El resultado de aplicar una fuente de ionizacion
sobre una molécula es la formacion de iones genera-
dos por exceso o pérdida de electrones. La muestra es
embebida en una matriz organica, la cual cristaliza en
contacto con el aire (Aebersold & Mann, 2003). Esta
mezcla se deposita en una tarjeta de material conduc-
tivo y es irradiada por un laser. La energia del laser
causa una desestructuracion de la matriz cristalizada,
generando una nube de particulas. Los iones de dicha
nube se extraen al ser sometidos a un campo eléctrico,
a través del cual son acelerados debido a su carga. Los
iones obtenidos son dirigidos hacia el analizador de
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masas y posteriormente al detector (Cherkaoui et al.,
2010). El papel de la matriz es fundamental para los
procesos electroquimicos que se producen. General-
mente se utilizan sustancias organicas que absorben la
energia del laser como, por ejemplo, acidos a-ciano-
4-hidroxi-trans cinamico (TFA), 2,5-dihidrobenzoico,
sinapinico y formico (Claydon et al., 1996).

Un estudio elaborado por Hoyos-Mallecot y co-
laboradores (2013), evidenciaron que utilizando las
muestras de hemocultivos positivos de forma directa
se redujo considerablemente el tiempo de respuesta
diagnostica Los resultados obtenidos evidencian que
el 77.5% de identificaciones para especies y 93.8% para
subespecies fueron realizado de forma exitosa; razén
por la cual concluyen que el buen funcionamiento,
la rapidez y el bajo costo hacen que esta técnica sea
apropiada y facil de implantar en los Laboratorios de
Microbiologia Clinica.

En Guatemala, solamente existe un espectrome-
tro de masas de tipo Maldi-tof y esta ubicado en el
Laboratorio Clinico del Hospital General San Juan de
Dios (HGSJDD). Por lo que siendo éste un hospital de
referencia nacional, es necesario utilizar los recursos
de forma 6ptima y brindar diagnosticos rapidos, con-
fiables y certeros a la poblacion guatemalteca.

La presente investigacion tuvo por objetivo dise-
far, estandarizar e implementar un protocolo inexis-
tente en Guatemala, utilizando muestras directas de
hemocultivos positivos provenientes de los pacientes
que se encontraban en los diferentes servicios del
HGSJDD, a quienes les fue solicitado, por el personal
médico, un analisis de hemocultivo.

Materiales y Metodos

Recoleccion y procesamiento de muestras

Se utilizaron 240 muestras de hemocultivos
positivos provenientes de pacientes de los diferentes
servicios del HGSJDD. Las muestras fueron llevadas
al Laboratorio Clinico por el personal médico con
solicitud de analisis microbiolégico de hemocultivos.
Fueron seleccionadas aquellas muestras que cumplian
con los criterios de inclusion establecidos (identifica-
cion, solicitud de Laboratorio, medio y volumen de
muestra adecuado).

Las botellas para la recoleccion de muestras con-
tienen caldo BHI enriquecido, que promueve el creci-
miento de cualquier microorganismo presente en la
muestra y perlas de resina que evitan la formacion de
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acimulos bacterianos (Fernandez Olmos et al., 2013).
Las presentaciones pediatricas requerian 5 mL de san-
gre y las de adultos 10 mL (la relacién medio de cul-
tivo y muestra, son de gran importancia para obtener
un correcto diagnostico por lo que fueron respetadas).
Las muestras fueron analizadas por dos metodologias:
Identificacién microbioldgica utilizando, Maldi-tof a
partir de cultivos puros (Drevinek et al., 2012; Dupont
et al., 2010; Galan et al., 2015) y Maldi-tof utilizando
muestras directas (nueva metodologia disefiada). Am-
bas metodologias se compararon y se correlacionaron
los resultados de identificacion y tiempo de respuesta
en cada método.

