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RESUMEN

La presente investigacion tuvo por objetivo realizar el primer estudio en Guatemala, que
utilizo la técnica espectrométrica Maldi-tof (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization
Time of Flight) para medir la eficacia en la reduccion del tiempo en el diagndstico
microbiologico rutinario de hemocultivos, utilizando para ello 240 muestras de hemocultivos
positivos, provenientes de pacientes que se encontraban en los diferentes servicios del

Hospital General San Juan de Dios (HGSJDD).

El diagnostico microbioldgico, se realizo utilizando tres metodologias:

e Método 1: Identificacion bioguimica automatizada por método Vitek. (método
utilizado actualmente dentro del laboratorio clinico).

e Método 2: Identificacion automatizada por espectrometria de masas y/o protedmica
(Maldi-tof) a partir de cultivos puros (método por implementar con manuales e
instrucciones de la casa comercial).

e Método 3: Identificacién automatizada por espectrometria de masas y/o proteémica
(Maldi-tof) a partir de muestras directas (nueva metodologia estandarizada por el
investigador).

Los resultados fueron evaluados con base al disefio estadistico “apareado o emparejado

en grupo” de la siguiente manera: (Método 1 versus Método 2), (Método 2 versus Método

3).



La reduccion de tiempo de respuesta obtenida utilizando la tecnologia Maldi-tof fue de
108 horas para bacterias gram positivo, 84 horas para bacterias gram negativo y 240 horas
en el caso de levaduras. Paralelamente se disefio, desarrollo, estandariz6 e implementd un
método inexistente en Guatemala que permite realizar identificaciones microbiolégicas a
través de muestras directas, brindando resultados confiables, rapidos y certeros. La eficacia
de esta metodologia fue comprobada y justificada con un andlisis de correlacién Kappa, en

el cual no se obtuvieron discordancias.

Con esta investigacion se pretende brindar una nueva alternativa que permita reducir la
morbimortalidad de los pacientes con septicemias, promover el ahorro de insumos
hospitalarios, ahorro en antibidticos utilizados de forma innecesaria, reducir el tiempo de
estancia de los pacientes en el nosocomio y contribuir a combatir la resistencia antibiética

que actualmente es un problema de salud de gran importancia.
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l. ANTECEDENTES (MARCO TEORICO)

A. Enfermedades Infecciosas

Una enfermedad infecciosa (EI) es la manifestacion clinica provocada por la invasion de
un microorganismo como bacterias, hongos y virus entre otros, dentro de un organismo
metabolica y estructuralmente superior. Las El se transmiten directamente desde el individuo
infectado a través de secreciones, piel, mucosas o indirectamente, a partir de la

contaminacion del aire, fomites o alimentos contaminados (Gordis, 2005).

B. Septicemia

Se define como septicemia a la EI generalizada debido a la existencia de un foco
infeccioso en el interior del cuerpo, en el cual se encuentran microorganismos en el torrente
sanguineo y como consecuencia, se presentan un sinnimero de sintomas que provocan la
muerte del paciente en el caso de un incorrecto o tardio abordaje antibiético (Cattani, Posse,

& Hermes, 2015).

El origen o puerta de entrada, puede ser: el sistema nervioso (la meningitis es una causa
frecuente de septicemia), la piel (quemaduras o heridas mal curadas), las vias respiratorias
(bronquitis o neumonia), el aparato digestivo o el vientre (apendicitis o peritonitis), las vias
urinarias (cistitis o nefritis) y el corazén (endocarditis); asi como posterior a procedimientos

quirdrgicos o ser de origen nosocomial (Aebersold & Mann, 2003).


https://es.wikipedia.org/wiki/Secreci%C3%B3n
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1. Factores de riesgo

Los principales factores de riesgo son: edad, origen de la infeccién, inmunosupresion,
alcoholismo o toxicomania por via intravenosa, cirrosis, tratamiento antibidtico previo
(Resistencia antibiotica), diabetes no controlada y/o antecedentes quirdrgicos (Aebersold &

Mann, 2003).

2. Cuadro clinico

La sintomatologia de evolucién es muy variable, puede ser desde asintomatica y
curarse de manera espontanea posterior a una reaccion inmunolégica adecuada y/o hasta
provocar sintomas a nivel sistémico. Los primeros sintomas son poco especificos (fiebre
alta o, por el contrario, descenso de la temperatura (hipotermia), cansancio intenso,
aumento de la frecuencia cardiaca (taquicardia) y respiratoria (taquipnea), escalofrios
(sobre todo en caso de bacteriemia) o descenso de la presion arterial (hipotension, que

puede ser severa) (Mellmann, Cloud, Maier, Keckevoet, Ramminger, lwen, 2008).

El organismo se ve alterado por los dafios ocasionados posterior a la invasion
microbiana pero también por la reaccion inflamatoria masiva provocada por el sistema
inmunitario la cual concluye en fallo multiorganico (Mellmann et al., 2008). Al mismo
tiempo, los capilares se contraen para compensar una circulacion mas lenta en los tejidos;
la coagulacion se activa provocando una coagulacion intravascular diseminada que
pueden llevar a la aparicion de zonas moradas o0 azuladas e incluso necrosis, gangrena y
amputacion (Aebersold & Mann, 2003). De manera general, al empeorar el cuadro de la

sepsis, aumenta la mortalidad. Se ha observado (un 30% de mortalidad en casos de sepsis
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severa y mas de un 50% de mortalidad en casos de shock séptico en los servicios de

reanimacion) (Aebersold & Mann, 2003).

3. Tratamiento

Una vez establecido el diagndstico de septicemia debe iniciarse de inmediato el
tratamiento antibiotico. Dicha terapia debe ser generalizada, es decir administrar un grupo
de antibidticos que brinden cobertura para todos los microorganismos que probablemente
sean los agentes etioldgicos de la infeccion, no debiendo esperarse el diagndstico de
laboratorio (hemocultivo). De igual forma si es factible, pueden solicitarse otras pruebas

sanguineas como Procalcitonina e Interleucina-6 entre otras (Mosko et al., 2016).

De igual manera debe reequilibrarse alteraciones hemodinamicas y respiratorias
(oxigenacién, aporte de liquidos por via intravenosa, transfusiones, administracion de

medicamentos vaso depresores) (Bright, Clayton, & Soufian, 2000).

A nivel quirdrgico, es necesario evaluar y detectar la puerta de entrada del foco
infeccioso, con el objetivo de decidir una posible intervencion a nivel local
(desbridamiento de un absceso, drenaje quirdrgico, ablacién de un catéter) (Clark, Kaleta,

Arora, & Wolk, 2013).

Actualmente, existen otros tratamientos, o estan en curso de experimentacién, sin

embargo, la administracion de antibidticos a corto plazo y las medidas de apoyo
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hemodindmico y de reanimacion, son las bases mejor establecidas para el tratamiento de una

septicemia (Bright et al., 2000).

C. Importancia del Area de Bacteriologia y Tuberculosis y Hongos del Laboratorio
Clinico del Hospital General San Juan de Dios.

El Hospital General San Juan de Dios (HGSJDD) es un centro asistencial de tercer nivel
del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social en Guatemala, responsable de brindar

atencion médica integral, oportuna, eficiente y eficaz a toda la poblacion.

El Area de Bacteriologia y Tuberculosis y Hongos (ATBH) del laboratorio clinico,
ubicado en el primer nivel del HGSJDD estd enfocada en investigacion, docencia y

diagnéstico tanto de micobacterias como de hongos patégenos.

Las técnicas utilizadas en dichas areas para el diagndstico microbioldgico son: tincion de
gram, analisis bioquimicos para identificaciéon bacteriana (manual y automatizado) y
susceptibilidad antibidtica (difusion en disco, E-test y/o Concentracion Inhibitoria Minima).
Sin embargo, estas técnicas presentan varias deficiencias, dentro de las que pueden
mencionarse: alta probabilidad de contaminacién y medicion erronea de una concentracion
Mcfarland especifica, lo cual nos brindaria resultados de susceptibilidad erroneos; y; un
tiempo prolongado para obtener datos utiles de diagndstico (02-10 dias). El cultivo tanto en
medio liquido como soélido, posee mejor sensibilidad, sin embargo, requiere entre 2-8
semanas de incubacion para evidenciar el crecimiento de micobacterias (Marinach-Patrice,

Lethuillier, Marly, Brossas, Gene & Symoens, 2009).
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Durante el afio 2016, ingresaron al area 1563 muestras de hemocultivos para diagnostico
microbiologico, de las cuales 965 fueron diagnosticadas como positivas, se obtuvieron datos
de identificacién aproximadamente entre el dia cinco y seis y un espectro de resistencia

dentro del dia siete u ocho.

D. Diagnostico microbioldgico de septicemias

1. Coloraciones o tinciones

El analisis de las muestras debe iniciarse evaluando de forma ordinaria la morfologia
del agente causal o bien, si fuese el caso, evidenciar ausencia del mismo. Se realiza un
extendido en una lamina portaobjetos para posteriormente aplicar la tincion elegida
segun sea el caso. Las muestras pueden prepararse de diferentes formas para hacer a los
microorganismos mas fécilmente visibles y mostrar sus caracteristicas estructurales

(Gherardi et al., 2012).

Las suspensiones en fresco permiten valorar algunos elementos; como motilidad
bacteriana, recuento de leucocitos, deteccion de parésitos o protozoos o bien, visualizacion
de estructuras fungicas. Por otra parte, las tinciones microbioldgicas permiten observar a los
microorganismos en funcion de la capacidad de los mismos para retener, o no, determinados

colorantes (Gherardi et al., 2012).
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a. Tincion de Gram: Es de gran importancia en microbiologia, ya que permite hacer
diferenciaciones taxonomicas, separando a los microorganismos en dos grandes
grupos (gram-positivas, de color violeta azulado; y gram-negativas, de color granate
0 rojo-rosado), segin se comporten ante esta tincion (Koneman, Allen & Janda,
2002).

b. Tincion &cido-alcohol resistente: Se basa en que ciertos microorganismos no
pierden la coloracioén por una mezcla de acido y alcohol si han sido previamente
teflidos con fucsina fenicada. Se dice que son microorganismos &cido-alcohol
resistente (Koneman, Allen & Janda, 2002).

c. Otras: hematoxilina férrica, tricromia, May Grunwald-Giemsa, Wright-Giemsa

(Koneman, Allen & Janda, 2002).

2. Hemocultivos

El hemocultivo, o cultivo de sangre, es una prueba de laboratorio que se realiza para
detectar la presencia de microorganismos en el torrente sanguineo, fundamentalmente
bacterias y hongos, por medio de una muestra de sangre, ya sea periférica o de catéter

(Marinach-Patrice et al., 2009).

El analisis de hemocultivo se realiza ante la sospecha de una bacteriemia o fungemia.
Las manifestaciones clinicas de estas infecciones pueden ser muy variadas y en ocasiones

provocar otras patologias (Clark, Kaleta, Arora, & Wolk, 2013).
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La muestra de sangre se coloca en medios de cultivo que permitan favorecer la
proliferacion de los microorganismos, para posteriormente identificar al agente causal y

analizar su sensibilidad antibiotica. (Clark, Kaleta, Arora, & Wolk, 2013).

3. ldentificacion presuntiva por morfologia de colonias (cultivos)

Gracias al cultivo microbioldgico se obtiene informacion adicional que es muy valiosa
para aislar e identificar a los microorganismos. Los medios de cultivo, pueden clasificarse
en:

a. Medios no selectivos: (agar sangre y agar chocolate): Permiten el crecimiento de
todas las especies posibles de microorganismos (bacterias y levaduras) al poseer
suplementos enriquecidos; dicho medio esta propenso a contaminacion por

microorganismos comensales a nivel ambiental (Lewis, Wei & Siuzdak, 2006).

b. Medios selectivos: Son utiles en el aislamiento de especies de importancia médica,
se adicionan sustancias inhibidoras que permiten seleccionar microorganismos
patdgenos. Los medios mas utilizados son: (agar MacConkey, agar CLED, agar XLD,
agar VCAT o VCN). Los medios selectivos se utilizan para sembrar diferentes tipos
de muestras; y la interpretacion de los cultivos primarios se realiza a las 24-48 h de
incubacion. Durante el examen visual, se deben apreciar las principales caracteristicas
de las colonias: tamafio, forma, grado de elevacidn, borde, color, superficie, densidad,

consistencia y olor (Lewis et al., 2006).
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4. Meétodos de identificacion microbioldgica por medio de pruebas bioquimicas.

a. Hemodlisis: Es una reaccion que se observa por transiluminacion producto de la
capacidad que poseen las bacterias de hemolizar los globulos rojos presentes en el
medio de cultivo es utilizada para identificacion presuntiva, principalmente de
estreptococos (Koneman, Allen & Janda, 2002).

