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OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar la concordancia entre una metodologia
convencional y un metodo directo de diagndstico in-vitro
para identificacion bacteriana, en muestras de

nemocultivos positivos, provenientes de pacientes
nospitalizados de la red Clinica Colsanitas de la ciudad de
Bogota mediante plataforma automatizada por
espectrofotometria de masas (MALDITOF-MS)




OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar las caracteristicas demograficas de la poblacion
en estudio.

2. Caracterizar los microorganismos hallados en los
hemocultivos de acuerdo a su coloracion de Gram por su
afinidad y morfologia




DISENO METODOLOGICO

e Universo
* poblacion
* muestra

Determinacion

» Hipotesis
* Variables
* Analisis estadistico

Definicidon

reglamentacion | ¢ Consideraciones éticas



Universo:Pacientes con solicitud medica o remisiéon de
hemocultivo, recepcionados en el area de microbiologia del
laboratorio central de referencia de la Clinica Colsanitas S.A., en la
ciudad de Bogota.

Poblacion: corresponde a 1.300 muestras de hemocultivo que
en promedio son recibidas durante un mes en el area de
microbiologia de los cuales 216 son positivas y se aisla algun
germen de interés clinico

Muestra:conformada por 100 hemocultivos positivos, que cumplian
con los criterios de inclusién procesados en el equipo BacT/ALERT 3D®
provenientes de CRS, CUC, CL103 durante enero y febrero de 2018,
muestreo no probabilistico, consecutivo y a conveniencia, siguiendo las
recomendaciones dadas por el Instituto de Estandares de Laboratorio y
Clinica (CLSI 2012)




CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

CRITERIOS DE INCLUSION.

Pacientes con orden medica de hemocultivos seriados
(3 muestras), provenientes de clinica Reina Sofia,
Clinica Universitaria Colombia y clinica calle 103 de la

ciudad de Bogota.

Hemocultivos positivos de pacientes mayores de edad

previamente incubados por equipo BacT/ALERT 3D®

Hemocultivos positivos monobacterianos previamente

observados mediante coloracion de Gram.

CRITERIOS DE EXCLUSION.

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

ciudades

Hemocultivos positivos de pacientes pediatricos

Hemocultivos positivos con mas de una forma

bacteriana observado en coloracion de Gram.

Hemocultivos positivos con presencia compatible de

estructuras fungicas mediante coloracion de Gram.



Ho: método directo tiene una concordancia con el método convencional
por MALDI-TOF,, y no presentan ventaja sobre el metodo convencional

HIPOTESIS:

Ha: el método directo por MALDI-TOF presenta una ventaja sobre el
método convencional.

v Se estudiaron variables demograficas: sexo, edad, lugar de origen de
la muestra.

VARIBLES: v Variables relacionadas con las caracteristicas del hemocultivo:

numero de la botella positiva ,clasificacidon bacteriana , morfologia

bacterianay metodologia de identificacion bacteriana.

v Andlisis descriptivo de variables de interés
ANALISIS v Var_lal_oles c_uall_tatlvgs: _frecuenmas,apsolutas y relativas
v Objetivo principal: indice kappa minimo aceptado 0,85

ESTADISTICO gaviare desempeiio: 0,95- 1 (95-100%)

v’ Datos: analizados en Stata v.13.0




CONSIDERACIONES ETICAS

Declaracion del Helsinki

<

Normatividad vigente para
Colombia

Ny

Resoluciones N° 2378 de 2008 y
N° 8430 de 1993 del Ministerio de
Salud

Categorizada como “SIN
RIESGO”.
pautas éticas para la
investigacion en salud OMS

Vitek MS® es un dispositivo

biomédico con certificacion IVD
para muestras humanas segun
INVIMA

no se tomaron ni se modificaron

las decisiones clinicas con los
resultados de la prueba alterna

protocolo de estudio fue sometido
para evaluacion ética al Comite
Institucional de Etica en
Investigacion (CIEI).

