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RESUMEN

La identificacion bacteriana mediante métodos tradicionales es lenta y laboriosa,
afectando negativamente el manejo clinico de los pacientes y aumentando la
morbilidad, mortalidad y costos hospitalarios. Por ello, se necesita desarrollar métodos
mas rapidos y precisos, como la tecnologia MALDI-TOF MS. Este estudio evalua su
aplicacion en el diagnostico de patdgenos en pacientes criticos y hospitalizados,
recolectando datos entre septiembre de 2023 y mayo de 2024. Los resultados
muestran que MALDI-TOF MS tiene una alta concordancia con el sistema PHOENIX
(coeficiente de Kappa de Cohen de 0.77) e identifica microorganismos en 5-10 minutos,
comparado con las 18.33 - 24.75 horas de PHOENIX. Escherichia coli fue el
microorganismo mas frecuente (61.89%), seguido de Staphylococcus aureus (13.59%)
y Klebsiella pneumoniae (12.14%). MALDI-TOF MS también detecto eficientemente el
mecanismo de resistencia KPC. Se concluye que MALDI-TOF MS es altamente
efectiva y precisa para la identificacién rapida de microorganismos, mejorando la
intervencion clinica y la gestion de infecciones. Se recomienda integrarla en la rutina de
diagnostico microbioldgico, proporcionar capacitacion al personal y establecer

programas de vigilancia de patégenos comunes y mecanismos de resistencia.

Palabras clave: MALDI TOF MS, PHOENIX, microorganismos, multirresistencia.
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ABSTRACT
The identification of bacteria using traditional methods is slow and laborious, negatively
affecting the clinical management of patients and increasing morbidity, mortality, and
hospital costs. Therefore, there is a need to develop faster and more accurate methods,
such as MALDI-TOF MS technology. This study evaluates its application in the
diagnosis of pathogens in critically ill and hospitalized patients, collecting data between
September 2023 and May 2024. The results show that MALDI-TOF MS has a high
concordance with the PHOENIX system (Cohen’s Kappa coefficient of 0.77) and
identifies microorganisms in 5-10 minutes, compared to PHOENIX’s 18.33 - 24.75
hours. Escherichia coli was the most frequent microorganism (61.89%), followed by
Staphylococcus aureus (13.59%) and Klebsiella pneumoniae (12.14%). MALDI-TOF
MS also efficiently detected the KPC resistance mechanism. It is concluded that MALDI-
TOF MS is highly effective and accurate for the rapid identification of microorganisms,
improving clinical intervention and infection management. It is recommended to
integrate it into routine microbiological diagnosis, provide training to personnel, and

establish surveillance programs for common pathogens and resistance mechanisms.

Keywords: MALDI TOF MS, PHOENIX, microorganisms, multidrug resistance.
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INTRODUCCION

La espectrometria de masas de desorcion/ionizacion laser asistida por matriz
(MALDI-TOF MS) es una técnica innovadora que permite la identificacidén rapida y
precisa de microorganismos a través del analisis de proteinas y otras biomoléculas.
Esta técnica utiliza un laser para ionizar las muestras, generando perfiles de espectro
de masas que se comparan con bases de datos para identificar el microorganismo
presente. Su implementacion ha transformado la microbiologia clinica, proporcionando
diagndsticos mas rapidos y efectivos en muestras clinicas de pacientes criticos y
ambulatorios. (Croxatto, 2012).

Cabe mencionar que un paciente critico segun la OMS es aquel que sufre de
una o mas condiciones potencialmente mortales que requieren vigilancia intensiva y
un tratamiento avanzado en una Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), el manejo de
este tipo de pacientes implica un enfoque multidisciplinario, a menudo las
enfermedades infecciosas representan un desafio significativo en la medicina,
afectando a millones de personas globalmente. (Bizzini, 2010).

Estas enfermedades son causadas por diversos patdgenos, incluidos virus,
bacterias, hongos y parasitos. La identificacion precisa del agente infeccioso es crucial
para administrar el tratamiento adecuado y el desarrollo de nuevas tecnologias
diagnésticas, como MALDI-TOF MS, ha mejorado considerablemente la capacidad de
los laboratorios para detectar y caracterizar rapidamente los agentes infecciosos, lo
cual es fundamental para el manejo efectivo de estas enfermedades. (Darie-lon,
2022).

En el contexto de un paciente critico, las infecciones pueden complicar

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




significativamente el prondstico. Los pacientes en unidades de cuidados intensivos
(UCI) son particularmente vulnerables a infecciones nosocomiales debido a factores
como la inmunosupresion, la invasion de dispositivos médicos y la exposicidén a
patogenos multirresistentes. Un diagndstico rapido y preciso de las infecciones en
estos pacientes es vital para iniciar un tratamiento adecuado y reducir la mortalidad y
la morbilidad asociadas. (Guo, 2019).

El laboratorio de microbiologia es fundamental para el diagnostico de
microorganismos; ya que, mediante técnicas especificas, se identifican y caracterizan
patégenos, y se determina su susceptibilidad a diversos antibiéticos, lo cual es crucial
para orientar tratamientos efectivos, aunque la obtencién de los resultados toma un
tiempo. (Calderaro, 2024). Actualmente, la protedmica es una alternativa en el
laboratorio de microbiologia para dar un diagnostico rapido y preciso de infecciones al
identificar y analizar las proteinas de los microorganismos. La espectrometria de
masas MALDI-TOF MS compara perfiles proteicos con bases de datos de referencia
para identificar bacterias y hongos. Ademas, la protedmica ayuda a detectar
resistencia a antibiéticos, estudiar mecanismos de patogenicidad, caracterizar cepas
microbianas y descubrir biomarcadores para el diagnostico temprano de

enfermedades infecciosas. (Davey, 2015).

CAPITULO I: El Problema De La Investigacién

1.1 Planteamiento Del Problema

La identificacién bacteriana tradicional presenta limitaciones significativas en
términos de velocidad, especificidad, capacidad para identificar microorganismos

dificiles de cultivar, costos y deteccion de patégenos emergentes. (Webster, 2012). Los
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meétodos convencionales, como el cultivo bacteriano seguido de pruebas bioquimicas y
seroldgicas, son lentos y laboriosos, a menudo requiriendo varios dias para obtener
resultados definitivos. Ademas, estos métodos demandan personal altamente calificado
y con experiencia especifica en el campo, lo cual no siempre esta disponible. (Guo,
2019).

Este retraso en la obtencion de resultados impacta negativamente en el manejo
clinico de los pacientes, aumentando la morbilidad, mortalidad y los costos
hospitalarios. En el contexto clinico, la lentitud en la identificacién de patégenos puede
retrasar el inicio de un tratamiento adecuado, lo que puede empeorar la condicién del
paciente y prolongar la estancia hospitalaria. Ante la demora en los resultados, los
meédicos frecuentemente se ven obligados a iniciar tratamientos empiricos basados en
la sospecha clinica. Aunque este enfoque busca controlar rapidamente la infeccion,
conlleva riesgos asociados a la resistencia antimicrobiana y puede no ser 6ptimo para
todos los pacientes. (Bachli, 2022).