1) alfa-hemolisis: Lisis parcial de los glébulos rojos presentes en el medio de
cultivo, originando una decoloracion de color verde (ej.: S. pneumoniae,
estreptococos del grupo viridans).

2) beta-hemdlisis: Lisis total de los hematies presentes en el medio de cultivo (ej.:
Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Listeria monocytogenes).

a. Produccion de pigmentos en medio de agar: Es la caracteristica constitutiva de
cada microorganismo al estar presentes en condiciones idéneas y medios de
cultivos especificos (los cuales poseen diversos colorantes, indicadores de pH,
nutrientes y otros componentes que permiten identificar presuntivamente ciertos
géneros y/o especies) como por ejemplo:; verde y en ocasiones con brillo metélico
(Pseudomonas aeruginosa), rojo y/o rosado (Serratia marcescens), azul (Kluyvera
spp.), purpura (Chromobacterium violaceum) o marrén negruzco (Prevotella

melaninogenica) (Koneman et al., 2002).
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b. Crecimiento en medios liquidos: Los microorganismos de igual forma como en
los medios solidos pueden desarrollarse en medios liquidos, siempre y cuando
posean los nutrientes necesarios que se los permitan. Algunos de estos medios son:
caldo tioglicolato y caldo Brain-Heart-Infusion (BHI), este ultimo utilizado

principalmente para hemocultivos. (Koneman et al., 2002).

5. ldentificacién microbiolégica automatizada

Existen varios métodos de identificacion semiautomatizada y automatizada que superan
a los métodos convencionales por su facil realizacion y el menor tiempo que requieren para
alcanzar el objetivo. Ademas, muchos de estos permiten realizar las pruebas de sensibilidad
a los antimicrobianos al mismo tiempo. Dentro de los métodos de identificacion automatizada
comercializados se encuentran: Vitek2® (bio-Mérieux), MicroScan Walk-Away® (Dade),
Phoenix® (Becton-Dickinson) y Wider® (Soria Melguizo). La principal caracteristica de
estos métodos es su facil y comoda realizacion, permitiendo conseguir la identificacion de la
especie, dado gque en su base de datos incluyen a la gran mayoria de las bacterias clinicamente

importantes (Lay & Holland, 2000).

6. Susceptibilidad antibiotica (Concentracién Inhibitoria Minima)

La sensibilidad antibidtica es una de las méas importantes funciones que realiza un
laboratorio de microbiologia clinica (Koneman et al., 2002). Dentro de los principales

beneficios se encuentran:
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e Permiten apoyar a dirigir la terapéutica una vez que el microorganismo es
conocido.

e Desarrollar politicas de uso de antimicrobianos.

e Vigilar la aparicion de nuevos mecanismos de resistencia.

Detectar precozmente la diseminacion epidémica de una cepa, tanto a nivel

hospitalario como comunitario.
Lo mas importante es saber interpretar los resultados y darles el significado que realmente
tienen; principalmente evitar inconvenientes por los mecanismos de resistencia actuales

(Ferraro, 2001).

Los métodos para realizar sensibilidad antibiética pueden clasificarse asi:

a. Métodos cuantitativos: son aquellos procedimientos que permiten determinar la
concentracion inhibitoria minima (CIM) y/o la concentracién bactericida minima
(CBM).

1. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM): Es la minima concentracion de
antibidtico que, en un periodo de tiempo determinado, es capaz de inhibir el
crecimiento in vitro de un indculo bacteriano previamente estandarizado. La
determinacion de la CIM puede realizarse por micro o macro dilucion en caldo,

dilucion en agar o E-test.

10



TESIS DOCTORAL: REDUCCION DEL TIEMPO EN EL DIAGNOSTICO DE HEMOCULTIVOS UTILIZANDO MALDI-TOF

2. Concentracion Bactericida Minima (CBM): Es la minima con centracion de un
antibidtico que, en un periodo de tiempo predeterminado, es capaz de inducir la

muerte in vitro del 99.9% de una poblacion bacteriana previamente estandarizada.

b. Métodos cualitativos: Son aquellos procedimientos que permiten clasificar
directamente a un microorganismo como sensible o resistente. EI método de Kirby
Bauer o difusion en disco es el méas utilizado en la préctica diaria, desde sus inicios.

(Ferraro, 2001).

E. Espectrofotometria de Masas y/o protedmica (Maldi-tof)

1. Principio

La espectrometria de masas, es una técnica de analisis que permite determinar la distribucion
de las moléculas de una sustancia en funcion de su masa. Un espectrémetro de masas posee tres
elementos principales: Una fuente de ionizacion, un analizador de masas y un detector
con el objetivo de producir, separar y detectar iones en fase gaseosa (Barnes, Fernandez

& Caba, 2013).

a. Fuente de ionizacion:

Al aplicar una fuente de ionizacién, se genera una molécula cargada por la pérdida o
exceso de electrones. En el caso del Maldi-tof, la muestra es embebida en una matriz
organica, la cual cristaliza en contacto con el aire. Esta mezcla se pone en contacto con

la tarjeta de material conductivo y es irradiada por un laser. La energia del laser causa

11
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una desestructuracion de la matriz generando una nube de particulas. Los iones de dicha

nube son sometidos a un campo eléctrico, a través del cual seran detectados.

Los iones obtenidos son llevados hacia el analizador y posteriormente, al detector. La
matriz orgénica juega un papel fundamental para los procesos electroquimicos ya que la
misma absorbe energia del laser. Algunas de las matrices mas utilizadas son el acido a-
ciano-4-hidroxi-trans cinamico, el acido 2,5-dihidrobenzoico, o el acido sinapinico

(Cherkaoui, Hibbs, Emonet, Tangomo & Girard, 2010).

b. Analizador de masas

Es el componente principal de un espectrometro de masas. Su estructura delimita una
zona de vuelo a través de la cual los iones son acelerados adquiriendo una elevada energia
cinética, separandose segln su proporcién masa/carga (m/z). El periodo de tiempo que tarda
cada ion en llegar hasta el detector es denominado tiempo de vuelo y depende de dicha

proporcién (Jung et al., 2017).

c. Detector

A partir de la informacidn recogida por el detector, se genera el espectro de masas, que
separa los diferentes iones de la muestra a partir de su “tiempo de vuelo” (Sauer & Kliem,
2010). En el eje de las ordenadas, se representan los valores del cociente m/z, mientras que
en el eje de las abscisas se representa la intensidad, es decir, el nimero de iones que un

determinado cociente m/z ha impactado contra el detector (Aebersold & Mann, 2003).
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2. Primeras aplicaciones de la espectrometria de masas a la microbiologia

Un estudio publicado en 1975 utilizé pirdlisis para la identificacién de microorganismos
liofilizados. La desventaja del pirdlisis se debe al pequefio tamafio y el rango de las masas
obtenidos, lo cual brinda escasa informacion estructural (Holland, Wilkes, Rafii, Sutherland,

Persons & Voorhees, 2006).

En 1996 se publicaron los primeros estudios en los que se analizaban células bacterianas
intactas sin ninguna extraccion previa, recubriéndola con una matriz orgénica (Claydon,

Davey, Edwards-Jones, & Gordon, 2006).

A partir de estos estudios muchos otros utilizaron la Espectrometria de Masas (EM) para
resolver problemas microbioldgicos, almacenando en bases de datos las secuencias
identificadas de cada especie (Keys, Dare, Sutton, Wells, Lunt, & McKenna, 2004). Poco a
poco las bases de datos se fueron ampliando con espectros de los microorganismos mas

relevantes (Du, Yang, Guo & Song, 2002).

3. Laespectrometria de masas en el laboratorio de microbiologia en la actualidad

Diversas plataformas han permitido a los laboratorios de microbiologia clinica el acceso
a latecnologia Maldi-tof, la cual desde sus inicios tenia por objetivo brindar grandes aportes
a la investigacion bésica. Desde la comercializacion de estas plataformas, el numero de
publicaciones en las que se describe el uso de la EM para la identificacion de

microorganismos ha aumentado de manera exponencial (Angeletti et al., 2015).
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4. ldentificacion de microorganismos a partir de colonias puras

Los microorganismos a estudiar pueden ser colonias bacterianas, levaduriformes u hongos
filamentosos, Unicamente es necesario apegarse a los protocolos de trabajo establecidos para

cada microorganismo (Zabbe, Zanardo, Mégraud & Bessede, 2015).

5. Identificacion microbioldgica a partir de hemocultivo

La identificacion de microorganismos mediante Maldi-tof directamente de hemocultivos
positivos, permite reducir el tiempo de obtencion del resultado en comparacion con los
métodos convencionales, ofreciendo la posibilidad de mejorar el manejo de los pacientes con

sepsis (Dauer & Kliem, 2010).

6. ldentificacion de microorganismos a partir de muestra directa

Dado que estas plataformas necesitan una concentracién minima de bacterias para lograr
una identificacion, resulta dificil la aplicacion de la EM a la muestra directa sin pasar por el
cultivo. Aun asi, si se han realizado identificaciones en estudios, cuando existe una
considerable concentracion de microorganismos en muestras como la orina (Legarraga,

Moraga, Lam, Qeoffroy & Zumaran, 2013).
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades infecciosas son un problema de salud publica que, a pesar de los
avances médicos en cuanto a su diagndstico, sigue cobrando vidas en todo el mundo (OMS,
2014).

En conjunto con la alta prevalencia de dichas enfermedades, se encuentran los mecanismos
de resistencia antibiotica que provocan que todas las terapias descritas hasta el momento no

sean del todo efectivas.

Se define como septicemia a la infeccion grave y generalizada de todo el organismo,
debido a la existencia de un foco infeccioso en el interior del cuerpo, en el cual se encuentran
microorganismos en el torrente sanguineo y de forma secundaria, se presentan un sinnimero

de sintomas que provocan en su mayoria la muerte del paciente (Cattani et al., 2015).

El diagnostico microbiolégico de septicemias se realiza por medio de anélisis de
hemocultivos, los cuales actualmente requieren como minimo siete dias para poder brindar
un diagnostico certero. Dicho lapso en la mayoria de ocasiones, es demasiado largo para
poder tomar decisiones y salvaguardar la vida de los pacientes, razon por la cual es necesario

mejorar los protocolos de diagndstico actualmente utilizados (Mosko et al., 2016).

Los métodos de diagnostico microbioldgico se basan en el cultivo, seguido de la
identificacion fenotipica del microorganismo una vez aislado; y el tiempo necesario para su

obtencion, puede variar de cuatro a siete dias en el caso de los hemocultivos. Dado que la
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identificacion microbioldgica repercute directamente en el manejo del paciente y su
pronostico, son necesarias nuevas herramientas diagndsticas capaces de detectar e identificar

cualquier microorganismo de manera rapida y confiable.

A lo largo de los ultimos afios, con el objetivo de reducir el tiempo necesario para la
identificacion de los microorganismos implicados en diferentes tipos de procesos
infecciosos, se han desarrollado diferentes técnicas moleculares basadas en la amplificacion
genética. Por otro lado, la espectrometria de masas ha surgido como una alternativa rapida y

eficaz a los métodos convencionales para la identificacion de microorganismos.

Del mismo modo, siendo el Hospital General San Juan de Dios (HGSJDD) uno de los dos
hospitales de referencia nacional, es necesario utilizar los recursos de forma Optima,
brindando diagndsticos rapidos y certeros, permitiendo que exista un flujo activo de pacientes

en el nosocomio.

El problema entonces, deriva de la alta morbimortalidad provocada por las septicemias,

asi como el largo tiempo empleado en el diagnéstico y los mecanismos de resistencia

antibiodtica que van cada dia en aumento.
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I1l.  JUSTIFICACION

La Organizacion Mundial de la Salud -OMS- en 2014, informd que los pacientes
hospitalizados poseen un 64% de mayor probabilidad de muerte por infecciones
nosocomiales con respecto a los pacientes ambulatorios, esto debido a la administracion de
terapias antibidticas inadecuadas, agentes causales fastidiosos y a mecanismos de resistencia
antibiotica.