Y

procesos de habilitacion y
acreditacion de Clinica Colsanitas

se mantuvo la confidencialidad de
la informacion
Los datos solamente se
publicaran cuando concluya el
estudio y de forma consolidada



METODOLOGIA CONVENCIONAL
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Equipo Emite sonido  automatizada automatizada 37°Cde 18a Unavezse Se realizaen  Serevisa el
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METODOLOGIA DIRECTA

| !
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Equipo Emite sonido una  Monobacteriano  Alicuota Con el pellet Se revisa el

BacT/ALERT 3D vez se evidencie NO estructuras centrifugar y bacteriano lavado resultado se valida

35-37 C crecimiento fungicas realizar lavados se monta por Se verifica
bacteriano ni doble MALDI TOF concordancia

poblacion
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Resultados método
directo

Resultados
método
convencional

Analisis
estadistico

« Se registraron en la base de datos

« Se compararon con los obtenidos en
método convencional

* Fueron obtenidos del sistema de informacion ERP
« Se registraron en la base de datos

« Se estimo el indice Kappa (k),
estableciendo un nivel minimo aceptado
del 0,85 (85%) y un nivel de desempeno
esperado entre 0,95-1 (95-100%).
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RESULTADOS

Histograma de Distribucion de la Edad
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La media para la edad de la
poblacion estudiada
corresponde a 67 anos
desviacion estandar de +/-
14.70 anos.



DISTRIBUCION DE SEXO
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Distribucion de la Edad por Sexo en la Poblacion de Estudic
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Del 61 % analizado del sexo masculino (1), la media de edad de 63,88 afios con una desviacion
estandar +/- 15.60 afos, y del 39% del sexo femenino (2) la media de edad fue de 72.2 afos con
una desviacion estandar +/- 11.65.
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DISTRIBUCION POR COLORACION DE GRAM
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DISTRIBUCION MORFOLOGIA BACTERIANA EN TINCION DE
Cocos Gram positivos [l 3% GRAM

Cocos Gram negativos 0%

Cocos Gram positivos en
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|dentificacion Bacteriana

A.lwoffii

E.coli
K.pneumoniae
P.aeruginosa

S. marcescens
S.aureus
L.monocytogenes
C.jejuni

E. fecalis

P. acnes
S.capitis
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S.constellatus
E. cloacae
Doble poblacion
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|dentificacion Bacteriana

Distribucion Identificacion Bacteriana Método Directo
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|dentificacion bacteriana

Comparativo entre las metodologias

otros microorganismos
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Expected

Agreement Agreement Kappa

Std. Err. Z Prob>Z

73.00% 15.43% 0.6807

El indice Kappa arroja un
resultado de
concordancia del 68 %
(0,6807) con un valor
p=0.000, encontrandose
en la categoria de bueno
segun el indice de
concordancia de indice
kappa

0.0357 19.05 0.0000

Categorizacion de indice Kappa
Pobre k < 0.20
débil k: 0.21 — 0.40
Moderada k: 0.41 — 0.60
Buena k: 0.61 — 0.80

Muy buena: 0.81 — 1.00



DISCUSION

MALDI TOF reduce el

La oportunidad es fundamental para

Los hemocultivos, paraclinico
idoneo para confirmar

tiempo de identificacion
de hemocultivos positivos

establecer una terapia eficaz en
bacteremias

bacteremias en sospecha de

sepsis
« Entre mas eficiente sea el . El 11.3 % de los pacientes
. SegUn el CONSEeNso diagnostico etiologico de la recibieron terapia antibiética
colombiano de  sepsis bacteriemia aumenta en un antes de 24 horas de
realizado en 2017.(1) 8% e\_/olucmn e Inicio de positivizacion del
tratamiento. (2) hemocultivo. (3)

1.Campafia para sobrevivir a la sepsis : recomendaciones internacionales para el tratamiento de la sepsis y el choque septicémico : 2016
2.. Christner M, Rohde H, Wolters M, Sobottka I, Wegscheider K, Aepfelbacher M. Rapid Identification of Bacteria from Positive Blood Culture Bottles by Use of