La identificacion tardia o incorrecta de patégenos puede resultar en un manejo
suboptimo de las infecciones, aumentando la morbilidad y mortalidad hospitalaria.
Ademas, los métodos tradicionales pueden retrasar la deteccidon de brotes de
infecciones nosocomiales, dificultando la implementacion de medidas de control
eficaces y permitiendo la propagacion de infecciones dentro del hospital, afectando a
mas pacientes y complicando el control de infecciones. (March & Eiros, 2012).

Por lo tanto, existe una necesidad urgente de desarrollar métodos de
identificacion de microorganismos mas rapidos, precisos y eficientes, que no solo

mejoren el diagnostico y tratamiento de infecciones, sino que también optimicen la
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respuesta a brotes de infecciones nosocomiales. Este problema subraya la importancia
de innovar en tecnologias diagndsticas en microbiologia clinica para mejorar los

resultados clinicos y reducir los costos hospitalarios. (Biswas, 2013).

1.2 Delimitacién Del Problema

La presente investigacion se llevara a cabo en el laboratorio de microbiologia del
Hospital General de IESS Quito Sur, el estudio se desarrollara durante el periodo
desde septiembre de 2023 hasta mayo de 2024, la poblacidén de estudio estara
compuesta por todas las muestras clinicas (sangre, orina, esputo, aspirados
traqueales, liquidos, secreciones, etc) recibidas en el laboratorio de microbiologia del
Hospital General del IESS Quito Sur durante el periodo de estudio. Se incluiradn
pacientes de todas las edades y géneros que presenten infecciones bacterianas y
fungicas sospechosas.

El estudio se centrara en la identificacion de bacterias y hongos clinicamente
relevantes utilizando la tecnologia MALDI-TOF MS. Se analizaran los tiempos de
identificacion, la precision de los resultados comparados con métodos tradicionales
(como el cultivo y las pruebas bioquimicas), y la efectividad de MALDI-TOF MS en la
identificacion de microorganismos multirresistentes. Se consideraran las limitaciones
inherentes a la tecnologia MALDI-TOF MS, como la dependencia de una base de datos
de referencia precisa y actualizada. La precision de la identificacion estara sujeta a la

calidad de las muestras y a la competencia técnica del personal del laboratorio.

1.3 Formulacién Del Problema

En el campo de la microbiologia clinica, la identificacidon rapida y precisa de
patogenos es crucial para el diagndstico y tratamiento efectivo de infecciones. Los

meétodos tradicionales, como el cultivo y las pruebas bioquimicas, pueden tardar varios

4
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dias en proporcionar resultados, lo que puede retrasar el inicio del tratamiento
adecuado. La tecnologia MALDI-TOF MS ha surgido como una solucién potencial para

acelerar este proceso.
1.4  Preguntas De Investigacion

e ;Cual es la eficacia y precision de MALDI-TOF MS para identificar patdgenos

(bacterias- hongos) en comparacion con los métodos convencionales?

e ;Como la técnica de MALDI-TOF MS ayuda en la identificacion de

microorganismos multirresistentes en muestras clinicas?

e ;Se reduce el tiempo de acceso al tratamiento dirigido especifico para los
pacientes que reciben los resultados de examenes obtenidos mediante la

técnica de MALDI-TOF MS?"

1.5 Determinacién Del Tema

La implementacion de la metodologia MALDI-TOF MS en microbiologia ha
revolucionado el diagnostico y tratamiento de enfermedades infecciosas,
proporcionando una identificacion rapida y precisa de microorganismos patégenos en
cuestion de minutos, lo que mejora significativamente la eficiencia de los laboratorios y
reduce los costos operativos. En el ambito médico, esta rapidez permite a los clinicos
iniciar tratamientos antimicrobianos adecuados de manera temprana, mejorando los
resultados del paciente, reduciendo la duracién de las hospitalizaciones y
disminuyendo la mortalidad. MALDI-TOF MS facilita la vigilancia epidemiolégica vy el
control de brotes, y ayuda a identificar rapidamente cepas resistentes a antibidticos,

contribuyendo a un manejo mas eficaz y racional de las infecciones.
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1.6 Objetivo General

Evaluar la aplicacién de la protedmica a través de la tecnologia MALDI-TOF para
mejorar el diagnostico de patégenos que causan enfermedades infecciosas en
pacientes criticos, hospitalizados y ambulatorios del Hospital del IESS Quito Sur.

1.7  Objetivos Especificos
e Determinar la variabilidad de resultados mediante la técnica MALDI-TOF MS en

la identificacién de patdgenos (bacterias) en comparacidén con los métodos

convencionales de diagnostico microbiolégico en pacientes de ambos géneros.

e Evaluar como la técnica de MALDI-TOF MS facilita la identificaciéon de

microorganismos bacterianos multirresistentes en muestras clinicas.

e Investigar el impacto de la técnica de MALDI-TOF MS en la reduccion del tiempo
de acceso al tratamiento en pacientes con infecciones leves y graves, en

contraste con los métodos diagnosticos convencionales.

1.8 Declaracion De Las Variables (Operacionalizacion)
INDEPENDIENTE: Muestras de pacientes hospitalizados, pacientes de unidades

criticas y pacientes ambulatorios; MALDI-TOF MS para la identificacion de
microorganismos.
DEPENDIENTE: Precision, velocidad, sensibilidad y especificidad (SCORE) en la

identificacion, tipo de microorganismos.

Variable Definicién Indicador(es) Instrumento(s) | Escala de

Operacional Medicion

u
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Identificacié | Capacidad de | Numero de Equipo MALDI- | Nominal
n de MALDI-TOF microorganism | TOF
patdgenos para identificar | os identificados

microorganism

0s patogenos
Tiempo de Tiempo que Minutos/horas | Registro de Intervalo
identificacié | tarda el MALDI- | necesarios tiempo
n TOF en

identificar

microorganism

0s
Precision de | Exactitud de Score de Comparacion Proporcion
identificacié | las identificaciones | con métodos al
n identificaciones | correctas tradicionales

realizadas por

MALDI-TOF
Adaptabilida | Capacidad del | Numero de Resultados de | Nominal
d a distintos | MALDI-TOF tipos de pruebas de
patdégenos para identificar | patégenos laboratorio

diversos tipos | identificados

de patégenos
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Versatilidad | Capacidad del | Numero de Registro de Nominal
técnica MALDI-TOF tipos de laboratorio
para adaptarse | muestras

a diferentes analizadas
tipos de

muestras

1.9 Justificacion

Las limitaciones de los métodos tradicionales de identificacion microbiana
representan un obstaculo para el diagndstico oportuno y preciso de las infecciones, lo
gue puede tener consecuencias negativas para la salud de los pacientes y la salud
publica en general. Al abordar este problema podria acelerar significativamente el
proceso de diagndstico microbioldgico, mejorar los resultados clinicos de los pacientes
y reducir los costos asociados al tratamiento de infecciones. La investigacion
proporcionara evidencia crucial sobre la viabilidad y beneficios de la utilizacion de
MALDI-TOF MS como una herramienta estandar y tecnologia innovadora en
microbiologia clinica, lo cual podria transformar las practicas actuales, optimizar el
manejo de infecciones en entornos hospitalarios, y mejorar significativamente la

atencion médica.