Con base en lo antes mencionado y tomando en cuenta que en Guatemala el HGSJDD es
un Centro Asistencial de tercer nivel; del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social
(MSPASS); que tiene por objetivo brindar servicios de alta calidad a la poblacion
guatemalteca se realizé el primer estudio en Guatemala que utilizo la tecnologia Maldi-tof
para reducir el tiempo en el diagndstico microbiolégico de hemocultivos positivos en
pacientes que asistieron a los diferentes servicios de este nosocomio, lo que justifico este
estudio. El estudio se llevo a cabo en el area de Bacteriologia (AB) y de Tuberculosis y
Hongos (ATBH) del laboratorio clinico.

La utilizacion del método espectrométrico Maldi-tof estd fundamentado en la
identificacion de patrones proteicos ribosomales Unicos y especificos de ionizacion que se
obtienen de cada microorganismo. Identificando dichos patrones en un corto tiempo (Barnes
et al.,, 2013), permite reducir el tiempo de diagndstico, de esta manera se pretende
salvaguardar de mejor manera la vida de los pacientes, observar una reduccion de costos en
insumos hospitalarios y gastos en antibioticos utilizados de forma inadecuada, pero
principalmente, reducir las tasas de morbimortalidad de pacientes con septicemias por fallo

terapéutico o inadecuada administracion de antibidticos.
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IV. HIPOTESIS

La tecnologia Maldi — tof proporcionara un tiempo de respuesta diagndstico menor que la

tecnologia Vitek.
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V. OBJETIVOS

A. General:

Evaluar la eficiencia en la reduccion del tiempo en la identificacion microbiol6gica rutinaria

de hemocultivos, utilizando el método espectrométrico Maldi-tof versus el método Vitek.

B. Especificos:

1. Desarrollar, estandarizar e implementar un protocolo Unico que permita la
identificacion de microorganismos por el método espectrométrico Maldi-tof a partir

de la muestra de hemocultivo.

2. Caracterizar microbioldgicamente (identificar género, especie y subespecie) los
cultivos puros provenientes de muestras de hemocultivos positivos utilizando los
métodos Vitek y Maldi-tof.

3. Diagnosticar microbioldgicamente utilizando espectrometria de masas y/o
protedmica a partir de muestras directas, los hemocultivos positivos provenientes de

los pacientes de los diferentes servicios del HGSJDD.
4. Cuantificar y comparar los tiempos del diagnostico microbioldgico de cada uno de

los métodos (Vitek, Maldi-tof a partir de cultivo puro y Maldi-tof a partir de muestras

directas).
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VI. DISENO METODOLOGICO: MATERIALES Y METODOS

A. Sede del estudio: Laboratorio clinico del Hospital General San Juan de Dios.

B. Tipoy disefio de la investigacion: Descriptivo, transversal y de caracter prospectivo.

C. Unidad de analisis:

1. Unidad primaria de muestreo: Pacientes que se encontraban en los diferentes
servicios del HGSJDD con diagndstico presuntivo de septicemia.

2. Unidad de analisis: Resultados obtenidos posterior a realizar el diagnostico de
septicemia.

3. Unidad de informacion: Microorganismos identificados como agentes causales

de septicemias y tiempo de diagnostico.

D. Poblacion y muestra:

1. Poblacion o universo: Pacientes que se encontraban en los diferentes servicios
del HGSJDD.

2. Marco muestral: Todos los servicios del HGSJDD que solicitaron analisis
microbiologico en muestras de hemocultivos de pacientes con diagnostico
presuntivo de septicemia entre los meses de septiembre a noviembre del 2018.

3. Muestra: Hemocultivos o cultivo de sangre, es una prueba de laboratorio que se realiza

para detectar la presencia de microorganismos, fundamentalmente bacterias y hongos, en

sangre tanto periférica, umbilical o de catéter de pacientes de los diferentes servicios
del HGSJDD a los que les solicitaron andlisis microbioldgico en el periodo

establecido.
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4. Tamafo de la muestra: 240 muestras de hemocultivos positivos, calculado en el
programa GRANMO 7.12 en base a los datos internos del laboratorio clinico del
HGSJDD (ver Anexo 1).

5. Método y técnica de muestreo: Probabilistico.

E. Criterios de seleccién

1. Inclusion: Muestras que cumplieron con fase pre-analitica (asepsia en toma de
muestra, volumen adecuado, identificacion, solicitud de laboratorio).

2. Exclusion: Muestras que no cumplieron con los criterios de la fase pre-analitica.

3. No inclusion: Muestras contaminadas, o que durante el proceso del anélisis no

brindaron un resultado véalido.

F. Variables

1. Dependientes: Caracterizaciébn microbiologica, Tiempos de identificacion
microbioldgica por cada método.

2. Independientes: Métodos Maldi-tof y Vitek.

G. Aspectos Bioéticos

1. Proteccion de personas y animales: El autor declara que para esta investigacion no se
han realizado experimentos en seres humanos ni en animales.

2. Confidencialidad de los datos: El autor declara que ha seguido los protocolos de su
centro de trabajo sobre la publicacion de datos (ver Anexo 5y 7).

3. Derecho a la privacidad y consentimiento informado: El autor declara que en esta
investigacion no aparecen datos de pacientes.

4. Financiamiento: Autofinanciado. (CIOMS, 2016).
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Con base a la pauta 10 de CIOMS denominada: “Modificaciones y dispensas del consentimiento

informado”, la cual se establece lo siguiente:

Un comité de la investigacion puede conceder una exencion del requisito de consentimiento

informado si esta convencido de que la investigacion:

a. No seria factible o viable sin dicha exencion.
b. Tiene un valor social importante.

c. Entrafia apenas riesgos minimos para los participantes.

“Deben respetarse estas tres condiciones para conceder la exencion del consentimiento informado
cuando los datos o muestras bioldgicas no pueden vincularse a la persona y la investigacién tiene un
valor social importante. En esta situacion, el investigador no conoce a los participantes y en
consecuencia, no puede comunicarse con ellos para obtener un consentimiento informado. Por otro
lado, debido a que los datos o muestras no permitirian identificar a las personas, los riesgos para estas

no son mas que minimos” (CIOMS, 2016).

Por lo tanto, se justifica el uso de datos en cuanto al tiempo de respuesta diagnéstica de las
metodologias Vitek y Maldi-tof, asi como el uso de las bacterias aisladas para comparar el desempefio
de los tres métodos a estudio, recalcando que con base al objetivo de la investigacion los datos
obtenidos seran Unicamente del tiempo y desempefio metodoldgico. De igual forma es importante
mencionar que para dicha investigacion fue realizada en orden y con todos los permisos respectivos

por parte del comité de investigacion del Hospital General San Juan de Dios (ver Anexo 5y 7).
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H. Metodologias para el analisis de muestras de hemocultivos

1. Método Vitek (Método No. 1): Metodologia automatizada utilizada actualmente
para la identificacion microbioldgica, esta basada en patrones bioquimicos de
fermentacion de azucares (ver POE-6).

El sistema Vitek es un sistema automatizado de identificacion bacteriana y estudio de

sensibilidad antimicrobiana. La identificacion de las bacterias se basa en la

inoculacion de una suspension de microorganismos en tarjetas con determinados

paneles de reacciones bioquimicas.

2. Espectrometria de Masas Maldi-tof a partir de cultivos (Método No. 2):
Metodologia nueva basada en patrones moleculares proteicos Unicos y especificos

de cada microorganismo (ver POE-7 y POE-8).

3. Espectrometria de Masas Maldi-tof a partir de muestras directas (Método
No. 3): Metodologia nueva evaluada; basada en patrones moleculares proteicos
Unicos y especificos de cada microorganismo, a partir de muestras directas de los

recipientes con hemocultivos positivos. (ver POE-8 y POE-9).
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Microrganismos: Los microorganismos a identificar pertenecen a los siguientes
grupos y se encuentran caracterizadas en el anexo 4.

1. Bacterias Gram positivo.

2. Bacterias Gram negativo.

3. Hongos miceliales, levaduriformes y/o micobacterias.

Disefio estadistico del estudio: Considerando los antecedentes para el diagnostico e
identificacion microbioldgica de hemocultivos; y que se esperaba por lo menos una
reduccion de al menos 24 horas de diferencia en el tiempo de respuesta diagndéstica para
el nuevo método. El céalculo de muestra se establecid para un disefio apareado o
emparejado de un grupo, en el cual, cada muestra fue procesada por ambos métodos,

evaluandose por medio de una prueba de hipétesis unilateral.

El nivel de significancia establecido fue de 0.05 (alfa), con un poder de 95% y una
desviacion estandar de las diferencias de 55.44 horas. El tamafio de muestra minimo
requerido fue de 58 casos. El célculo se realizo utilizando el programa GRANMO 7.12
(IMIM, Barcelona, Espafia), cuya salida literalmente indica: “Aceptando un riesgo alfa
de 0.05 y un riesgo beta de 0.05 en un contraste unilateral, se precisan 58 sujetos para
detectar una diferencia igual o superior a las 24 unidades. Se asume una desviacién

estandar de 55.44” (Nave, 2018).

1. Comparacion entre métodos de hemocultivo Maldi-tof y Vitek.

a. Estadistica descriptiva: Promedio y desviacion estandar de cada método, promedio y
desviacion estandar de la diferencia de tiempos de respuesta entre métodos.
Caracteristicas complementarias también en forma descriptiva, incluyendo resultado

final del hemocultivo (Nave, 2018).
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b. Por ser una comparacion de dos métodos, se utilizd un disefio pareado con una respuesta
continua (horas de cultivo), se realiz6 una prueba de hipétesis unilateral para la media de
las diferencias de tiempo entre ambos métodos, por medio de la prueba de t de Student
pareada. Esto determiné si la diferencia obtenida es significativa (mayor a 24 horas)
(Nave, 2018).

c. Complementariamente, los datos se operativizaron en funcion del resultado del cultivo,
segun tipo de microorganismo y evaluandose especificamente por grupos por medio de
la misma prueba. Esto determind si la diferencia se mantiene para cualquier tipo de
microorganismo o no (Nave, 2018).

d. Si los resultados de los microorganismos tenian variacién entre los métodos y no era un
caso fortuito, se realiz6 un andlisis de concordancia entre ambos por medio del indice

Kappa (Nave, 2018).

2. Comparacion Maldi-tof directo contra Maldi-tof hemocultivo.
a. Se realizd una comparacion de promedios y desviacion estandar ademas de una prueba
de t de Student para diferencias pareadas (Nave, 2018).
b. Serealiz6 unanalisis de concordancia entre ambos métodos por medio del indice

kappa (Nave, 2018).

K. Procesamiento de datos: Se calcularon los parametros antes descritos (ver inciso G),

utilizando Excel de Microsoft Office para la recoleccion y ordenamiento de datos y

para el calculo de indicadores, los paquetes estadisticos Open Epi y GRANMO 7.2.
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L. Periodo de estudio: El tiempo necesario para obtener las 240 muestras fue de 3

meses.

M. Limitaciones de la Investigacion.
1. Poca Informacién (nueva metodologia utilizada para diagndstico
microbioldgico).
2. Recursos Institucionales.
3. NUmero de muestras.
4. Tiempo de muestreo.
5. Modificaciones en proceso de estandarizacion.

6. Tiempo en validacion e implementacion de procesos.

N. Alcances
1. Contribuir a mejorar el diagnéstico microbiolégico en el laboratorio del
HGSJDD.
2. Reduccion de gastos hospitalarios.
3. Reduccion de gastos en terapia antibidtica.
4. Reduccion de morbimortalidad por septicemias.
5. Contribuir a disminuir la probabilidad de colapso hospitalario reduciendo el

tiempo de estancia de los pacientes.
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O. Consideraciones éticas. Se obtuvieron los siguientes documentos:
1. Dictamen de aprobacion del Comité de Etica e Investigacion del Hospital General
San Juan de Dios (ver Anexo 5).

2. Solicitud para realizar anélisis microbioldgico brindado por el personal médico.

P. Recursos
1. Recursos humanos.
a. Investigador:

MSec. Juan Carlos Barrera Toledo, QB.

b. Tutores:
PhD. Sergio Melgar (USAC).