Identificacion microbiolégica por método
Maldi-tof a partir de cultivos puros

Cada lamina cuenta con tres segmentos de 16
posiciones cada uno; haciendo un total de 48 posiciones
para analisis de muestras y tres posiciones adicionales
para la respectiva calibracion, para lo cual se utilizaron
cepas de Escherichia coli ATCC 1884. Las colonias
fueron colocadas utilizando asas calibradas especiales
y fijadas con 1 pL de matriz orgénica (constituida por
acetonitrilo, TFA y acido formico al 15%). Las laminas
fueron secadas al aire e introducidas en el equipo Mal-
di-tof el cual lee inmediatamente las muestras propor-
cionando un marco de lectura que fue interpretado de
forma automadtica en un periodo de uno a dos minutos
por muestra aproximadamente (Clark et al., 2013).

Identificacion microbiolégica por método
Maldi-tof a partir de muestras directas

Para el procesamiento de las muestras, se realizo
una extraccion proteica, utilizando el procedimiento
establecido por Hoyos-Mallecot y colaboradores
(2013). El procedimiento aqui descrito fue modificado
de la siguiente manera: Materiales, se utilizaron tubos
conicos, para facilitar la decantacion de la muestra, en
vez de los tubos de ensayo ordinarios. Procedimiento,
en el paso 2, se agregaron 500 pL de dodecil sulfato
de sodio (SDS) al 10% en lugar de 200 uL de SDS al
5%, debido a que no se obtenia una cantidad suficiente
de extracto proteico. El paso 3, se realizé tres veces ya
que fue necesario lavar y centrifugar dos veces mas por
el cambio de volumenes y concentracion del SDS. En
el paso 7, se re suspendio el extracto proteico en 500
pL de agua miliQ en lugar de 1 mL, ya que la cantidad
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de agua era suficiente y no afectaba la integridad de
la muestra. Se colocaron 2 pL. de extracto proteico en
cada una de las posiciones de la lamina y se fijaron con
1 uL de matriz organica. Posteriormente, la muestra
fue secada al aire y leida con el espectrometro de masas
(Maldi-tof).

Analisis estadistico

Considerando los antecedentes de los tiempos
diagndsticos y que se necesitaba por lo menos 24 h de
diferencia entre metodologias, el calculo de muestra se
establecid para un disefio apareado o emparejado de
un grupo, evaluandose los tiempos por medio de una
prueba de hipotesis unilateral (Nave, 2018). El calculo
se realizo utilizando el programa Granmo 7.12, cuya
salida indica literalmente:

“Aceptando un riesgo alfa de 0.05 y un riesgo
beta de 0.05 en un contraste unilateral, se precisan por
lo menos 58 sujetos para detectar una diferencia igual
o superior a las 24 unidades. Se asume una desviacion
estandar de 55.44”.

Para la correlacion metodologica se realizé una
prueba de hipotesis unilateral (t de Student) para la
media aritmética de las diferencias de tiempo entre los
métodos, esto permiti6 evaluar, si la diferencia obte-
nida era estadisticamente significativa (> 24 h). Si, la
identificacion microbioldgica hubiese tenido alguna
variacion entre los métodos, se debia realizar un ana-
lisis de concordancia por medio del indice Kappa; lo
cual no fue necesario, debido a que no se encontraron
diferencias.

Resultados

Frecuencias y porcentaje de agentes
etiologicos de septicemias

Las muestras fueron identificadas con la tec-
nologia Maldi-tof. Se utilizaron muestras de cultivos
microbioldgicos puros y muestras directas a partir de
botellas con caldo BHI. Los resultados en cuanto a
identificacion se refieren, no evidenciaron diferencia,
por el contrario, si se encontraron diferencias en los
tiempos de respuesta diagnostica (Figura 1).

El total de muestras procesadas fueron 240, de
las cuales 156 eran de bacterias Gram positivo siendo
Staphylococcus epidermidis (47.1%) el mayormente
aislado en hemocultivos de via central, ya que en el
caso de los hemocultivos periféricos no es considerado
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Figura 1

Flujograma de trabajo para diagndstico de hemocultivos utilizando Maldi-tof
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como agente etiologico de septicemias. De igual forma
Streptococcus pneumoniae, Corynebacterium striatum
y Aerococcus viridans fueron los encontrados en me-
nor porcentaje (0.6%)

En cuanto a las bacterias Gram negativo se ob-
servo que Acinetobacter baumanni fue el identificado
en mayor porcentaje (21.3%), asi como Bacillus cereus
y Pseudomonas stutzeri en el menor (1.3%).