1.10 Alcance Y Limitaciones
ALCANCES

e Contribuir en el avance del diagnostico médico al evaluar una tecnologia

innovadora para la identificacion de patdégenos de forma mas eficiente.

e Proporcionar evidencia cientifica sobre la eficacia y eficiencia de la tecnologia
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MALDI-TOF en el diagnostico oportuno de enfermedades infecciosas.

Informar y mejorar las practicas clinicas en el Hospital del IESS Quito Sury

potencialmente en otros centros de salud similares.

Potenciar el uso de la protebmica como herramienta complementaria en el

diagndstico clinico de enfermedades infecciosas.

Medir la sensibilidad y especificidad del MALDI-TOF para diferentes grupos de

microorganismos, incluidos patogenos raros o de dificil cultivo.

Analizar cémo la implementacién de MALDI-TOF puede mejorar la deteccion y

respuesta rapida a brotes de infecciones nosocomiales y comunitarias.

LIMITACIONES

El alto costo inicial del equipo MALDI-TOF puede limitar su accesibilidad en

algunos laboratorios.

La operaciéon del MALDI-TOF requiere personal capacitado, lo que puede

representar una barrera en laboratorios con recursos limitados.

La precision del MALDI-TOF depende de la calidad y el alcance de la base de
datos de espectros disponible, que puede no cubrir todos los microorganismos

posibles.

Diferencias en la preparacion y manejo de las muestras pueden afectar la

reproducibilidad y precision de los resultados.

En algunos casos, es necesario un cultivo previo de las muestras, lo que puede

aumentar el tiempo total de diagndstico.
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CAPITULO II: Marco Teé6rico Referencial

2.1 Antecedentes

La espectrometria de masas por tiempo de vuelo asistida por matriz con
desorcidn/ionizacion laser (MALDI-TOF MS) es una técnica analitica empleada en
quimica y bioquimica para identificar y caracterizar una variedad amplia de compuestos
quimicos y biomoléculas como proteinas, péptidos, carbohidratos y acidos nucleicos.
(Bizzini, 2010). Esta técnica combina la sensibilidad y precision de la espectrometria de
masas con la capacidad de desorcion e ionizacion suave proporcionada por una matriz
y un laser. Actualmente, la MALDI-TOF MS se utiliza extensamente en la microbiologia
clinica médica para identificar una diversidad de microorganismos, incluyendo

bacterias, micobacterias, levaduras y hongos filamentosos. (Kumar A. S., 2024).

2.1.1 Origen

En los aios 80, Michael Karas y Franz Hillenkamp desarrollaron los principios
fundamentales de la MALDI. Ellos demostraron que era posible ionizar moléculas en
una matriz utilizando un laser pulsado, y llamaron a esta técnica "desorcidén/ionizacién
por laser" (LDI). (Venezia, 2014). Mas tarde, en 1988, Koichi Tanaka cred una técnica
parecida, a la que llamo "desorcion/ionizacion por laser asistida por matriz" (MALDI).
Tanaka us6 una matriz de 3,5-dimetoxi-4-hidroxiacetanilida (DHB) y mostré que la

MALDI podia ionizar proteinas y otras grandes biomoléculas. (Belkum, 2015).

2.1.2 Desarrollo

Durante la década de 1990, uno de los avances tecnolégicos mas significativos
fue la comercializacion de los primeros espectrometros de masas MALDI-TOF. Esto

permitid que una comunidad cientifica mas amplia tuviera acceso a esta tecnologia. En
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ese tiempo, se optimizaron las matrices utilizadas en el proceso, como el acido
sinapinico y el acido a-ciano-4-hidroxicinamico, lo que mejoro la ionizacion y redujo la
fragmentacién. Ademas, en la misma década, se produjeron avances en los detectores
de espectrometria de masas, incluyendo los detectores de microcanales y de
multicanal, aumentando asi la sensibilidad y la resolucién del analisis. (Webster, 2012).
A principios de los afos 2000, la técnica MALDI-TOF MS se convirtié en una
herramienta estandar en protedmica para la identificacion y caracterizacion de
proteinas. (Singhal, 2016). En el ambito de la microbiologia clinica, los laboratorios
comenzaron a utilizar MALDI-TOF MS para la identificacion rapida de bacterias y
hongos, revolucionando asi el diagndstico microbiologico. Ademas, se desarrollaron
sistemas automatizados que permitian el analisis de grandes volumenes de muestras
con alta reproducibilidad y rapidez. (Jang, 2018).

En la década de 2010, se desarrollaron tecnologias hibridas que combinaban
MALDI con otras técnicas de espectrometria de masas, mejorando la sensibilidad y el
rango de analisis. Ademas, hubo mejoras en el software y las bases de datos,
facilitando la interpretacion de espectros. (Bizzini, 2010). MALDI-TOF MS ofrece
numerosas ventajas revolucionando la microbiologia clinica, ya que permite una
identificacion rapida y precisa de microorganismos, menor costo operativo y una
reduccion en la necesidad de pruebas adicionales (Bachli, 2022).

Desde su invencion, la espectrometria de masas (MS) ha sido un método
complejo, utilizado principalmente en laboratorios de hematologia y quimica para
analizar perfiles proteicos. En 1975, Anhalt y Fenselau fueron pioneros en la

identificacion de microorganismos mediante MS al generar espectros de masa unicos a
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partir de extractos bacterianos de diferentes géneros y especies. (Florio, 2023). A
principios de la década de 1980, se desarrollaron técnicas de desorcion/ionizacién,
como la desorcidn por plasma, desorcidon por laser y bombardeo atdmico rapido, que
permitieron ionizar analitos biomoleculares y enfocarse en obtener perfiles bacterianos,
aungue en ese momento solo se podian analizar moléculas de bajo peso molecular.
(Cho, 2015). Esto llevo al desarrollo de técnicas de ionizacidn suave, como la
desorcion/ionizacidn por laser asistida por matriz (MALDI) y la ionizacion por
electrospray (ESI). Estas técnicas permitieron obtener perfiles proteicos en un amplio
rango de pesos moleculares sin fragmentar las moléculas. (Bachli, 2022).

Desde finales del siglo XX, el uso de MALDI-TOF ha aumentado
significativamente para identificar hongos, virus y bacterias, siendo una técnica rapida y

economica. (Schubert & Kostrzewa, 2017).

2.2 Contenido tedérico que fundamenta la investigacion

2.2.1 Espectrometria De Masas
2.2.1.1 Introduccion A La Espectrometria De Masas

La espectrometria de masas es una técnica analitica que se utiliza en varios
campos cientificos como la quimica, biologia, medicina y ciencias forenses. Esta
técnica permite identificar y cuantificar moléculas de manera precisa al medir la relacion
masa/carga (m/z) de los iones generados a partir de la muestra analizada. La
espectrometria de masas no solo ayuda a identificar compuestos desconocidos, sino
gue también permite estudiar las estructuras moleculares y las composiciones
elementales. Desde su invencion en el siglo XX, la espectrometria de masas ha
evolucionado considerablemente, incorporando nuevas tecnologias y metodologias que

han ampliado su aplicacion y precision. (Vaishampayan, 2023).
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2.2.1.2 Fundamentos De La Espectrometria De Masas

La espectrometria de masas se lleva a cabo en tres etapas principales:
ionizacién, analisis y deteccion. Durante la ionizacién, las moléculas de la muestra se
convierten en iones mediante una fuente de energia, que puede variar. Las fuentes
mas comunes son la ionizacion por electrospray (ESI) y la desorcion/ionizacién por
laser asistida por matriz (MALDI). La ionizacion es fundamental porque permite
manipular y detectar las moléculas en el espectrometro de masas. (Bizzini, 2010). En la
etapa de analisis, los iones generados se separan segun su relacion masa/carga (m/z)
utilizando un analizador de masas. Hay varios tipos de analizadores, como el tiempo de
vuelo (TOF), el cuadrupolo y la trampa de iones, cada uno con ventajas especificas
para diferentes aplicaciones. (Belkum, 2015).