Matrix-Assisted Laser Desorption — lonization Tim
3, Cattani ME, Posse T, Hermes RL, Kaufman SC. Identificacidon rapida de microorganismos de frascos de hemocultivos por espectrometria de masas. Comparacion

de 2 procedimientos diagnosticos. Rev Argent Microbiol [Internet]. 2015 [cited 2017 Apr 12];47(3):190-5. Available from:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0325754115000838



Clinica Universitaria Colombia,es el lugar de donde proviene el

mayor numero de muestras con positividad

» Asociado a la complejidad de la clinica, a su
capacidad instalada y la atencion integral entre
usuarios contributivos y MP

 De instituciones regionales, universitarias y
hospitales de alta complejidad es de donde
proviene el mayor numero de muestras (1)

Se evidencia mediante coloraciéon de Gram mayor frecuencia de

morfologia Gram negativa que Gram positiva

* En 10 hospitales de Colombia se demostro
gue los microorganismos mas frecuentemente
hallados corresponden a Gram negativos con
un 74%, Gram positivos un 20 % y
estructuras fangicas 6 %. (2)

(1) Sakarikou C, Ciotti M, Dolfa C, Angeletti S, Favalli C. Rapid detection of carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae strains derived from blood cultures by
Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS). BMC Microbiol [Internet]. 2017;17(1):54. Available from:

http://omcmicrobiol.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12866-017-

(2) Rosa GD La. Epidemiologia y prondstico de pacientes con infeccion del torrente sanguineo en 10 hospitales de Colombia. 2008;141-9.



e La prevalencia de e La mayoria de e El indice kappa arroja un

microorganismos  aislados microorganismos Gram resultado de concordancia

en hospitales de Colombia negativos del estudio fueron del 68 % (0,6807) con un

E?\rtreer%%%r(]:?eerri]as c identificados correctamente valor p=0.000,

' por el método directo a encontrandose en la

o diferencia de los Gram categoria de bueno segun el

: ggtesmglsatllrjdailoloerr?pagﬁg(e) e|2 positivos indice de concordancia de

mayor forma bacteriana e porque segun la literatura indice kappa (3)

corresponde a bacilos Gram son exigentes para su
negativos seguido de cocos identificacion debido a su
Gram positivos .(1) contenido proteico,

estructura y envoltura celular
por su alto porcentaje de
peptidoglicano (2)

(1) Pacheco R, Osorio L, Correa AM, Villegas MV. Prevalencia de bacterias Gram negativas portadoras del gen bla KPC en hospitales de Colombia. 2014;34:81-90.

(2) Relloso MS, Nievas J, Fares S, Farquharson V, Mujica MT, Romano V, et al. Evaluacion de la espectrometria de masas : MALDI-TOF MS para la identificacion rapida y confiable de
hemocultivos Rev Argent Microbiol [Internet]. 2015;47(2):103-7. Available from: http://dx.doi.org/10.1016/j.ram.2015.02.004.

(3)Lopez de ullibarri GL PF s. medidas de concordancia; indice kappa. 1999.



CONCLUSIONES

* Se observo una mayor frecuencia de positividad en los hemocultivos
analizados en la poblacidon de estudio, para el sexo femenino con una
media de edad de 72,2 anos

» La mayoria de las muestras obtenidas provienen de la Clinica
Universitaria Colombia debido a su capacidad instalada con 625
Camas y a la variabilidad de usuarios atendidos por los diferentes
regimenes de atencion en salud al que pertenecen.



CONCLUSIONES

* Se encontro una mayor frecuencia de microorganismos Gram negativos
en la muestra analizada

* El estudio demostré que los microorganismos Gram negativos presentan
mayor concordancia en identificacion por la metodologia MADI TOF MS
que los microorganismos Gram positivos.

* La metodologia MALDI TOF MS es la mas opcionada en la obtencion de
identificacion bacteriana rapida por método directo, sin embargo, es
necesario mejorar el proceso de preparacion de pellet bacteriano antes de
su analisis.
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