PhD. Edith Oregén Romero (UDG).

c. Personal de Bacteriologia y ATBH del laboratorio clinico del HGSJDD.

2. Recursos institucionales.
a. Instalaciones del Area de Bacteriologia y Tuberculosis y Hongos (ATBH) del

laboratorio clinico, del Hospital General San Juan de Dios (HGSJDD).
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3. Recursos fisicos.
a. Material de Oficina.
1) Hojas de papel bond blancas.
2) Lapiceros.
3) Ganchos.
4) Computadora marca Compac Intel® Core i6. Doble ntcleo y 12 GB de
memoria RAM.

5) Impresora marca Canon Mp 240.

b. Equipo.
1) Bata de algodon.
2) Guantes de latex.
3) Mascarilla N95.
4) Recipientes para recoleccion de muestras.
5) Laminas portaobjetos.
6) Laminas cubreobjetos.
7) Microscopio optico.
8) Recipiente para descarte de muestras.
9) Cabina de seguridad biologica nivel 3.
10) Cronémetro.
11) Espectrometro de Masas (Maldi-tof).

12) Equipo Vitek.
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C. Materiales o instrumentos de laboratorio.
1) Pinzas.
2) Piseta.
3) Bandeja porta laminas.
4) Agua desmineralizada estéril.

5) Aceite de inmersion.

d. Reactivos.
1) Tincion de Gram (Cristal violeta, Lugol, alcohol, acetona, Safranina).
2) Medios de cultivo (Agar Sangre, Agar Chocolate, MacConkey,
Columbia).
3) Baterias (Medios TSI, LIA, MIO, Citrato, Urea).
4) Botellas para hemocultivos (Bact Alert).
5) Tarjetas para ID (Vitek).
6) Laminas para Vitek MS (Maldi-tof).
7) Matriz de extraccion (acetonitrilo y alcohol acido).
8) Asas calibradas de 1pL.
9) Vortex.

10) Refrigerador.
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Q. Procedimientos.
Fase pre—analitica.
1. Recepcion de muestras.
La recepcion de muestras se llevo a cabo por el personal técnico del area de

Bacteriologia y ATBH.

2. Seleccion y procesamiento de muestras.
A cada muestra que cumplio con los criterios de inclusion establecidos, se le
realiz6 el frote para tincién de Gram, el cual fue procesado por el personal técnico
de las areas ya mencionadas, dichos frotes fueron analizados por el doctorando, para

evaluar si existe contaminacion y clasificar asi al agente causal (Ver POE s-1-5).

Fase analitica.

3. Inoculacion en medios de cultivo
La inoculacion de muestras en medios de cultivo (Agar Sangre, Agar chocolate y
MacConkey) fue realizada por el personal técnico de AB y ATBH. La evaluacion e

interpretacion de los cultivos fue realizada por el doctorando (Ver POE’s- 1 - 5).

4. lIdentificacion microbiolégica por método Vitek.

Posterior a la identificacion y clasificacion por medio del cultivo, se procedio a
realizar el estandar de Mcfarland e inocular tanto las baterias (método manual) como
las tarjetas Vitek para realizar la posterior identificacion de género y especie

bacteriana (Ver POE -6).
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5. Identificacion microbioldgica por medio del método de Espectrometria de
Masas y/o protedomica (Maldi-tof).
a. Estandarizacion (Ver POE-7).
Se realizd el montaje de muestras de hemocultivo positivas y negativas
(directas) para cualquier microorganismo; evaluando y utilizando los tiempos y

concentraciones indicadas en el inserto.

b. Preparacion de laminas para analisis a partir de cultivos (Ver POE-
7).
e Se coloco la cepa control (Escherichia coli ATCC 1884).
e Se prepararon las ldminas de muestras clinicas, colocando de 1 a 2
colonias dentro del pozo a analizar.
e Se verifico el grosor del montaje de la lamina.
e Dej6 secar por 2 minutos.
e Agreg6 1 pL de matriz (acetonitrilo al 10%).
e Dejo secar nuevamente por 3 minutos.

e Preparo la ldmina para lectura en espectrofotometro de masas.

C. Preparacion de laminas para analisis a partir de muestras directas
(Ver POE-8).
e Posterior a verificar la ausencia de contaminacion por medio de la TG se

procedio a:
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e Colocar de 1 a 2 colonias de cepa control (E. coli ATCC 1884) en los
posos asignados para calibracion.

e Se prepararon las laminas de muestras clinicas, colocando de 50 a 75 uL
de muestra dentro del pozo a analizar.

e Dej6 secar por 5 minutos

e Agreg6 1 pL de matriz (acetonitrilo al 10%).

e Dej6 secar nuevamente por 3 minutos.

e Prepar6 la lamina para lectura en espectrofotometro de masas.

d. Lectura en espectrofotometro de masas y/o proteomica (Maldi-tof)
(Ver POE-7 y POE-8).
e Se registro la ldmina en estacion de adquisicion.
e Se programaron las muestras en sistema Maldi - tof (Vitek—MS.)
e Se redujo la presion en equipo y abrir (opcion programada en el sistema).
e Se introdujo la ldmina a analizar.
e Se aument6 la presion y cerrd el equipo (Opcion programada en el
sistema).
e Inicid la lectura.
e Analiz6 pozos.
e Interpretd espectros (Evaluar longitudes de onda de cada molécula).
e Identific6 microorganismos.
e Valid6 identificacion (Observar que el porcentaje de concordancia sea

superior al 95%).
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yHORATIR, Universidad de San Carlos de Guatemala
+ . :Qj Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
o R ) Hospital General San Juan de Dios
Somns Cusondiy Area de Bacteriologia y Tuberculosis y Hongos
PROCEDIMIENTO | £| yj0GRAMA DE TRABAJO PARA EL DIAGNOSTICOE | Fecha: POE-1
OPERATIVO IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA DE 07/06/2018
ESTANDAR NO. 1 HEMOCULTIVOS

Ingresar muestra en Y
equipo (Bact Alert) Si el hemocultivo ‘

estd NEGATIVO

— excluir del estudio.

«
%
|

Si el hemocultivo esta

POSITIVO, reaislar en

medios de cultivo para
identificacion

Las muestras ingresan a laboratorio
clinico, provienen de pacientes de los
INICIO diferentes servicios del HGSJDD.

A B

!
| !
T | —_—
E-A| - - ] ] ; 10-15 min 4‘ ]
gy - L ] 1 Bed
*.

Meétodo No. 3: Maldi-tof a partir de
muestra directa nueva metodologia para
validar (Estand. Por investigador).

Método No. 1: Vitek, método Método No. 2: Maldi-tof a partir de
utilizado para la identificacién cultivo puro; nueva metodologia
microbiol6gica actualmente para validar.

4 A4 \ 4
v

FIN Comparar métodos, calcular indices y cuantificar
tiempos de diagnéstico.

Elaborado por: MSc. Juan Carlos Barrera Toledo
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SOTATGZ, Universidad de San Carlos de Guatemala
+ s01 Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
s | B \E‘»)}\j Hospital General San Juan de Dios

Area de Bacteriologia y Tuberculosis y Hongos

Guatemaia, Centroamérica

PROCEDIMIENTO PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACION Fecha: | POE-2
OPERATIVO MICROBIOLOGICA DE HEMOCULTIVOS DE BACTERIAS | 07/06/2018
ESTANDAR NO. 2 GRAM NEGATIVO

1. AGAR SANGRE (+)/AGAR CHOCOLATE (+)/AGAR MacConkey (+)
a. Colonias grandes, brillantes, aspecto himedo o mucoso, color rosado en Mc
b. Colonias incoloras en agar MacConkey, brillantes, aspecto himedo.

\ 4

BACILOS GRAM NEGATIVO

\ 4

Prueba de Oxidasa a colonias incoloras*
positivo: morado**

negativo: sin color

Control positivo: cepa de Pseudomonas sp

A4

TSIy Antibiograma

TSI AUTOMATIZADO (Walk Away) 6
TSI MANUAL (bateria)

Elaborado por: Procedimiento Operativo Estandar del Laboratorio clinico del HGSJDD
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(SOTATGZy, Universidad de San Carlos de Guatemala
+ 4[] Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
S | B ﬂ ) Hospital General San Juan de Dios
ey Cnntis Area de Bacteriologia y Tuberculosis y Hongos
PROCEDIMIENTO PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACION Fecha: POE-3
OPERATIVO MICROBIOLOGICA DE HEMOCULTIVOS DE BACTERIAS | 07/06/2018
ESTANDAR NO. 3 GRAM POSITIVO

2. AGAR SANGRE (+)/AGAR CHOCOLATE (+)/AGAR MacConkey (-)
a. Colonias grandes blancas o amarillas sin hemdlisis o con beta hemélisis
b. Colonias pequefias transparentes o blancas, con alfa, beta o sin hemdlisis.

A 4

GRAM: COCOS GRAM POSITIVO

Control: S aureus

A 4

Catalasa
[ |
Positiva Negativa
A 4 A 4
Coagulasa Si beta-hemodlisis (blanca):
Manitol Sal Taxo Ay antibiograma manual
en Muller Hinton con sangre.
Si alfa-hemdlisis (verde): Taxo
v P y antibiograma manual en
Si coagulasa positiva: Muller Hinton con sangre.
reportar S. aureus y Si no hay hemolisis: Bilis
procesar en automatizadol esculina y re-aislamiento en
de un aislamiento nuevo. agar sangre

Si coagulasa negativa: reportar
"Estafilococo coagulasa negativo".
Si es hemocultivo, lig peritoneal o
urocultivo, no se hace
antibiograma. Sies LCR 0
amniotico, si se hace antibiograma.

Si bilis esculina positiva (color negro):
procesar en Walk Away con Combo para
Gram positivo (pinchar del agar sangre)

Elaborado por: Procedimiento Operativo Estandar del Laboratorio Clinico del HGSIDD
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ATz, Universidad de San Carlos de Guatemala
+ Y. Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
v ﬂ ) Hospital General San Juan de Dios
ey Cmentis Area de Bacteriologia y Tuberculosis y Hongos £
PROCEDIMIENTO PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACION Fecha: | POE-4
OPERATIVO MICROBIOLOGICA EN HEMOCULTIVOS DE LEVADURAS | 07/06/2018
ESTANDAR NO. 4

3. AGAR SANGRE (+)/AGAR CHOCOLATE (+)/AGAR MacConkey (-)
a. Colonias blancas, pequefias 0 medianas, opacas 0 cremosas
b. Colonias gris-blanco, opacas, aspecto de terciopelo

A 4

GRAM: LEVADURAS

\ 4
TUBOS GERMINALES (colocar 2-3
colonias en plasma e incubar por 2:30-3
horas a 35°)

POSITIVO: presencia de NEGATIVOS: reportar,
tubos germinales en varias validar e imprimir como:
levaduras, reportar Candida "levadura".

albicans. Colocar el cultivo en la caja
Colocar el cultivo en la caja de levaduras para traslado al
de levaduras para traslado al laboratorio de hongos.
laboratorio de hongos.

Elaborado por: Procedimiento Operativo Estdndar del Laboratorio Clinico del HGSJDD
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SORATG Universidad de San Carlos de Guatemala
+ 8 Ld Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
S AN DE GO \Ey ) Hospital General San Juan de Dios
Area de Bacteriologia y Tuberculosis y Hongos

Guatemaia, Centroamérica

PROCEDIMIENTO PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACION Fecha: POE-5
OPERATIVO MICROBIOLOGICA DE HEMOCULTIVOS DE BACTERIAS | 07/06/2018
ESTANDARNO. 5 CON REQUERIMIENTOS ESPECIALES

3. AGAR SANGRE (-)/AGAR CHOCOLATE (+)/AGAR MacConkey (-)
Colonias medianas grises o blanquecinas

A 4

GRAM: Cocobacilos pleomorficos
Gram negativo (Haemophilus)

A 4
Pruebas especiales de identificacion: API

Neisseria meningitidis: crecimiento en agar sangre y
chocolate. Colonias pequefias transparentes.

Gram: diplococos Gram negativo como “rifioncitos”.
Identificacion con API.

3. AGAR SANGRE (+)/AGAR CHOCOLATE (+)/AGAR MacConkey (-)
a. Colonias gigantes grises opacas con hemolisis beta
b. Colonias pequefias blancas sin hemolisis beta

A 4

GRAM: bacilos grandes, largos Gram
positivo o bacilos cortos Gram positivo.