Finalmente, en la etapa de deteccion, los iones separados se detectan,
generando un espectro de masas que muestra la distribucion de los diferentes iones en
la muestra. (Becker, 2024). Es asi que las etapas se detallan a continuacion:

IONIZACION: La ionizacién es el primer paso en la espectrometria de masas,
donde las moléculas de la muestra se convierten en iones. Existen varios métodos de
ionizacidn, cada uno adecuado para diferentes tipos de muestras y aplicaciones. La
ionizacién por electrospray (ESI) y la desorcion/ionizacion por laser asistida por matriz
(MALDI) son dos de las técnicas mas comunes.

lonizacién por electrospray (ESI): ESI es particularmente util para ionizar
biomoléculas grandes y polares, como proteinas y péptidos. En ESI, una solucién de la
muestra se nebuliza y se aplica un alto voltaje, lo que resulta en la formacion de

goticulas cargadas. A medida que el solvente se evapora, las cargas se transfieren a

las moléculas, produciendo iones que pueden ser analizados por el espectrometro de
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masas. (Bachli, 2022).

Desorcidn/ionizacion por laser asistida por matriz (MALDI): Desarrollada por
Karas y Hillenkamp (1988), MALDI es ideal para analizar biomoléculas de alto peso
molecular con minima fragmentacion. En esta técnica, la muestra se mezcla con una
matriz quimica que absorbe la energia del laser y facilita la ionizacién. Cuando el laser
impacta sobre la matriz, esta se vaporiza y transfiere energia a las moléculas de la
muestra, ionizandolas sin causar fragmentacion significativa. (Calderaro, 2024).

ANALISIS DE MASAS: Una vez ionizadas, las moléculas se dirigen al analizador
de masas, donde se separan segun su relacidon masa/carga (m/z). Existen varios tipos
de analizadores de masas, cada uno con sus caracteristicas y aplicaciones especificas:
Tiempo de vuelo (TOF): El analizador TOF mide el tiempo que tardan los iones en
recorrer una distancia fija. Los iones mas ligeros llegan al detector mas rapido que los
mas pesados, permitiendo su separacion basada en la relacion masa/carga. Este tipo
de analizador es conocido por su alta resolucién y capacidad para analizar una amplia
gama de masas. (Barth, 2020).

Cuadrupolo: Introducido por Yost y Enke (1979), el cuadrupolo utiliza campos
eléctricos oscilantes para filtrar iones de diferentes m/z. Solo los iones con una relaciéon
m/z especifica pueden pasar a través del cuadrupolo en un momento dado. Esta
técnica es util para el analisis cuantitativo y se combina frecuentemente con otras
técnicas de espectrometria de masas. (Becker, 2024).

Trampa de iones: Este tipo de analizador atrapa iones en un campo eléctrico
oscilante, permitiendo su acumulacion y posterior liberacion secuencial. La trampa de

iones es versatil y permite realizar experimentos de espectrometria de masas en
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tandem (MS/MS), lo cual es util para la elucidacion estructural de moléculas complejas.
(Brown, 2023).

DETECCION: La etapa final en la espectrometria de masas es la deteccion de
los iones separados por su m/z. Los detectores de iones convierten la llegada de los
iones en una seial eléctrica, que se registra como un espectro de masas. Este
espectro muestra la intensidad de los iones en funcién de su relacidn masa/carga,
proporcionando informacion detallada sobre la composicion y estructura de las

moléculas en la muestra (Cherkaoui, 2010).

2.2.2 Espectrometria De Masas Por Desorcion/lonizacidén Laser Asistida Por

Matriz Con Analisis En Tiempo De Vuelo Maldi Tof Ms

2.2.2.1  Principio De Funcionamiento Y Proceso De Analisis

En MALDI-TOF MS, las muestras se mezclan con una matriz HCCA adecuada que
absorbe la energia del laser y ayuda en la desorcion e ionizacion de las moléculas de la
muestra cuando se expone a pulsos laser. La matriz, generalmente un compuesto
organico cristalino, protege a las moléculas de la muestra de la degradacion térmica y
facilita la transferencia de energia necesaria para su ionizacion. El proceso de MALDI-
TOF MS se divide en dos fases: la ionizacion por MALDI y la deteccidn en el analizador
por tiempo de vuelo. En la fase de ionizacién por MALDI, la muestra se mezcla con una
matriz que absorbe la energia del laser; esta matriz, junto con la muestra, se evapora
rapidamente bajo el impacto del laser, creando una nube de vapor que arrastra las
moléculas de la muestra. Este proceso convierte las moléculas en iones, que son
moléculas cargadas eléctricamente (Bachli, 2022). En la fase de deteccion en el

analizador por tiempo de vuelo, los iones son acelerados por un campo eléctrico y
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viajan a través de un tubo de vacio. El tiempo que tardan los iones en llegar al detector
depende de su relacion masa/carga (m/z); es decir, los iones con mayor m/z tardan
mas tiempo en llegar al detector, mientras que los iones con menor m/z tardan menos
tiempo. Esta diferencia en el tiempo de vuelo se mide y se utiliza para crear un
espectro de masas, una grafica que representa la abundancia de iones en funcién de
su m/z (Cherkaoui, 2010) (llustracion 1).

llustracion 1.

Esquema grafico sobre el proceso de funcionamiento de la metodologia MALDI TOF

COMPONENTE ETAPA

T Resultado {Espectro)

Detector e Deteccion

O
P ] A
2O 4]
0 Yy
o 0 Separacion;
Tubo de vuelo on Analizador TOF
=g A
Luz laser Aceleracién
D
A wis ° - .o
s Desorcion/ionizacion
Muestra cocristalizada 3 :
por laser asistida en
con matriz

matriz (MALDI)

Nota: La imagen ilustra el proceso de la espectrometria de masas MALDI-TOF.
Comienza con la ionizacion de la muestra cocristalizada con una matriz mediante un
laser, seguida de la aceleracion y separacion de los iones en el tubo de vuelo, y
culmina con la deteccion de los iones para generar un espectro de masas. Adaptado:
(Croxatto, 2012).

Un aspecto crucial de la espectrometria de masas en microbiologia clinica es la
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creacion de perfiles de masas especificos para cada especie y cepa de
microorganismos, permitiendo una identificacion precisa. MALDI-TOF MS permite la
identificacion rapida de bacterias, hongos y levaduras en minutos, lo que acelera el
diagnostico y tratamiento de infecciones, siendo altamente sensible y especifico,
incluso en muestras con baja carga bacteriana (Burckhardt, 2018).