Finalmente, de los microrganismos levaduri-
formes se observaron Gnicamente cinco casos, de los
cuales el 80% eran causados por Candida tropicalis y
el 20% por Candida albicans.

Reduccion de tiempo en la identificacion
microbiolégica de hemocultivos positivos

En la identificacion de microorganismos Gram
positivo se observo una reduccion de tiempo prome-
dio de 42.9 h al comprar el método Maldi-tof cultivo
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(MT-C) con respecto al método Maldi-tof muestra
directa (MT-MD).

En cuanto a la identificacion de microorganis-
mos Gram negativo se pudo observar una reduccion
de tiempo promedio de 45.0 h al comprar el MT-C con
respecto al método MT-MD.

La identificacion de levaduras evidencio una re-
duccién de tiempo promedio de 126.2 h al comprar el
método MT-C con respecto al método MT-MD.

Discusion

La presente investigacion tuvo por objetivo dise-
fiar, estandarizar e implementar un protocolo, para el
diagnostico rutinario de hemocultivos positivos, dentro
de las instalaciones del Laboratorio Clinico del HGSJ-
DD; lugar en donde se encuentra el Ginico espectrome-
tro de masas de tipo Maldi-tof (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time of flight-mass spectrome-
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try) en Guatemala. Dicha metodologia permiti6 obtener
resultados confiables, rapidos y certeros en cuanto a
identificaciones microbioldgicas se refiere, asi también
permitio reducir el tiempo de respuesta diagnostica, lo
cual promovera brindar un pronto y correcto abordaje
antibidtico a los pacientes con septicemia (Emonet et
al., 2010).

Fueron analizadas 240 muestras, de las cuales
156 fueron identificadas con bacterias Gram positi-
vo, 79 como bacterias Gram negativo y cinco como
levaduras.

El hemocultivo o cultivo de sangre, es una prueba
de Laboratorio que se realiza para identificar la presen-
cia de microorganismos en el torrente sanguineo prin-
cipalmente bacterias y hongos (Holland et al., 1996).
Se realiza ante la sospecha de un proceso infeccio-
so en curso o la necesidad de identificar el microor-
ganismo que causa dicha infeccion, con el objetivo de
instaurar el tratamiento farmacoldgico mas efectivo
(Kohlmann et al., 2015).

Tabla 1

Tomando en cuenta las ventajas y respetando el
principio de la tecnologia Maldi-tof, se analizaron cul-
tivos microbiologicos puros y la variante con muestras
directas; este Gltimo con el objetivo de acortar aun
mas el tiempo necesario para el diagnodstico de sep-
ticemias. Las frecuencias evidencian que el 65% de
las septicemias fueron causadas por bacterias Gram
positivo (Tabla 1); siendo el género S. epidermidis la
mas frecuente y A. viridans, C. striatumy S. pneumo-
niae en menor frecuencia. Corynebactrium striatum
es considerado como agente contaminante en mucha
literatura (Zabbe et al., 2015).

Las septicemias causadas por bacterias Gram
positivo cobran gran importancia, debido a que son los
microorganismos identificados con mayor frecuencia,
siendo los principales representantes: Staphylococcus
aureus MRSA y S. pyogenes (Moura et al., 2008). Es-
tas bacterias poseen en su estructura peptidoglicano
(PNQ) y acido teicoico (LTA), dos moléculas que son
reconocidas como patrones moleculares asociados a

Frecuencia y porcentajes de bacterias Gram positivo identificadas como agente causal de septicemias en pacientes

de los diferentes servicios del HGSJDD (n = 156)