\ 4
Evaluar si es contaminacion o si se debe
identificar con pruebas especiales, si se
encuentran disponibles.

Elaborado por: Procedimiento Operativo Estandar del Laboratorio Clinico del HGSIDD
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+

HOSPITAL GENERAL
SAN JUAN DE DIOS

Guatemala, Centroamérica

SOTEATD

&
™=

~

,

PROCEDIMIENTO
OPERATIVO

Universidad de San Carlos de Guatemala
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
Hospital General San Juan de Dios
Area de Bacteriologia y Tuberculosis y Hongos

FLUJOGRAMA DE TRABAJO PARA IDENTIFICACION
MICROBIOLOGICA DE HEMOCULTIVOS POR METODO

Fecha:
07/06/2018

ESTANDAR NO. 6

VITEK

Medir
estandar (0.5
Mcfarland)

INICIO

Aislamiento bacterioldgico
(proveniente de hemocultivo
positivo)

Analizar datos y
emitir resultados

LT

Inocular muestras

Seleccionar y preparar ’
en cada tarjeta

tarjetas (Identificacién
y Antibiogramas)

Introducir
muestras en
equipo
VITEK

—B

ﬁ.

Esperar de 18 — 24
horas

Elaborado por: MSc. Juan Carlos Barrera Toledo
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+

HOSPITAL GENERAL
SAN JUAN DE DIOS

Guatemala, Centroamérica

Universidad de San Carlos de Guatemala
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
Hospital General San Juan de Dios
Area de Bacteriologia y Tuberculosis y Hongos

PROCEDIMIENTO | £l uJOGRAMA DE TRABAJO PARA IDENTIFICACION Fecha: POE-7
OPERATIVO MICROBIOLOGICA DE HEMOCULTIVOS POR METODO | 07/06/2018
ESTANDAR NO. 7 MALDI - TOF
Inocular
muestras en
pozos de cada
- - lamina
Realizar
control de
Preparar material calidad a la
(Laminas, matrices y lamina a
soluciones) utilizar
Programar
muestras en
el equipo

INICIO

Aislamiento bacterioldgico

(proveniente de hemocultivo
positivo)

FIN

en equipo
Maldi-tof
Analizar datos y emitir resultados — it dcion)

Elaborado por: MSc. Juan Carlos Barrera Toledo
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+

HOSPITAL GENERAL
SAN JUAN DE DIOS

Guatemaia, Centroamérica

PROCEDIMIENTO
OPERATIVO
ESTANDAR NO. 8

FLUJOGRAMA DE TRABAJO PARA REALIZAR CONTROL

DE CALIDAD EN LAMINAS UTILIZADAS PARA
IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA DE

HEMOCULTIVOS POR METODO MALDI - TOF

Universidad de San Carlos de Guatemala
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

Hospital General San Juan de Dios

Area de Bacteriologia y Tuberculosis y Hongos

Fecha:
07/06/2018

Segmento No. 2
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Universidad de San Carlos de Guatemala
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
Hospital General San Juan de Dios
Area de Bacteriologia y Tuberculosis y Hongos

)A,‘s\ltA‘IU/‘

+

HOSPITAL GENERAL
SAN JUAN DE DIOS

Guatemala, Centroamérica

PROCEDIMIENTO | F) yJOGRAMA DE TRABAJO PARA LA IDENTIFIACION | _Fecha | POE-9
OPERATIVO MICROBIOLOGICA DE HEMOCULTIVOS DIRECTOS 30/08/2018
ESTANDAR NO. 9 UTILIZANDO EL METODO MALDI-TOF

Centrifugar
por 1 min a

1 mlde

:ﬂum' FAPls S0
i e At b
R Y (18
Wontcu, e

E__ Decantar y

resuspender en

Repetir el éh l sedimento en 1

procedimiento ¢ & ml de agua
de =

centrifugado, Ny / Mezclar

-

°

Montar

Leer
sedimento en
placas.

Interpretar

Elaborado por: MSc. Juan Carlos Barrera Toledo
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VIl. RESULTADOS
Considerando los antecedentes de tiempo de respuesta diagndstica y que se esperaba al menos
una reduccion de 24 horas utilizando el nuevo metodo, se calculd el nimero de muestras para un
disefio apareado o emparejado de un grupo, evaluandose por medio de una prueba de hipétesis
unilateral. El nivel de significancia establecido fue de 0.05 (alfa), con un poder de 95% y una
desviacion estandar de las diferencias esperada de 55.44 horas. El nimero de muestra minimo a

requerir es de 58 casos, segun lo calculado en el programa GRANMO 7.12.

A. Frecuencias y porcentaje de agentes etioldgicos de septicemias

El total de muestras procesadas fue de 240, de las cuales 156 pertenecian al género gram
positivo siendo; Staphylococcus epidermidis el mayormente aislado (47.1%) en
hemocultivos de via central, ya que en el caso de los hemocultivos periféricos es considerado
como agente contaminante. De igual forma Streptococcus pneumoniae, Corynebacterium

striatum 'y Aerococcus viridans fueron los encontrados en menor porcentaje (0.6%)

Tabla 1
Frecuencia y porcentajes de bacterias Gram positivo identificadas como agente causal de
septicemias en pacientes de los diferentes servicios del HGSJDD (n=156).

ID. Microbioldgica 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 25
Staphylococcus haemolyticus 7 45 29
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 156 100.6 65.0

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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En cuanto a las bacterias gram negativo se observa que Acinetobacter baumanni es el
identificado en mayor porcentaje (21.3%), asi como Bacillus cereus y Pseudomonas
stutzeri en (1.3%) en menor porcentaje.

Tabla 2

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 baumannii 17 21.3 7.1
Bacillus cereus 6 75 2.5
Enterobacter cloacae 10 125 4.2
Escherichia coli 14 175 5.8
Klebsiella pneumoniae 14 175 5.8
Pseudomonas stutzeri 1 1.3 0.4
Pseudomonas aeruginosa 15 18.8 6.3
Salmonella group 2 25 0.8
Total 79 98.8 32.9

F: Frecuencia / % GP: Porcentaje de Gram positivo / % GN: Porcentaje de Gram negativo / % LEV: Porcentaje de levaduras
/ % FT: Porcentaje de frecuencia total.

Finalmente, en los microrganismos levaduriformes se observaron Gnicamente 5 casos de los

cuales el 80% eran causados por Candida tropicalis y el 20% por Candida albicans.

Tabla 3.
Frecuencia y porcentajes de levaduras identificadas como agente causal de septicemias en
pacientes de los diferentes servicios del HGSJDD (n=35).

ID. Microbiol6gica F % LEV % FT
Candida tropicalis 4 80.0 1.7
Candida albicans 1 20.0 0.4
Total 5 100.0 2.1

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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Grafica l
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F: Frecuencia/ % GP: Porcentaje de Gram positivo / % GN: Porcentaje de Gram negativo / % LEV: Porcentaje de levaduras
/ % FT: Porcentaje de frecuencia total

B. Reduccion de tiempo en la identificacion microbioldgica rutinaria de hemocultivos
positivos.

En cuanto a la identificacion de microorganismos gram positivo, se puede observar una reduccién

de tiempo de 65.7 horas comparando el método Vitek (VTK) con respecto al método Maldi-tof cultivo

(MT-C). De igual forma se observa una reduccion de tiempo de 42.9 horas al comparar el método

MT-C con respecto al método Maldi-tof muestra directa (MT-MD).
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Tabla 4
Reduccion del tiempo en el diagnostico microbiologico de hemocultivos positivos de
bacterias Gram positivo (n=156).

ID. Microbiolégica O VIK @{®)MT-C () MT-MD t(VTKvs MT-C) t(MT-C vs MT-MD)
Aerococcus viridans 190.2 98.2 44.2 92.0 54.0
Corynebacterium striatum 234.8 99.2 77.2 135.6 22.0
Staphylococcus aureus 157.2 113.1 64.4 44.1 48.7
Staphylococcus epidermidis 155.8 112.0 64.7 43.8 47.3
Staphylococcus hominis 156.3 111.9 64.1 44.4 47.8
Staphylococcus capitis 157.6 111.6 62.9 46.0 48.7
Staphylococcus
haemolyticus 158.1 112.1 64.0 46.0 48.1
Staphylococcus
saprophyticus 170.0 113.2 64.8 56.8 48.5
Streptococcus mitis 177.2 99.8 64.0 77.4 35.9
Streptococcus pneumoniae 190.9 99.2 77.2 91.7 22.0
Enterococcus faecalis 157.7 112.9 63.7 44.8 49.2
Promedio de tiempo 173.2 107.6 64.6 65.7 42.9

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

De igual manera para a la identificacién de microorganismos gram negativo se puede observar una
reduccion de tiempo de 38.7 horas comparando el método VTK con respecto al método MT-C; asi
como una reduccion de tiempo de 45.0 horas al comparar el método MT-C con respecto al método
MT-MD.

Tabla 5

Reduccion del tiempo en el diagnostico microbiologico de hemocultivos positivos de
bacterias Gram negativo (n=79).

ID. Microbiolégica O VIK @ MT-C (1) MT-MD t(VTKvs MT-C) t(MT-C vs MT-MD)
Acinetobacter baumannii 150.4 112.4 64.2 38.0 48.2
Bacillus cereus 152.2 115.2 64.7 37.0 50.5
Enterobacter cloacae 151.0 1125 65.0 385 47.5
Escherichia coli 152.2 110.3 64.6 419 45.7
Klebsiella pneumoniae 149.4 111.1 63.6 38.3 47.5
Pseudomonas stutzeri 140.4 110.2 77.2 30.2 33.0
Pseudomonas aeruginosa 150.6 110.5 63.6 40.1 46.9
Salmonella group 158.8 113.3 72.4 455 40.9
Promedio de tiempo 150.6 111.9 66.9 38.7 45.0

t: tiempo en h / MT-C: Maldi-tof cultivo / MT-MD: Maldi-tof muestra directa
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Finalmente, para a la identificacion de microorganismos levaduriformes, se puede observar una

reduccion de tiempo de 119.4 horas comparando el método VTK con respecto al método MT-C. De

igual forma se observa una reduccién de tiempo de 126.5 horas al comprar el método MT-C con

respecto al método MT-MD.

Tabla 6

Reduccion del tiempo en el diagnostico microbiologico de hemocultivos positivos de

levaduras (n=>5).

ID. Microbiol6gica O VTK @O MT-C () MT-MD t(VTKvs MT-C) t(MT-C vs MT-MD)
Candida tropicalis 318.0 201.2 70.0 116.8 131.3
Candida albicans 320.4 198.4 77.2 122.0 121.2
Promedio de tiempo 319.2 199.8 73.6 119.4 126.2

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

Grafica 2
Reduccidn de tiempo de respuesta diagnostica (n=240)
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VIIl. DISCUSION DE RESULTADOS.

La presente investigacion tuvo por objetivo realizar el primer estudio en Guatemala que
utilizé la tecnologia espectrométrica Maldi-tof para medir la eficacia en la reduccion del tiempo
en el diagnostico microbioldgico rutinario de hemocultivos positivos en pacientes que asisten a los
diferentes servicios del HGSJDD. Para dicho fin fue necesario comparar los siguientes métodos:
Vitek ( Sistema que utiliza tarjetas con reactivos colorimétricos y una suspension de un cultivo
puro microbiano; para identificar de forma automatizaba el perfil bioquimico), Espectrometria
de Masas Maldi-tof a partir de aislamientos o cultivos microbiol6gicos puros y Espectrometria de
Masas Maldi-tof utilizando muestras directas. Con esta Ultima se promovid el disefio, desarrollo,
estandarizacion e implementacion de un método inexistente en Guatemala, el cual permitié obtener
resultados confiables rapidos y certeros brindando un menor tiempo de respuesta diagnostico. De las
240 muestras analizadas, 156 fueron identificadas con bacterias gram positivo, 79 con bacterias gram

negativo y cinco con levaduras.

El hemocultivo o cultivo de sangre, es una prueba de laboratorio que se realiza para identificar la
presencia de microorganismos en el torrente sanguineo fundamentalmente bacterias y hongos
(Holland et al., 2006). Se realiza ante la sospecha de un proceso infeccioso en curso o la necesidad
de identificar el microorganismo que causa dicha infeccion con el objetivo de instaurar el tratamiento

farmacoldgico mas efectivo (Kohlmann et al., 2015).