Estos perfiles se generan mediante la ionizacion de proteinas y péptidos de los
microorganismos, desorbidos e ionizados por un laser de alta energia en presencia de
una matriz (Wang, 2020). La identificacion se basa en la comparacién de estos perfiles
con una base de datos de referencia que contiene espectros de masa de diversas
cepas bacterianas y fungicas, logrando una identificacion precisa y confiable

(Zambonin, 2022).

2.2.2.2 Comparacion Con Bases De Datos

La identificacion de microorganismos mediante espectrometria de masas se
basa en la comparacién del espectro de masas obtenido con una base de datos de
referencia que contiene perfiles proteicos de una amplia variedad de microorganismos
(Tsuchida, 2020). El software del espectrometro de masas analiza el espectro de la
muestra y lo compara con los espectros de referencia para identificar a los
microorganismos presentes con alta precision en solo unos minutos. La precision y
cobertura de la base de datos son cruciales para el éxito de la identificacion (Schubert
& Kostrzewa, 2017).

Existen varias bases de datos utilizadas en MALDI-TOF MS, destacandose las
comerciales Bruker Biotyper y VITEK MS. Bruker Biotyper contiene miles de perfiles de

referencia para diversas especies bacterianas y fungicas, actualizandose regularmente
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para mejorar la precision de la identificacion (Biswas, 2013). El sistema VITEK MS,
desarrollado por bioMérieux, ofrece una amplia cobertura de microorganismos
clinicamente relevantes y se actualiza peridédicamente para incluir nuevas entradas
(Tsuchida, 2020). Ambos sistemas utilizan algoritmos y puntuaciones para indicar la
similitud a nivel de género y especie, proporcionando una identificacion precisa y rapida
(Moreno, 2017; Darie-lon, 2022).

Ademas de las bases de datos comerciales, existen bases de datos
personalizadas como SARAMIS, que permiten la creacion de "Super Espectros"
representativos de diferentes entornos especificos, mejorando la precision en la
identificacion (Kumar A. S., 2024). La configuracion IVD del sistema VITEK MS utiliza
porcentajes de probabilidad para indicar la precisidén de la identificacion, con valores
cercanos a 99.9% indicando alta precision (Kumar K. N., 2021). La combinacion de
bases de datos comerciales y personalizadas mejora significativamente la precision de

la identificacion, como demostrd (Christner et al., 2014).

2.2.2.3. ldentificacion De Microorganismos Mediante MALDI TOF MS

2.2.2.3.1. Muestras Biologicas

La identificacion de microorganismos directamente a partir de muestras
biologicas es una de las aplicaciones mas relevantes y con mayor impacto clinico de la
tecnologia MALDI-TOF MS (Davey, 2015). Diversos protocolos se han desarrollado y
validado para superar algunas de las limitaciones de la identificacion directa mediante
MALDI-TOF MS, tales como la interferencia de proteinas humanas y el medio de cultivo
en hemocultivos, asi como la necesidad de una alta densidad de microorganismos para

obtener un espectro proteico confiable y especifico. La técnica MALDI-TOF MS

requiere aproximadamente 10*5 unidades formadoras de colonias para obtener una
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cantidad suficiente de proteinas que permita generar un espectro claro y preciso
(Kumar K. N., 2021).

Por ejemplo, en hemocultivos positivos, se emplean varios métodos de
preparacion de muestras para analisis en sangre. Algunos utilizan tubos con gel
separador para aislar eritrocitos y proteinas, mientras que otros aplican lisis celular con
acido férmico o acido trifluoroacético, centrifugaciones diferenciales o filtracion. Ferreira
y colaboradores en el afio 2017, propusieron un protocolo que incluye centrifugacion a
baja velocidad para eliminar leucocitos, seguida de una centrifugacion a alta velocidad
para concentrar bacterias y una extraccion con etanol absoluto, acido formico al 70% y
acetonitrilo. (Wang, 2013).

Por otro lado, en muestras de orina, la confirmacion microbioldgica puede tardar
entre 24 y 48 horas, lo que retrasa el inicio de una terapia antibidtica empirica
adecuada para infecciones del tracto urinario (ITU). El uso de MALDI-TOF MS permite
una identificacion rapida y directa de los microorganismos en las muestras de orina,
complementandose con pruebas de tamizacion iniciales para detectar la positividad de

las muestras. (Wang, 2013).

2.2.2.3.2. ldentificacion Bacteriana

La identificacion bacteriana mediante MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization-Time of Flight) es un método que utiliza la espectrometria de
masas para identificar rapidamente microorganismos a partir de sus perfiles proteicos.
El proceso comienza con la preparacion de la muestra bacteriana, se introduce en el
espectrometro de masas MALDI-TOF, donde un laser de alta energia ioniza y desorbe
las moléculas al estado gaseoso. La matriz absorbe la energia del laser y la transfiere a

las moléculas de la muestra, generando iones cargados que se analizan en funcion de
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su relacion masa/carga (m/z). Un laser ioniza las proteinas de la muestra, y estos iones
son aceleradas en un campo eléctrico hacia un detector (Kumar A. S., 2024). El tiempo
de llegada se registra y se transforma en un espectro de masas, que muestra la
intensidad de los iones en funcion de su relacion masa/carga (m/z), creando asi un
"perfil proteico" distintivo del microorganismo (Kumar K. N., 2021). Este perfil proteico
caracteristico se compara con bases de datos de referencia para identificar la especie

bacteriana (Croxatto, 2012).

2.2.2.3.3. ldentificacion De Hongos Y Levaduras

En la identificacién de hongos y levaduras se debe preparar la muestra para
cultivarla en un medio adecuado para obtener colonias puras. Una pequena cantidad
de la colonia se transfiere a una placa de MALDI y se mezcla con acido a-ciano-4-
hidroxicinamico, una matriz que ayuda a ionizar las moléculas proteicas sin
fragmentarlas durante la desorcion laser (Lau, 2019). Una vez que la muestra esta
preparada y seca en la placa de MALDI, se coloca en el espectrometro de masas. Un
laser de alta energia impacta la muestra, causando la ionizacién y desorcion de las
proteinas. La matriz absorbe la energia del laser y transfiere esa energia a las
moléculas de la levadura, convirtiéndolas en iones sin causar una fragmentacion
significativa, permitiendo la generacion de un espectro de masas que refleja el perfil

proteico especifico de los hongos o de las levaduras (Murugaiyan, 2017).

2.2.3 Deteccién De Resistencia Antimicrobiana Por MALDI TOF MS

La deteccidn de resistencia antimicrobiana es una tarea critica en microbiologia
clinica, esencial para la administracion efectiva de tratamientos antibiéticos y el control
de infecciones y la espectrometria de masas por desorcion/ionizacion (MALDI-TOF MS)

ha emergido como una herramienta prometedora de deteccidn rapida y precisa para la

20

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



resistencia antimicrobiana.

2.2.3.1. Métodos De Deteccion De Resistencia

DETECCION DIRECTA DE ENZIMAS: MALDI-TOF MS puede detectar enzimas
gue confieren resistencia a los antibiéticos, como las B-lactamasas, estas enzimas
hidrolizan antibioticos B-lactamicos, lo que puede ser detectado mediante la
identificacion de productos de degradacion en el espectro de masas. (Sparbier, 2012).

HIDROLISIS DE ANTIBIOTICOS: La muestra bacteriana se incuba con un
antibidtico especifico y luego se utiliza MALDI-TOF MS para detectar los productos de
degradacion del antibiético, con la presencia de estos productos se indica la actividad
de enzimas resistentes (Burckhardt, 2011).