ID. Microbiolégica F % GP %FT
Aerococcus viridans 1 0.6 0.4
Corynebacterium striatum 1 0.6 0.4
Staphylococcus aureus 26 16.8 10.8
Staphylococcus epidermidis 73 47.1 30.4
Staphylococcus hominis 32 20.6 13.3
Staphylococcus capitis 6 3.9 2.5
Staphylococcus haemolyticus 7 4.5 2.9
Staphylococcus saprophyticus 3 1.9 1.3
Streptococcus mitis 2 1.3 0.8
Streptococcus pneumoniae 1 0.6 0.4
Enterococcus faecalis 4 2.6 1.7
Total 156 100.0 65.0

Nota. F: Frecuencia / % GP: Porcentaje de Gram positivo / % GN: Porcentaje de Gram negativo / % LEV: Porcentaje

de levaduras / % FT: Porcentaje de frecuencia total
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patogenos (PAMPs) (Sierra et al., 2019), que activan
directa y ampliamente el sistema inmune adaptati-
vo promoviendo la liberacion de altas cantidades de
TNFa, la IL-1pB, la IL-6, el INFy, IL-8, IL-18, IL-2,
IL-12, IL-10, responsables de dafios multiorganicos
y principalmente afecciones cardiacas (Luethy &
Johnson, 2018).

La frecuencia de septicemias causadas por bacte-
rias Gam negativo se evidencia en la Tabla 2. En estos
casos se desencadena una respuesta anomala por parte
del huésped a causa de la presencia de lipopolisacari-
dos (LPS) (Sierra et al., 2019), el principal factor de
virulencia reconocido por el complejo proteico NFkB,
que promueven la produccion y liberacion de citoci-
nas proinflamatorias responsables en su mayoria del
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS)
(Zarate et al., 2014).

El 2.1% de los casos de septicemias fueron pro-
vocadas por levaduras del género Candida sp.; siendo
C. tropicalis la causante del 80% de los mismos. Se-
gun datos del Centro de Control de Enfermedades In-
fecciosas (CCEI), estos patdgenos han llegado a ocupar
el cuarto lugar dentro de las infecciones nosocomiales
del torrente sanguineo, probablemente por la presion de
seleccion a algunos agentes antifungicos (Contreras et
al., 2020). Algunas de estas levaduras presentan resis-

Tabla 2

tencia intrinseca (insensibilidad), o desarrollan resis-
tencia secundaria (luego de haber estado en contacto
con ¢€l); por esta razon se hace necesaria su adecuada
identificacion a nivel de especie (Singhal et al., 2015).

Kumate y colaboradores (2016), hacen hincapié
en la importancia de la correcta y rapida identificacion
microbiologica, debido a que la terapia antibidtica re-
comendada en el caso de las septicemias es la linea
mas alta disponible. Esto quiere decir que, en el caso
de las bacterias Gram negativo, se deben administrar
carbapenémicos o piperacilina/tazobactam y en el caso
de las bacterias Gram positivo vancomicina o Linezo-
lid; para posteriormente realizar un desescalamiento
antibidtico y redireccion de la terapia con base a los an-
tibiogramas brindados. Esta conducta es recomendada
con el objetivo de evitar fallo terapéutico, progresion
de la infeccion y daflo multiorganico.

Del mismo modo, con el objetivo de reducir aun
mas el tiempo de respuesta diagnostico se promovid
el disefio, desarrollo, ejecucion e implementacion de
una nueva metodologia que permiti6 realizar la iden-
tificacion microbioldgica de hemocultivos positivos, a
partir de muestras directas.

Las Tablas 3, 4 y 5 muestran las diferencias en
el tiempo de respuesta diagnostica para cada grupo
de microorganismos. Los datos alli descritos, son

Frecuencia y porcentajes de bacterias Gram negativo identificadas como agente causal de septicemias en pacientes

de los diferentes servicios del HGSJDD (n = 79)

ID. Microbioldgica F % GN %FT
Acinetobacter baumanni 17 21.3 7.1
Bacillus cereus 6 7.5 2.5
Enterobacter cloacae 10 12.5 4.2
Escherichia coli 14 17.5 5.8
Klebsiella pneumoniae 14 17.5 5.8
Pseudomonas stutzeri 1 1.3 0.4
Pseudomonas aeruginosa 15 18.8 6.3
Salmonella group 2 2.5 0.8
Total 79 100.0 32.9