Existen varios métodos para la identificacion microbioldgica de hemocultivos, motivo por el cual
se compararon los tres antes mencionados, observandose una reduccion de tiempo estadisticamente
significativa (ver Anexo 2 y Anexo 3) a favor de la espectrometria de masas de tipo Maldi-tof. La
peculiaridad de utilizar la espectrometria de masas como una alternativa para la mejora de los

diagndsticos de septicemias se debe a que estd basada en la produccion, separacion y deteccion de
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iones en fase gaseosa, utilizando para ello una fuente de ionizacion, un analizador de masas y un
detector de espectros que permite obtener datos directamente del material proteico puro para su

analisis en menor tiempo (Clark, Kaleta, Arora, & Wolk, 2013).

El material obtenido es embebido en una matriz organica que cristaliza en contacto con el aire en
una tarjeta de material conductivo que es irradiada por un laser. Los iones obtenidos son dirigidos
hacia el analizador de masas y posteriormente al detector, el cual analiza los patrones. Cada
microorganismo posee un patrén Unico y especifico que permitird identificar al agente causal con
gran certeza y en un corto tiempo (uno a dos minutos aproximadamente) (Clark, Kaleta, Arora, &
Wolk, 2013). Es importante mencionar que los métodos convencionales necesitan aproximadamente

cinco a siete dias para obtener una correcta identificacion (Osthoff et al., 2017).

Tomando en cuenta las ventajas y respetando el principio del método espectrométrico Maldi-tof,
se analizaron cultivos microbiolédgicos puros y la variante con muestras directas, este Gltimo con el
objetivo de acortar alin mas el tiempo necesario para el diagnostico de septicemias. Las frecuencias
evidencian que el 65% de las septicemias fueron causadas por bacterias gram positivo, siendo el
género Staphylococcus sp. el que se encontraba en mayor frecuencia (ver Tabla 1) y Aeroccocus
viridans, Corynebacterium striatum y Steptococcus pneumoniae en menor frecuencia.

Corynebactrium striatum es considerado como agente contaminante (Zabbe, Zanardo, Mégraud &

Besséde, 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 Streptococcus pyogenes. Estas bacterias poseen en su estructura

peptidoglicano (PNG) y acido teicoico (LTA), dos moléculas que son reconocidas como patrones
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moleculares asociados a patdgenos (PAMPS), activan directa y ampliamente el sistema inmune
adaptativo promoviendo la liberacion de altas cantidades de TNFa, la IL-1p, la IL-6, el INFy, IL-8,
IL-18, IL-2, IL-12, IL-10, las cuales son las responsables de los dafios multiorganicos y

principalmente de las afecciones cardiacas (Luethy & Johnson, 2018).

La frecuencia de septicemias causada por bacterias gram negativo fue del 32.9%, de los cuales
Acinetobacter baumannii se encontré en mayor frecuencia y Pseudomonas stutzeri en menor (ver
Tabla 2). Estos casos constituyen un complejo, en el que a consecuencia de una respuesta andémala
del huésped se desencadenan una serie de mecanismos fisiopatolégicos celulares y moleculares que
se traducen en dafio multiorganico (Luethy & Johnson, 2018). Este dafio es causado por la presencia
de los lipopolisacaridos (LPS), el principal factor de virulencia reconocido por el complejo proteico
NF-KB, que promueven la produccion y liberacion de citocinas proinflamatorias responsables en

su mayoria del Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS) (Z&arate, Romano, Nievas

& Smayevsky, 2014).

La Tabla 3 evidencia que el 2.1% de los casos de septicemias fueron provocados por levaduras
del género Candida sp.: siendo Candida tropicalis la causante del 80% de los mismos. Segun datos
del Centro de Control de Enfermedades Infecciosas del CDC de Atlanta, estos patégenos han llegado
a ocupar el cuarto lugar dentro de las infecciones nosocomiales del torrente sanguineo, probablemente
por la presion de seleccién a algunos agentes antifingicos. Algunas de estas levaduras presentan
resistencia intrinseca a un tipo de antifingico (insensibilidad), o desarrollan resistencia secundaria
(luego de haber estado en contacto con él); por esta razon se hace necesaria su adecuada identificacion

a nivel de especie (Singhal, Kumar, Kanaujia, & Virdi, 2015).

49



TESIS DOCTORAL: REDUCCION DEL TIEMPO EN EL DIAGNOSTICO DE HEMOCULTIVOS UTILIZANDO MALDI-TOF

Kumate y colaboradores (2016) en su tratado “Infectologia Clinica”, hacen hincapié¢ en la
importancia de la correcta y répida identificacion microbiol6gica, esto debido a que la terapia
antibiodtica recomendada en el caso de las septicemias es de la linea més alta disponible, es decir, en
el caso de los gram negativo carbapenémicos y/o Piperacilina/Tazobactam y en el caso de los gram
positivo vancomicina y/o Linezolid, para posteriormente realizar un desescalamiento antibiotico y
redireccion de la terapia con base a los antibiogramas brindados. Esta conducta es recomendada con

el objetivo de evitar fallo terapéutico, progresion de la infeccion y dafio multiorgénico.

El desescalamiento y la redireccidn antibiética son de suma importancia debido que de forma
indirecta, permitira reducir la resistencia antimicrobiana, un problema de gran importancia en la

actualidad (Kumate et al., 2016).

Por otro lado, como ya se menciond, el objetivo de reducir el tiempo de respuesta promovio el
disefio, desarrollo, ejecucion e implementacion de una nueva metodologia no utilizada en Guatemala,
la cual permitio realizar la identificacion microbioldgica de hemocultivos positivos, a partir de las
muestras directas. Para el disefio de esta metodologia, se utiliz6 el procedimiento establecido por
Hoyos-Mallecot y colaboradores (2013). El procedimiento aqui descrito fue modificado de la
siguiente manera: Se utilizaron tubos cénicos, para facilitar la decantacion de la muestra, en vez de
los tubos de ensayo ordinarios. En el paso 2, se agregaron 500 pL de dodecil sulfato de sodio (SDS)
al 10% en lugar de 200 pL de SDS al 5%, debido a que no se obtenia una cantidad suficiente de
extracto proteico para analizar. El paso 3; se repitio tres veces, ya que fue necesario lavar y centrifugar
dos veces mas por el cambio de volumenes y concentracién del SDS, asi como para eliminar
interferentes. En el paso 7, se resuspendio el extracto proteico en 500 pL de agua miliQ en lugar de
1 mL, ya que la cantidad de agua era suficiente y no afectaba la integridad de la muestra. Se colocaron

2 UL de extracto proteico en cada una de las posiciones de la ldmina y se fijaron con 1 pL de matriz
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organica. Posteriormente, la muestra fue secada al aire y leida con el espectrémetro de masas (Maldi-

tof).

En cuanto a los resultados, la Tabla 4 evidencia la diferencia entre los tiempos de respuesta al
comparar las tres técnicas. En bacterias gram positivo se observa una diferencia de 65.7 horas a favor
de la técnica espectrométrica Maldi-tof utilizando cultivos puros, con respecto a la técnica Vitek. De
igual forma, se observo una diferencia de 42.9 horas a favor de la técnica Maldi-tof utilizando
muestras directas, con respecto a la técnica Maldi-tof utilizando cultivos puros, por lo que puede
concluirse que, en cuanto a septicemias causadas por bacterias gram positivo, se puede brindar un

tiempo menor de respuesta aproximado de 108 horas.

La Tabla 5 evidencia que en bacterias gram negativo, la diferencia es de 38.7 horas a favor de la
técnica Maldi-tof utilizando cultivos puros, con respecto a la técnica Vitek; de igual forma se observo
una diferencia de 45.0 horas a favor de la técnica Maldi-tof utilizando muestras directas con respecto
a la técnica Maldi-tof utilizando cultivos puros;, por lo que puede concluirse que en cuanto a
septicemias causadas por bacterias gram negativo, se puede brindar un tiempo menor de respuesta

aproximado de 84 horas.

La Tabla 6 evidencia que en levaduras, la diferencia es de 119.4 horas a favor de la técnica Maldi-
tof utilizando cultivos puros, con respecto a la técnica Vitek. De igual forma se observo una diferencia
de 126.2 horas a favor de la técnica Maldi-tof utilizando muestras directas, con respecto a la técnica
Maldi-tof utilizando cultivos puros, por lo que puede concluirse que en cuanto a septicemias causadas

por bacterias gram positivo se puede brindar un tiempo menor de respuesta aproximado de 240 horas.

Las diferencias entre cada uno de los grupos probablemente se deber a sus composiciones, lo cual

podria favorecer a los tiempos de respuesta en algunas metodologias. El peptidoglicano en el caso de
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los gram positivo, los lipopolisacéridos en los gram negativo y la quitina en el caso de las levaduras

(Verroken et al., 2016).

Los datos antes descritos en cuanto disminucion en tiempos de respuesta, son semejantes a los
datos reportados por Ageletti y colaboradores (2015), quienes realizaron un estudio similar
comparando tiempos de respuesta, antes y después de la introduccion de la tecnologia Maldi-tof. Los
datos obtenidos fueron una reduccion de 71.73 horas en la identificacion para bacterias gram positivo
y 64.03 en la identificacion de bacterias gram negativo. No se compar0 el tiempo de respuesta en
levaduras, pero si se calcul6 para microorganismos anaerobios, en los cuales se observo una reduccion

de 47.62 horas.

En cuanto a las ventajas de utilizar la tecnologia Maldi-tof son: menor tiempo de respuesta
diagnostica, abordaje antibidtico certero en un menor tiempo, evitar dafio multiorganico en los
pacientes por uso excesivo e inadecuado de antibidticos innecesarios, ahorro de insumos
hospitalarios, menor tiempo de estancia hospitalaria, disminucién de costos en terapia antibidticas,

combate indirecto a la resistencia antimicrobiana (De la Pedrosa, Gimeno & Cantén, 2016).

Las principales limitaciones del estudio fueron: la poca informacién con respecto al tema, la escasa
cantidad de estudios con respecto a la Espectrometria de Masas Maldi-tof, esto debido a que la
tecnologia es relativamente nueva en el ambito microbioldgico; y en cuanto a la nueva metodologia
disefiada, no es Util para septicemias mixtas. Esto debido a que es necesario contar con las bacterias

de forma individual para ser identificadas y esto se logra inicamente con cultivos microbiolégicos.

Finalmente es importante mencionar que con la presente investigacion se pretendio brindar a la
poblacion guatemalteca una alternativa eficiente que permita brindar resultados rapidos, confiables y
certeros en el diagndstico de septicemias.
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IX. CONCLUSIONES

A. Se disefio, desarrolld, estandarizé e implement6 un protocolo Gnico en Guatemala,
que permite la identificacion de microrganismos patdgenos a partir de muestras
directas de hemocultivos positivos, utilizando la tecnologia espectrométrica Maldi—

tof.

B. La identificacion de microrganismos pertenecientes al género gram positivo fue
Staphylococcus epidermidis el mayormente identificado (47.1%) y Streptococcus
pneumoniae, Corynebacterium striatum y Aerococcus viridans el encontrado en

menor porcentaje (0.6%).

C. En cuanto a las bacterias gram negativo se observd que Acinetobacter baumanni es el
identificado en mayor porcentaje (21.3%), Bacillus cereus y Pseudomonas stutzeri en menor

porcentaje (1.3%).

D. Laidentificacién de microrganismos levaduriformes evidencié Unicamente 5 casos de los

cuales el 80% eran causados por Candida tropicalis y el 20% por Candida albicans.

E. Ladiferencia entre los tiempos de respuesta en bacterias gram positivo fueron 65.7 horas a
favor de la técnica espectrométrica Maldi-tof utilizando cultivos puros, con respecto a la
técnica Vitek y 42.9 horas a favor de la técnica Maldi-tof utilizando muestras directas, con

respecto a la técnica Maldi-tof utilizando cultivos puros.
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F. Ladiferencia entre los tiempos de respuesta en bacterias gram negativo fueron 38.7 horas a
favor de la técnica Maldi-tof utilizando cultivos puros, con respecto a la técnica Vitek y 45.0
horas a favor de la técnica Maldi-tof utilizando muestras directas, con respecto a la técnica

Maldi-tof utilizando cultivos puros.