PERFILES PROTEICOS: MALDI-TOF MS genera perfiles proteicos de las
bacterias que pueden incluir picos especificos asociados con proteinas de resistencia.
Comparando estos perfiles con bases de datos, es posible identificar cepas resistentes
(Emonet, 2010).

La tecnologia MALDI-TOF MS se ha aplicado exitosamente a la deteccion de
mecanismos de resistencia antimicrobiana, especialmente en la identificacion de -
lactamasas. Por ejemplo las bacterias productoras de B-lactamasas hidrolizan el anillo
B-lactdmico del antibidtico, lo que se detecta como un cambio en las masas de las
formas no hidrolizadas a las hidrolizadas en el espectro de masas (Guo, 2019).
Sparbier y colaboradores demostraron que la hidrélisis del anillo B-lactamico resulta en
la desaparicion del pico original del antibiético y un desplazamiento de +18 Da, seguido
de una descarboxilacién que desplaza la masa -44 Da, cambios que son facilmente

detectables por MALDI-TOF MS (Hammond, 2014). También se ha utilizado para
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detectar cepas de E. coli productoras de BLEE mediante picos especificos en el

espectro de masas.

CAPITULO Ill: Disefio Metodolégico

3.1. Tipo Y Disefio De Investigacion

La investigacion realizada se clasifica como observacional, con un enfoque
cuantitativo. Este tipo de investigacion se caracteriza por observar y analizar variables
sin intervenir ni manipularlas, permitiendo un analisis descriptivo y analitico de los
resultados. Al ser una investigacion no experimental, no hubo intervencion activa ni
control sobre las variables estudiadas, es decir, no se aplicaron tratamientos ni se
modificaron las condiciones del estudio. En este contexto, los datos se recopilaron de
manera objetiva y se representaron en tablas y graficos, permitiendo medir y analizar la
utilidad de MALDI-TOF MS en la identificacion de microorganismos en muestras

clinicas.

El disefo del estudio fue no experimental, retrospectivo de corte transversal, lo
que significa se basé en datos recolectados definiendo un periodo especifico desde
septiembre 2023 a mayo 2024. Este enfoque permite examinar eventos que ya han

ocurrido y analizar las tendencias y patrones en los datos histéricos.

3.2 La Poblacién Y La Muestra

3.2.1 Caracteristicas De La Poblacion

El estudio se centra en el analisis de muestras clinicas microbiologicas de orina,
sangre, heces, secreciones, esputos, etc. de todos los pacientes género masculino y
femenino, no posee rango etario es decir que abarcan a pacientes de todas las edades,

quienes estan hospitalizados, en terapia intensiva adulto, pediatrico y neonatal del
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hospital general IESS Quito Sur.

3.2.2 Delimitacion de la poblacién

Criterios de Inclusion:

Pacientes criticos y hospitalizados del Hospital del IESS Quito Sur

Pacientes ingresados desde septiembre del 2023 hasta mayo de 2024.

Muestras clinicas que incluyen sangre, orina, esputo, liquido cefalorraquideo,

heridas, etc., con sospecha de infeccion bacteriana.

Muestras con resultados positivos para crecimiento bacteriano en cultivos

tradicionales.

Pacientes de todas las edades, géneros y antecedentes médicos que requieran

diagnostico microbiolégico.

Criterios de exclusion:

Muestras clinicas que no presentan crecimiento bacteriano en cultivos

tradicionales.

Pacientes ambulatorios o no hospitalizados.

Resultados que no hayan sido identificados por la metodologia MALDI TOF MS.

Registros de resultados que no tiene resultado de métodos convencionales de

cultivo.

Muestras clinicas que no cumplan con los criterios de calidad o cantidad

23

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



establecidos en el protocolo

e Pacientes que hayan recibido antibiéticos en las 48 horas previas a la

recoleccion de la muestra.

3.2.3 Tipo De Muestra

La muestra obtenida se clasifica como una muestra probabilistica,
especificamente un muestreo aleatorio simple con un nivel de confiabilidad del 95%. El
muestreo aleatorio simple asegura que todos los elementos de la poblacién tengan la
misma oportunidad de ser seleccionados, lo que aumenta la representatividad de la
muestra y permite realizar inferencias validas sobre la poblacion general de los
pacientes criticos y hospitalizados atendidos en el Hospital del IESS Quito Sur durante

el periodo septiembre del 2023 hasta mayo de 2024.

3.2.4 Tamafo De La Muestra

e Poblacion de estudio: Pacientes criticos y hospitalizados en el Hospital general

IESS Quito Sur durante el periodo de septiembre 2023 a mayo 2024.

¢ Nivel de confianza y margen de error: Nivel de confianza: 95%. Margen de error:

5%

e Variabilidad de la poblacién: Proporcion estimada de muestras con identificacion
correcta: 50% (0.5) debido a la falta de datos previos especificos.

Calculo inicial del tamano de la muestra:
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1.96° 0.5 (1 — 0.5) 5.8416 - 0.25
0.052 0.0025

= 384.16

11 —

El tamafo de la muestra ajustado es de 385 pacientes, lo que asegura un nivel de

confianza del 95% y un margen de error del 5%.

e Calculo de coeficiente Kappa de Cohen

El coeficiente Kappa de Cohen es particularmente util en situaciones donde se
desea medir la fiabilidad de observaciones categdricas entre dos métodos, como en
estudios clinicos, investigaciones psicologicas y, en este caso, la identificacién de
microorganismos entre dos métodos diferentes (MALDI TOF MS y PHOENIX).

Se calcula de la siguiente manera:

Po: es la proporcidn de veces que los evaluadores estuvieron de acuerdo.

Pe: es la proporcion de veces que se esperaria que los evaluadores estuvieran de
acuerdo por azar.

Interpretacion de los Valores de Kappa

0.01 - 0.20: Acuerdo leve

0.21 - 0.40: Acuerdo justo

0.41 - 0.60: Acuerdo moderado

0.61 - 0.80: Acuerdo sustancial

0.81 - 1.00: Acuerdo casi perfecto

Un valor de Kappa alto indica un alto grado de acuerdo entre los métodos, mientras
gue un valor bajo sugiere que los métodos no estan de acuerdo mas alla de lo que se

esperaria por azar.
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3.2.5 Proceso De Seleccion De La Muestra

e Dividir la poblacion de estudio en estratos basados en criterios relevantes (por

ejemplo, tipo de muestra, género, etc).

¢ Dentro de cada estrato, seleccionar aleatoriamente a los pacientes utilizando un

generador de numeros aleatorios, mediante el uso del software Excel.

e Asegurar que la muestra total tenga representacion proporcional de cada
estrato.
3.2.6 Métodos Y Técnicas

e Recoleccion de Datos Cuantitativos:

Muestras Clinicas: Recoleccion de 385 muestras de sangre, orina, esputo, tejidos, etc.
de pacientes criticos y hospitalizados.
Identificacion Bacteriana: Uso de MALDI-TOF MS y métodos de cultivo tradicional para

identificar bacterias presentes en las muestras.

e Analisis de Datos Cuantitativos:
Estadisticas Descriptivas: Calculo de la proporcién de identificaciones correctas para
cada método.
Estadisticas Inferenciales:_ Prueba chi-cuadrado para comparar la precision de los dos

métodos.