Nota. F: Frecuencia / % GP: Porcentaje de Gram positivo / % GN: Porcentaje de Gram negativo / % LEV: Porcentaje

de levaduras / % FT: Porcentaje de frecuencia total.
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Tabla 3
Reduccion del tiempo en el diagnostico microbiologico de hemocultivos positivos de bacterias Gram positivo
(n =156)
ID. Microbiolégica t MT-C vs MT-MD)
Aerococcus viridans 54.0
Corynebacterium striatum 22.0
Staphylococcus aureus 48.7
Staphylococcus epidermidis 473
Staphylococcus hominis 47.8
Staphylococcus capitis 48.7
Staphylococcus haemolyticus 48.1
Staphylococcus saprophyticus 48.5
Streptococcus mitis 359
Streptococcus pneumoniae 22.0
Enterococcus faecalis 49.2
Promedio de tiempo 429

Nota. t: tiempo en h / MT-C: Maldi-tof cultivo / MT-MD: Maldi-tof muestra directa

Tabla 4
Reduccion del tiempo en el diagnostico microbiologico de hemocultivos positivos de bacterias Gram negativo
n=79)
ID. Microbiologica t (MT-C vs MT-MD)
Acinetobacter baumannii 48.2
Bacillus cereus 50.5
Enterobacter cloacae 47.5
Escherichia coli 45.7
Klebsiella pneumoniae 47.5
Pseudomonas stutzeri 33.0
Pseudomonas aeruginosa 46.9
Salmonella group 40.9
Promedio de tiempo 45.0

Nota. t: tiempo en h / MT-C: Maldi-tof cultivo / MT-MD: Maldi-tof muestra directa
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Tabla 5

Reduccion del tiempo en el diagndstico microbiologico de hemocultivos positivos de levaduras (n = 5)

ID. Microbiologica t (MT-C vs MT-MD)
Candida tropicalis 131.3
Candida albicans 121.2
Promedio de tiempo 126.2

Nota. t: tiempo en h / MT-C: Maldi-tof cultivo / MT-MD:

semejantes a los resultados reportados por Angeletti
y colaboradores (2015), quienes realizaron un estudio
similar comparando tiempos de respuesta, antes y des-
pués de la introduccion de la tecnologia Maldi-tof. Los
datos obtenidos fueron una reduccion de 71.73 h en
la identificacion para bacterias Gram positivo y 64.03
en la identificacion de bacterias Gram negativo; no se
compar6 el tiempo de respuesta en levaduras, pero si
se calculd para microorganismos anaerobios, en los
cuales se observo una reduccion de 47.62 h.

En cuanto a las ventajas de utilizar la tecnolo-
gia Maldi-tof pueden mencionarse: menor tiempo de
respuesta diagnostica, abordaje antibiotico certero en
un menor tiempo, evitar dafio multiorgdnico en los pa-
cientes por uso excesivo e inadecuado de antibidticos
innecesarios, ahorro de insumos hospitalarios, menor
tiempo de estancia hospitalaria, disminucion de cos-
tos en terapia antibioticas, combatir indirectamente la
resistencia antimicrobiana (De la Pedrosa et al., 2016).

Las principales limitaciones del estudio fueron:
la poca informacién con respecto al tema especifica-
mente en el campo de la microbiologia médica y en
cuanto a la nueva metodologia disefiada, la misma no
es util para septicemias mixtas las cuales se presentan
en aproximadamente el 3.5% de los casos (Kumate et
al., 2016); esto debido a que es necesario contar con
las bacterias de forma individual para ser identificadas
(Oviafio Garcia et al., 2019).

Con la presente investigacion se pretende brindar
a la poblacion guatemalteca una alternativa eficiente
que promueva la emision de resultados rapidos, confia-
bles y certeros para el diagnostico de septicemias, que
generalmente ocupan siete dias para su diagnostico.
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