G. La diferencia entre los tiempos de respuesta en levaduras fue de 119.4 horas a favor de la
técnica Maldi-tof utilizando cultivos puros, con respecto a la técnica Vitek y 126.2 horas a
favor de la técnica Maldi-tof utilizando muestras directas, con respecto a la técnica Maldi-

tof utilizando cultivos puros.
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X. RECOMENDACIONES

A. Probar la nueva metodologia estandarizada con otros tipos de muestras como orinas

y liquidos corporales.

B. Realizar un estudio de proyeccion que permita cuantificar la reduccion de costos en

antibidticos e insumos hospitalarios.

C. Realizar un estudio de impacto que permita evidenciar la reduccion de

morbimortalidad de pacientes con septicemias.
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XIl.  ANEXOS

Anexo 1
Calculo de muestra (n).

Debe de tenerse en cuenta los siguientes parametros:

e El numero de muestras a evaluar debe establecerse en base a la prevalencia esperada
(muestras confirmadas con cultivo).
e Utilizar un nivel de confianza al 95%.

e Utilizar un limite de error igual al 4%.

La formula para el calculo de muestras a evaluar es:

n= (NC2 * 9/ A2

e NC = Nivel de confianza (95%) = 1.96.
e ’~p*q= (prevalencia * complemento).

e A= Limite de error = 0.04.
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Anexo 2
Célculo de parametros estadisticos (Vitek vs Maldi-tof Cultivo)

Tiempo Vitek Tiempo Maldi — tof cultivo
Media 157.2117762 113.5839838
Varianza 2714.485308 1216.134387
Observaciones 799 799
Coeficiente de correlacion de Pearson -0.032337042
Diferencia hipotética de las medias 24
Grados de libertad 798
Estadistico t 18.28501267
P(T<=t) una cola 5.96365E-63
Valor critico de t (una cola) 1.646765344

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas
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Anexo 3
Calculo de parametros estadisticos (Maldi-tof cultivo vs Maldi-tof muestra directa).

Tiempo (Maldi-tof cultivo puro) Tiempo (Maldi-tof muestras directas).

Media 113.5839838 64.88802315
Varianza 1216.453822 255.2078155
Observaciones 240 240
Coeficiente de correlacion de Pearson 0.140243413

Diferencia hipotética de las medias 24

Grados de libertad 239

Estadistico t 10.54886872

P(T<=t) una cola 6.57034E-22

Valor critico de t (una cola) 1.651254165

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas
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Anexo 4

Caracterizacion microbioldgica por familias segun la reaccion a la tincion de Gram

COCOS GRAM POSITIVO

e  Staphylococcus aureus

e  Staphylococcus epidermidis.

e  Staphylococcus hominis.

e  Staphylococcus haemoliticum.
e  Staphylococcus lugdunensis.
e  Staphylococcus saprophyticus.
e  Micrococcus.

e  Stomatococcus.

e  Streptococcus pyogenes

e  Streptococcus pneumoniae.

e  Streptococcus del grupo viridans:
e S.mutans.

e S.sanguis.

e S.mitis.

e S.salivarius.

e S. Anginosus.

e  Streptococcus bovis.

e  Streptococcus milleri.

e  Streptococcus anaerobios.

e E. faecalis.

e E.faecium.

e E.gallinarum.

e E. raffinosus.

e E. casseliflavus.

e Pediococcus.

e  Leuconostoc.

e  Stomatoccus.

o Gemella.

e  Aerococcus.

e Lactococcus.

BACILOS GRAM POSITIVOS

. anthracis.

cereus.

. diphtheriae.
ulcerans.
pseudotuberculosis.
jeikeium.

. ureolyticum.

. amycolatum: idem al anterior.
. brasiliensis.

. otitidis caviarum.

e Rhodococcus.

e R.equi.

[ ]
ZZ000000T®
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Gordona.

Tsukamurella.
Actinomadura.
Streptomyces somaliensis.
Tropheryma whippelii.
Listeria monocytogenes.
Lactobacillus.
Erysipelothrix rhusiopathiae.
Anaerobios

Clostridium.

Actinomyces

COCOS GRAM NEGATIVOS

Neisseria.

N. gonorrhoeae.
N. meningitidis.
Moraxella.

M. catarrhalis.

BACILOS GRAM NEGATIVOS

FERMENTADORES

Escherichia coli.
Klebsiella.
Salmonella:

S. typhi.

S. paratyphi Ay B.
S. choleraesuis.

S. typhimurium.

S. enteritidis.
Shigella.

Proteus mirabilis.
Serratia marcescens.
Citrobacter.
Enterobacter.
Providencia.
Morganella.
Yersinia.
Edwarsella.

V. cholerae.

V. mimicus.

V. damsela.
Plesiomonas shigelloides.
Aeromonas.
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NO FERMENTADORES

e P.aeruginosa.

e P. fluorescens.

e P.putida.

e  Burkholderia:

e B. cepacia.

e B. pseudomallei.

e  Stenotrophomonas maltophilia.

e  Acinetobacter baumanii.
e Legionella pneumophila.
e  Francisella tularensis.

e  Gardnerella vaginalis.

e  Pasteurella.

e  P.multocida.

e Bartonella.

e Bordetella

e  B. pertussis.

e  B. parapertussis.

e B. bronchiseptica.

e Brucella:

e  B. melitensis.

e B. abortus.

e B.suis.

e B.canis.

e  Haemophilus:

e H.influenzae.
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H. parainfluenzae.

H. aegyoticus.

H. haemolyticus.

H. parahaemolyticus.

H. ducreyi.

Actinobacillus actinomycetemcomitans.
Cardiobacterium hominis.

Kingella kingae.

Eikenella corrodens.

Haemophillus aphrophilus.
Streptobacillus moniliformis.
Calymmatobacterium granulomatis.

MICROORGANISMOS GRAM VARIABLES

(LEVADURAS Y OTROS).

Micobacterium (bacilos
acidoalcoholresistentes 0 BAAR).
Treponemas (espirales).
Leptospira(espirales).

Borrellia (espirales).

Micoplasma (sin pared celular).
Rickettsia (bacterias intracelulares).
Coxiella (bacterias intracelulares).
Chlamydia (bacterias intracelulares).
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Anexo 5 _ o _
Aprobacion de anteproyecto y uso de datos por parte del Laboratorio Clinico del Hospital

General San Juan de Dios

HOSPITAL GENERAL “SAN JUAN DE DIOS”
COMITE DE INVESTIGACION
REGISTRO DE INVESTIGACION
No.

DATOS GENERALES: Barrera Toledo, Juan Carlos Apellido
Apellido 7 Nombres

TELEFONO: 4255-7164

TITULO:

MA - TOF

TIPO DE INVESTIGACION: Observacional Experimental

Departamento:
1. Anestesiologia 8. Neurologia 15. Farmacia
2. Cirugia 9. Ortopedia y Traumatologia  16. Laboratorio Clinico
3. Cuidados Intensivos de Adultos 10. Pediatria 17. Nutricion
4. Emergencia de Adultos 11. Radiologia 18. Psicologia
5. Ginecologia y Obstetricia 12. Consulta Externa 19. Trabajo Social
6. Medicina 13. Patologia 20. Otros
7. Neurocirugia 14, Enfermeria
Nivel: 1. Pre-grado Universidad:y_SAL
2. Post-grado UFM Facultad: Ciencias Médicas 3.
Otras UVG
UMG
OTRAS:

UNICAMENTE PARA ESTUDIOS DE TESIS

J

Asesor: PhD. Mirna Vasquez/ PhD. Edith Obregdp/icda. Laura Valenzuela /Lic. César Conde

[Revisor: PhD. Elisa Hernandez /
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Firma y Sello de Jefe del Depto: ; 2 T A
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Firma y Sello de Jefe del Depto: :

Firma y Sello del Representante del Sub-Comité

L

Vo. Bo. Coordinador del Comité de Investigacion

PARA USO EXCLUSIVO DEL DEPARTAMENTO DE DOCENCIA E INVESTIGACION
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Anexo 6
Aprobacion de Protocolo de Investigacion por Comité de Investigacion del HGSJDD.

Tbogpital General “San Juan de Biog”
Guatemala, C.4.

Oficio CI-546/2,018

22 de noviembre de 2018

Master

Juan Carlos Barrera Toledo
Estudiante de Doctorado en
Ciencias Biomédicas

Facultad de Ciencias Médicas
Universidad de San Carlos de
Guatemala

Master Barrera:

El Comité de Investigacién de este Centro Asistencial, le informa
que el Protocolo de la Investigaciédn titulada: “EFICIENCIA EN LA
REDUCCION DEL TIEMPO, UTILIZANDO EL METODO MALDI - TOF VS EL
METODO VITEK EN LA IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA RUTINARIA DE
HEMOCULTIVOS”, ha side aprobado para su ejecucidn con la condicién
que los costos de los materiales corran por cuenta del interesado.

Atentamente,

< COMITE OF

2
' WVISTRAONN ©
b

COMITE DE INVESTIGACION

c.c. archivo

Julia

Telefonos Planta 2321-0191 ext. 6015
Telétons Directn 2321-9125
Corren eledroni comiteinvestigacionhospigen@gmail.com
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Anexo 7 _
Aprobacion de Protocolo de Investigacion por Facultad de Ciencias Médicas y Escuela de

Estudios de Postgrado.

. Facultad de Ciencias Médicas

Universidad de San Carlos de Guatemala

ESCUELA DE
ESTUDIOS DE
POSTGRADO

TRANS.A06.CA.EEP.083-2018
Guatemala, 23 de agosto de 2018

Sefiores

Junta Directiva

Facultad de Ciencias Médicas
Centro Universitario Metropolitano
Presente

Sefiores:

Para su conocimiento y efectos correspondiente transcribo el PUNTO TERCERO, INCISO 3.1, 3.2
y 3.3 del Acta 06/2018, del CONSEJO ACADEMICO, de sesi6n ordinaria celebrada el 09 de
agosto de 2018.

TERCERO: El Doctor Carlos Humberto Vargas Reyes MSc., Director de la Escuela de Estudios de
Postgrado, a través de PROV.DIR.EEP.113-2018 traslada oficio Ref.DOC.CIB.0102.2018 suscrito
por la Doctora Elisa Hernandez de Rodas, Coordinadora del Doctorado de Ciencias Biomédicas,
por medio del cual traslada 17 Protocolos de Investigacion de la Tesis Doctoral, para la aprobacion
por parte del Consejo Académico de la Escuela de Estudios de Postgrado, trabajos realizados en
el Seminario de Investigacion | y Il de los estudiantes del Doctorado en Ciencias Biomédicas

EL CONSEJO ACADEMICO, ACUERDA:

31 APROBAR los 17 Protocolos de Investigacion de la Tesis Doctoral, para la aprobaciéon por
parte del Consejo Académico de la Escuela de Estudios de Postgrado, trabajos realizados
en el Seminario de Investigacion | y Il de los estudiantes del Doctorado en Ciencias
Biomédicas.

3.2 NOTIFICAR a la Dra. Elisa Hernandez de Rodas, Coordinadora del Doctorado de Ciencias
Biomeédicas y trasladar los 17 protocolos de Investigacion de la Tesis Doctoral

33 TRASLADAR a la Honorable Junta Directiva de la Facultad de Ciencias Médicas, para su
conocimiento.

Atentamente,

"ID Y ENSENAD A TODOS"
»

Dr. Carlos Humberto Vargas Reyes'MSc. £
Director * >*
Escuela Estudios de Postgrado

7a7y UNVERSDAD DE SAN CARLDS DE GUATEMALA
9 riowran o oewcus woess C2B

Adjunto 2 folios
Dra jElisa Hemandez de Rodas, Coordnadora del Doctorado de Ciencias Bcomﬁd-ug,‘ Archivo
CHVR/icsp

2“. Avenida 12-40, Zona 1, Guatemala, Guatemala ‘.'.—’..Un)lh
Tel. 2230-2000
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Anexo 8
Aprobacion de Informe Final de Investigacion por Comité de Investigacion del HGSIDD

Bogpital General “San Juan de Diog”
Guatemala, €. 4.