3.2.7 Procesamiento Estadistico De La Informacion

Para el analisis de los resultados se utilizé la base de datos de resultados
obtenidos en el periodo de septiembre de 2023 a mayo de 2024, se utilizé la plataforma

Excel y software estadistico SPSS, Google Colab de manera gratuita y sistemas de |A
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para la obtencion de graficos explicativos.

CAPITULO IV: Andlisis E Interpretacion De Resultados

4.1 Andlisis De Los Resultados

El microorganismo mas frecuente identificado por la metodologia MALDI TOF
MS o por el método convencional, es el patdégeno Escherichia coli, con 1239
identificaciones representando el 61.89%, seguido de Staphylococcus aureus, con un
total de 239 identificaciones que corresponde al 13.59%, en tercer lugar se encuentra el
microorganismo Klebsiella pneumoniae, con un total de 243 identificaciones alrededor
del 12.14%, en cuarto y quinto lugar estan los microorganismos Staphylococcus
epidermidis y Enterococcus faecalis, con 134 y 114 identificaciones, con un valor
porcentual de 6.69% y 5.69% respectivamente (Figura 1).

Figura 1.

Frecuencia de microorganismos
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Nota: Escherichia coli es el microorganismo mas comun con una frecuencia
significativamente mayor respecto a los otros cuatro microorganismos con 1239

identiricaciones.
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La metodologia MALDI TOF MS comparado con PHOENIX presenta un
coeficiente de KAPPA DE COHEN aproximado de 0.77, este valor indica un acuerdo
sustancial entre los métodos MALDI TOF MS (Proteémica) y PHOENIX (Tradicional),
ya que ambos métodos son bastante consistentes en la identificacion de
microorganismos (Figura 2).

Figura 2.
Relacién de microorganismos identificados correctamente entre los métodos MALDI

TOF y PHOENIX.
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Nota: El grafico muestra la cantidad de resultados emitidos en concordancia entre las
dos metodologias en estudio MALDI TOF MS y PHOENIX, donde se visualiza que, de
un total de 2319 aislados, 1899 resultados fueron identificados de manera similar entre
las dos metodologias mientras que 420 fueron diferentes comparando las dos
metodologias, obteniendo asi un coeficiente de KAPPA de Cohen de 0.77.

La mayoria de muestras fueron provenientes de pacientes de género femenino

con 1678 identificaciones con un valor porcentual del 58.55%, mientras que el género
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masculino presenta 1188 identificaciones realizadas, con un total del 41.45% del total
de casos. Asi mismo dentro de los pacientes que mas frecuencia se observan son los
qgue estan hospitalizados en unidades criticas, con un total de 12 apariciones en
diversas fechas (Figura 3).

Figura 3.

Identificacion de patdégenos segun género.

MASCULINO

41.5%

58.5%

FEMENINO

Nota: El grafico muestra la distribucion de los resultados en base al género del paciente
analizado, donde el 41.5% corresponde al género masculino y el 58.5% corresponde al
género femenino.

En relacion a deteccidon de mecanismos de resistencia en base al espectro y
comparado con la base de datos se obtuvo que el unico mecanismo de resistencia
detectado fue KPC que indica resistencia del microorganismo a los antibiéticos
carbapenémicos, el microorganismo que con mas frecuencia se detecta con esta

resistencia es Klebsiella pneumoniae KPC, de un total de 26 identificaciones 24
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corresponden a este microorganismo, mientras que 1 identificacién corresponde a

Escherichia coli KPC, y 1 identificacidn mas corresponde a Enterobacter hormaechei
KPC (Figura 4).

Figura 4.

Frecuencia de microorganismo con mecanismo de resistencia
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Nota: El grafico muestra la distribucion de los resultados que se obtuvieron en
referencia a resistencias bacterianas diagnosticadas por MALDI TOF MS. Klebsiella
pneumoniae es el microorganismo predominante, representando mas del 92.3% de los
casos, mientras que Escherichia coli y Enterobacter hormaechei tienen una presencia
mucho menor, cada uno con un 3.8% de los casos.

En cuanto a la velocidad de identificacion, el sistema PHOENIX tarda entre
18.33 y 24.75 horas, con una mediana de 22 horas después de obtener los primeros
resultados de MALDI TOF MS. Esto significa que, segun los registros de la base de
datos, PHOENIX es mas lento que MALDI TOF MS por unas 22 horas. Por otro lado,
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MALDI TOF MS identifica microorganismos mucho mas rapido, tardando en promedio
entre 5 y 10 minutos, con una mediana de 7.5 minutos.
Tabla 1.

Velocidad en la identificacion de microorganismos comparando la metodologia

METODOLOGIA MALDI TOF MS METODOLOGIA PHOENIX

Primer resultado obtenido entre 5-10 | Primer resultado obtenido entre 18.33-

minutos 24.75 horas.

La mediana en la obtencion de resultados | La mediana en la obtencidn de un

es 7.5 minutos. resultado es 22 horas.

4.2 Interpretacién De Los Resultados

El estudio de Lagacé-Wiens y colaboradores en el afio 2012, utilizaron el kit
Sepsityper® (Bruker Daltonik GmbH) y el analisis por MALDI Biotyper® en 61
hemocultivos monomicrobianos y dos polimicrobianos, encontrd una concordancia del
95.1% comparado con métodos convencionales, reduciendo el tiempo promedio de
obtencidn de resultados en 34.3 horas en condiciones ideales y 26.5 horas en
situaciones practicas, mientras que en este estudio se demostro que el primer registro
de MALDI TOF MS con respecto a PHOENIX es después de 22 horas.

La concordancia en identificacion entre MALDI TOF MS y PHOENIX en este
estudio es del 80.25%, mientras que en un estudio con 318 hemocultivos positivos,
encontraron una concordancia del 96.6% a nivel de género y del 83.3% a nivel de

especie para bacilos gram-negativos utilizando el espectrémetro Auto-flex Il (Bruker
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Daltonics Inc.), mientras que la concordancia para microorganismos gram-positivos fue
menor (64.8% y 31.8% respectivamente). De la misma manera en un estudio realizado
por Wang y colaboradores en el afio 2013, se compararon los resultados de los
métodos tradicionales de urocultivo con los obtenidos mediante MALDI-TOF MS
usando un espectrometro Auto-flex Il (Bruker Daltonics Inc.) acoplado a citometria de
flujo (UF-1000i) para tamizar las muestras positivas de individuos con sintomas de
infeccion urinaria. Los resultados del MALDI-TOF MS fueron consistentes con los
meétodos convencionales en 1373 de 1456 muestras (94.3%), incluyendo 982 muestras
negativas. La concordancia en la identificacion de microorganismos fue del 90.0% en
muestras monomicrobianas, mientras que, en muestras con dos microorganismos, el
MALDI-TOF MS identific6 ambos en el 9.0% de los casos.

Burckhardt y Zimmermann (2011) llevaron a cabo un estudio sobre la deteccién
de carbapenemasas en enterobacterias utilizando MALDI-TOF MS. En su estudio,
demostraron que esta técnica podia identificar cepas productoras de carbapenemasas
mediante la deteccion de productos de degradacion de imipenem en el espectro de
masas. Los resultados mostraron una alta sensibilidad y especificidad, destacando la
utilidad de MALDI-TOF MS en la deteccidn rapida de resistencia a los carbapenémicos.

Sparbier et al. (2012) también investigaron la deteccion de B-lactamasas,
incluyendo las carbapenemasas, en bacterias gramnegativas utilizando MALDI-TOF
MS. Su estudio demostré la capacidad de esta técnica para detectar rapidamente la
presencia de estas enzimas mediante la identificacién de productos de hidrolisis de
antibidticos en el espectro de masas, en el presente analisis también existe evidencia

sobre la identificacion de carbapenemasas tipo KPC en aislados con Klebsiella
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pneumoniae KPC, de un total de 26 identificaciones 24 corresponden a este

microorganismo, mientras que 1 identificacién corresponde a Escherichia coli KPC, y 1

identificacion mas corresponde a Enterobacter hormaechei KPC.

5.1

CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones
Conclusiones
El analisis comparativo entre la metodologia MALDI TOF MS y el sistema
PHOENIX revela una concordancia sustancial en la identificacion de
microorganismos, con un coeficiente de Kappa de Cohen aproximado de 0.77.
Este valor sugiere que ambas técnicas, a pesar de sus diferencias
metodoldgicas, tienen un alto grado de acuerdo en sus resultados. De un total
de 2319 datos analizados, excluyendo los resultados no registrados, 1899
microorganismos fueron identificados de manera consistente por ambos
meétodos, mientras que 420 mostraron variaciones en la identificacién. Esta
discrepancia, aunque significativa, no disminuye la utilidad clinica de cada
método, sino que resalta la necesidad de una evaluacion critica y posiblemente
complementaria de los resultados obtenidos por diferentes técnicas de
identificacion microbioldgica. La alta concordancia subraya la fiabilidad de
MALDI TOF MS como una herramienta rapida y precisa, al tiempo que reafirma

la validez de los métodos tradicionales como el PHOENIX.

En cuanto a la velocidad de identificacién de microorganismos, la metodologia
MALDI TOF MS muestra una ventaja significativa sobre el sistema PHOENIX. El
analisis de los tiempos revela que PHOENIX tarda entre 18.33 y 24.75 horas en

identificar microorganismos, con una mediana de 22 horas, después de obtener
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el primer registro de resultados de MALDI TOF MS. Este retraso de
aproximadamente 22 horas puede tener implicaciones clinicas importantes,
especialmente en el contexto de infecciones agudas y sepsis, donde el tiempo
de respuesta es critico para el manejo y tratamiento del paciente. La rapidez de
MALDI TOF MS no solo mejora la eficiencia del laboratorio, sino que también
puede traducirse en una intervencion terapéutica mas temprana y precisa,
potencialmente mejorando los resultados clinicos y reduciendo la morbilidad

asociada con infecciones graves.

e El analisis de los datos de identificacion muestra que Escherichia coli es el
microorganismo mas frecuentemente identificado, representando el 61.89% de
todas las identificaciones con 1239 casos. Este hallazgo destaca la prevalencia
de E. coli como patégeno comun en infecciones bacterianas, especialmente en
infecciones del tracto urinario. Staphylococcus aureus, con 239 identificaciones
(13.59%), y Klebsiella pneumoniae, con 243 identificaciones (12.14%), son
también patégenos prevalentes, lo que subraya la necesidad de una vigilancia
continua y estrategias de control de infecciones dirigidas a estos
microorganismos. Staphylococcus epidermidis y Enterococcus faecalis, aunque
menos comunes, con 134 (6.69%) y 114 (5.69%) identificaciones
respectivamente, también representan patdogenos relevantes en el contexto
clinico, especialmente en infecciones nosocomiales y en pacientes con

dispositivos médicos.

e La mayoria de las muestras analizadas provienen de pacientes de género

femenino, con 1678 identificaciones (58.55%), en comparacion con 1188
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identificaciones en pacientes masculinos (41.45%). Este desequilibrio puede
reflejar diferencias en la susceptibilidad a infecciones o en la frecuencia de
consultas médicas entre géneros. Ademas, se observa una alta frecuencia de
identificacion de microorganismos en pacientes hospitalizados en unidades
criticas, lo que resalta la vulnerabilidad de estos pacientes a infecciones
nosocomiales. La presencia constante de infecciones en diversas fechas en
estas unidades sugiere la necesidad de mejorar las practicas de control de
infecciones y de implementar medidas preventivas mas estrictas para proteger a

esta poblacién de alto riesgo.

e La deteccion de mecanismos de resistencia a través de la espectrometria de
masas y comparado con la base de datos revela que el unico mecanismo de
resistencia identificado es KPC, que confiere resistencia a los antibiéticos
carbapenémicos. Klebsiella pneumoniae KPC es el microorganismo mas
comunmente asociado con esta resistencia, con 24 de las 26 identificaciones
totales. Esto subraya la preocupacion creciente por las infecciones causadas por
bacterias multirresistentes y la necesidad urgente de estrategias efectivas de
vigilancia y control. Las muestras mas frecuentemente analizadas incluyen orina,
secreciones de herida, sangre, esputos y aspirados traqueales, con Escherichia
coli predominando en orina, herida y sangre, y Staphylococcus aureus en esputo
y aspirado traqueal. Este patrdn de distribucion de microorganismos y su
resistencia asociada proporciona una vision critica para el disefio de
intervenciones clinicas y politicas de salud publica destinadas a reducir la

propagacion de infecciones resistentes.
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5.2

Recomendaciones

Dado que MALDI TOF MS ofrece una identificacion significativamente mas
rapida de microorganismos en comparacion con PHOENIX, se recomienda
integrar esta tecnologia en la rutina de diagnostico microbioldgico. Esto permitira

una intervencion mas temprana y una mejor gestion de las infecciones.

Es esencial proporcionar capacitacion continua al personal de laboratorio para
garantizar un uso 6ptimo y preciso de la tecnologia MALDI TOF MS, asegurando

asi resultados confiables y consistentes.

Establecer programas de vigilancia que se centren en los patdgenos mas
comunes identificados, como Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Klebsiella pneumoniae. Estos programas deben incluir el monitoreo de las tasas

de infeccion y la implementacion de medidas preventivas.

Mejorar y reforzar los protocolos de control de infecciones en unidades criticas,
donde la frecuencia de infecciones es mas alta. Esto incluye medidas estrictas
de higiene, uso adecuado de equipos de proteccidon personal y politicas de

aislamiento cuando sea necesario.

Implementar la deteccion rutinaria de mecanismos de resistencia, como KPC,
utilizando tecnologias como MALDI TOF MS. La identificacién temprana de
bacterias multirresistentes permitira un tratamiento mas efectivo y la prevencion

de brotes.

Implementar sistemas eficientes de gestion de datos para registrar, analizar y

reportar los resultados de identificacion microbiolégica de manera precisa y en
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tiempo real. Esto facilitara la toma de decisiones clinicas y la investigacion

epidemiologica.

e Priorizar el analisis de tipos de muestras con alta prevalencia de infecciones,
como orina, secreciones de herida, sangre, esputos y aspirados traqueales.
Desarrollar protocolos especificos para el manejo y procesamiento rapido de

estas muestras.
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