Oficio CI-005/2,020

7 de enerc de 2,020

Méster

Juan Carlos Barrera Toledo
Estudiante de Doctorado en
Ciencias Biomédicas

Facultad de Ciencias Médicas
Universidad de San Carlos de
Guatemala

Master Barrera:

El Comité de Investigacién de este Centro Asistencial, le comunica
que el Informe Final de la Investigacién titulada: "EFICIENCIA EN LA
REDUCCION DEL TIEMPO, UTILIZANDO EIL METODO MALDI - TOF VS EL METODO
VITEK EN LA IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA RUTINARIA DE
HEMOCULTIVOS”, ha sido aprobado para su impresién y divulgacién.

Atentamente,

'd COMITE 1E
= pvesTAONN O
‘ 5

c.c. archivo

Julia

Teletonos Planta 2321 -9101 ext. 6015
Teletono Bireds 2321 -9125

Corres elertronitn comiteinvestigacionhospigen@gmail.com
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Anexo 9
Carta de Comité de ética e investigacion

COMLTE ETICA INDEPENDIENTE

3% CALLE 1136 ZONA 15, COLONTA TECUN UMAN
TEL-FAX, (502) 23 69 1885

e-tail. comitédeeticaruguamaB@amgil comn W 7ugueme.org
GUATEMALA, GUATEMALA 01015

OFZU1201-20

Gualemala 05 septiembre 2020

MSc.

JUAN CARLOS BARRERA TOLEDO
investigator Principal

MS¢. Barrera

Por este medio le iformamos que en sesidn celebrada por este Comaé al dia 02
sepbembre 2020, se discutié el EFICIENCIA EN LA REDUCCION DEL TIEMPO, UTILIZANDO EL
METODO MALDI - TOF VS EL METODO VITEK EN LA IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA
RUTINARIA DE HEMOCULTIVOS, tomando en cuenla ka Pauta 10 CIOMS 2016 que ndica la
dispensa de consentimiento informado:
‘Un comité de etica de 13 Investgacdn puede conceder una exencidn det requisilo de
consentimianto nformado si estd convencido de que la investigacion’
a8} no seria factible o viable sin dicha exencidn,
b) tiene un velor social impodanie y
) enlrafia apenas nesgos minimos para los paricipantas”

Consideramax nue ol esludic fue realizado en muesiras Que fueron soktstadas por el
et Sut al '.“'hfw'_ ¥ avlBimenie 38 apiid una nuova tonivo Pare o precasemente. Beie no
conllevd ningln riesgo para el paconte, tiene un valor social mporante y ef mivestigador no tuvo

ningun contaclo con el pacients, por ko que cumple con las condicon
congentimianio informado. b il

Atenlamente,
Ora Limar
Ora Lga ZUGUEME
COMITE ETiCA INDEPENDIENTE
£, schivo GUATEMALA, C, A,
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Anexo 10
Carta de finalizacion de trabajo de tesis y aprobacion para inicio de proceso de defensa de
tesis (USAC)

Guatemala, 13 de octubre de 2020

Dra. Elisa del Carmen Hernandez de Rodas
Coordinadora

Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas
Facultad de Ciencias Médicas

presente

Estimada Dra. Hemandez de Rodas:

Sea la presente portadora de cordiales saludos. Me dirijo a Ud. en esta oportunidad para
comunicarle que he revisado la tesis del MSc. Juan Carlos Barrera Toledo, estudiante del Doctorado en
Ciencias Biomédicas, titulada “EFICACIA EN LA REDUCCION DE TIEMPO, UTILIZANDO EL
METODO MALDI-TOF VS EL METODO VITEK EN LA IDENTIFICACION
MICROBIOLOGICA RUTINARIA DE HEMACULTIVOS”. Me permito también informar que ya el
trabajo de tesis se ha concluido y el MSc. Barrera puede proceder a la defensa de su tesis.

Sin otro particular, me suscribo,

PhD. Sergio Alejﬁndg é elgar Valladares

Tutor del Programa de
Doctorado en Ciencias Biomédicas,

cc. MSc. Juan Carlos Barrera Toledo
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Anexo 11
Carta de finalizacion de trabajo de tesis y aprobacion para inicio de proceso de defensa de

tesis (USAC)

El PhD. Sergio Alejandro Melgar Valladares, profesor Titular de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, de la Universidad de San Carlos de Guatemala

CERTIFICA:

Que el estudiante del Doctorado en Ciencias Biomédicas JUAN CARLOS
BARRERA TOLEDO camnet. 200810265, Ha realizado bajo su direccién el trabajo de tesis
titulado: “EFICACIA EN LA REDUCCION DEL TIEMPO UTILIZANDO LA
TECNICA MALDI-TOF VS EL. METODO VITEK EN LA IDENTIFICACION
MICROBIOLOGICA RUTINARIA DE HEMOCULTIVOS?” y que a mi juicio retine
las condiciones para optar al grado de Doctor.

Se extiende la presente certificacién a los 16 dias del mes de octubre de 2020.

£ ;
PhD. Sergio % j @ gelgar Valladares

Lic. Sergio Alejandre Helgar Yallad
BICLOGO
COLEGIADO No. 1450

!
|
L
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Anexo 12
Carta de finalizacion de trabajo de tesis y aprobacion para inicio de proceso de defensa de
tesis (UDG)

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA
CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS DE LA SALUD

INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS BIOMEDICAS

1ICB/017/2020

DRA. ELISA DEL CARMEN HERNANDEZ DE RODAS .
COORDINADORA DEL DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS

UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

PRESENTE.

Por medio de la presente reciba cordiales saludos y al mismo tiempo notifico a usted que
el alumno MSc. Juan Carlos Barrera Toledo ha concluido su trabajo de tesis doctoral
titulado “EFICIENCIA EN LA REDUCCION DEL TIEMPO, UTILIZANDO EL METODO
MALDI-TOF VS EL METODO VITEK EN LA IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA
RUTINARIA DE HEMOCULTIVOS”.

Juan Carlos se encuentra listo para presentar la defensa del grado de Doctorado una vez

que concluya los tramites admirativos correspondientes.

Sin mas por el momento me despido y quedo en espera de cualquier duda al respecto.

Atentamente
“Piensa y Trabaja”
Afio de la Transicién Energética en la Universidad de Guadalajara-
Guadalajara, Jalisco a 13 de octubre de 2020 ?1”

g&f’f"\ &"UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

I%enlro Universitario de Ciencias de la Salud

Dra. Edith Oregon Rome!
Coordinadora del Doctorado en Ciencias Biomédicas, Universid;i dIGuGaIaEa
Tutor del Doctorado en Ciencias Biomédicas USAC

c.c.p. archivo

Sierra Mojada 950. Edificio Q, puerta 7, primer nivel, Col. Independencia. C.P. 44340.
Guadalajara, Jalisco. México. Tel. [52] (33) 1058 5200. Ext. 34114
www.cucs.udg.mx
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Anexo 13

Universidad de San Carlos de Guatemala
Facultad de Ciencias Médicas

Biblioteca y Centro de documentacion
"Dr. Julio de Leon Méndez"

CESCIAA MITACAR

Constancia digital de aprobacion de referencias bibliograficas

Fischa de entrega: Grado a ablener:

26/05/2021 Doctor en Ciencias Biomédicas (Doctorado)

Titulo del trabajo de graduacion:
Eficiencia en la reduccidn del tiempo, utilizando el método Maldi-tof vs el método Vitek en la identificacién microbioldgica rutinaria de
hemocultivos.

Aulor - DPFL: Aulor - Registro E Aulor

1697092640101 200810265 Juan Carlos Barrera Toledo
Bibliotecario que reviso las referencias:
Alba Dely Ramos Méndez
Asesnr:
Sergio Alejandro Melgar Valladares, Edith Oregon Romero
ADMINISTRACION DE BIBLIOTECA
NOTA: Esta es una constancia de que se le revisaron v aprobaron las referencias bibliograficas del trabajo de graduacion mencionado. _

Dr. Julio de Ledn Méndez.

on

Constancia de aprobacién de referencias bibliograficas por Biblioteca y centro de

documentaci
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Anexo 14
Primera publicacion, realizada en la revista cientifica del colegio de Médicos y Cirujanos
de Guatemala.

- Revista Meédica Gt, Colmedegua, Viol. 158 Num. 2 2019 IS5K: 2074-7004, e-IS5M: 2654-3667

Reduccion del tiempo de respuesta en el diagnéstico
microbiolégico rutinario de hemocultivos.
Reduction of response time in routine microbiological
diagnosis of blood cultures.

Juan Barrera2, Sergio Melgar®, Edith Oregon®®, Elisa Hemandez@

1 Departamento de Laboratorio Clinico, Hospital General San Juan de Dios, Guatemala.
2 Facultad de Ciencias Médicas, Universidad de San Carlos de Guatemala, Guatemala.
3 Centro Universitario de Ciencias de la Salud, Universidad de Guadalajara, Meéxico.

Cormespondencia: Dr. Juan Carlos Barrera Toledo juanc 7barreraghotmail.com
Recibido: 13-11-2019 Aceptado: 20-11-20149
.|

Resumen

El presente esfudio fuvo por
objetivo cuanfificar la reduccion del
tiempo en el diagndstico microbiologico
rutinario  de hemocultivos  positivos,
utiizando para elfo 240 muestras
provemientes de pacienfes gque se
enconfraban en los diferenfes senvicios
del Hospifal General San Juan de Dios
(HGSJDD), dichas muestras fueron
identificadas ufilizando fanfo el méfodo
Vitek como e método Maldi-fof
obteniéndose resulfados favorables en
cuanto a la reduccion de respuesia
diagnostica a favor de fa fecnologia
Maldi-fof.

favorable resufs in ferms of reducing
diagnostic response in favor of Maldi-forf
technology

Keywords: microbiofogy, mass
specirometry, septicemia

Introduccion

Septicemia se define como la
enfermedad infecciosa generalizada
debido a2 la existencia de un foco
infeccioso en el interior del cuerpo, en &l
cual s encueniran MICroorganismos en
gl torrente  sanguineo ¥y como
consecuencia se  presentan  un
sinndmero de sintomas que provocan la
muerte del paciente El diagndstico

Palabras clave: microbiologia, microbiologico de septicemias se realiza
espectrometria de masas, septicermia por medio del analisis de hemocultivos, @
los cuales actualmente requieren un

Abstract promedio de cinco a siete dias para
The ohjective of this study was to brindar un diagndstico certero.® La
quantify the reduction of time in the identificacion de microorganismos en el

routine  microbiological  diagnosis  of
positive bood culfures, fo defect 240
samples from pafients in the different
sernvices of the San Juan de Dios General
Hospital (HGSJDD), the samples were
identified using both the Vitek method
and the Maldi-fof method, obtaining

l[aboratorio se ha llewvado a cabo
tradicionalmente  mediante  distintas
pruehas. ¥ Dentro de las prushas
bioguimicas utilizadas se encuentra el
metodo Vitek. Este usa tarjetas con
reactivos colorimétricos, que son
inoculadas con una suspension de cultivo

Dic. 2019, Rev. méd. (Col. Méd. Cir. Guatem.) Reduccion del tiempo de respuesta en el diagndstico
microbioldgico rutinario de hemocultivos.; 158:(2) 111-114
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Anexo 15
Segunda publicacion, realizada en la revista de Ciencia Tecnologia y Salud (CTS),

Universidad de San Carlos de Guatemala.

HEB US A‘ Direccién General i
Mt o N ¥ de Investigacion
k- «J w&&&‘:‘-’.\m Urversidad de San Carlos de Guatemala Siters ds Taruéies to Porigrade

Ciencia, Tecnologia y Salud

T T e R S T TR TS TR

Revista Centroamericana de Investigacion y Postgrado
Universidad de San Carlos de Guatemala

El infrascrito co-editor de la Revista Ciencia, Tecnologia y Salud, hace constar que

Juan Carlos Barrera Toledo

Ingresé un manuscrifo a la revista titulado: Disefio, estandarizacion e implementacion de
una nueva técnica para el diagnostico rapido de hemocultivos positivos, utilizando la
tecnologia Maldi-tof en Guatemala con el nimero 905 y se encuentra aprobado para su
publicacion en el volumen 8, numero 1. Se extiende la siguiente para usos de la interesada.

Guatemala, 13 de noviembre 2020

"fe'{,} enderad a todes”
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