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Resumen

Las infecciones del tracto urinario constituyen una de las primeras causas de
enfermedad en pacientes ambulatorios y de infecciones intrahospitalarias; y se pueden
presentar de forma subclinica o sintomética. Son causadas, principalmente, por la bacteria
Escherichia coli, y su tratamiento consiste en la administracién de antibioticos.

El andlisis de muestras de orina es un proceso rutinario en el laboratorio y de
importancia para el diagnostico y monitoreo de mdaltiples enfermedades, entre ellas las
infecciones urinarias. Para este anlisis se recurre al urocultivo tradicional como estandar de
oro, el cual implica aislar e identificar el agente causal de la infeccién. Sin embargo, en los
ultimos afios se han desarrollado otras metodologias e instrumentos para agilizar la
identificacion bacteriana y hacer del diagndstico un proceso fluido y eficiente que lleve a un
tratamiento oportuno; como lo propone el concepto del “Diagnostic stewardship ”. Dentro de
las tecnologias desarrolladas con este fin se encuentra el MALDI-ToF, el cual ha tomado una

gran relevancia en la identificacion bacteriana mediante técnicas de proteémica.

En la presente investigacion se pretende demostrar que es posible analizar muestras
de orina mediante la técnica de MALDI-ToF directo para acelerar la identificacion
bacteriana. Para lograr esto se analizaron muestras de orina por urocultivo convencional y
MALDI-ToF directo para la identificacion bacteriana. Ademas, se determinaron los
parametros fisicos, quimicos y microbiologicos de las muestras analizadas por
espectrometria de masas para estudiar cuéles de estos parametros influyen en la identificacion

bacteriana, y con ello establecer aquellos que guien la seleccién de muestras de orina.

Con este fin, se procedio a realizar un estudio preliminar empleando muestras de orina
recolectadas por chorro medio con técnica aséptica. En este estudio preliminar se
determinaron las caracteristicas fisicas y microbiologicas que generaban los mejores
resultados de identificacion mediante la técnica de MALDI-ToF directo. Ademas, se
compararon variaciones metodologicas en el tratamiento de la muestra con el fin de
determinar la técnica ideal y realizar posteriormente un estudio mas amplio con
aproximadamente 100 muestras. Las metodologias de tratamiento comparadas fueron: kit
comercial Sepsityper® MALDI-ToF, extraccion de proteinas con etanol y acido formico y

lavados con agua grado molecular.



El método de lavados con agua grado molecular presentd los mayores porcentajes de
identificacion. Se observo, ademas, que las muestras de orina con mayor cantidad de
resultados concordantes entre el anélisis convencional y el directo fueron aquellas con ligera
turbidez y con un solo microorganismo como agente causante de la infeccion que esté en un
recuento de méas de 100 000 UFC/mL.

En cuanto al porcentaje de identificacion mediante MALDI-ToF directo se obtuvo un
84% para bacilos Gram-negativos, con un 87% especificamente para Escherichia coli, bajo
las condiciones descritas anteriormente (muestras ligeramente turbias con un
microorganismo en mas de 100 000 UFC/mL). Mientras que para las muestras con bacterias
Gram-positivas, levaduras y mas de un microorganismo se obtuvo porcentajes de

identificacion sumamente bajos.

Los resultados de este trabajo pretenden aportar a la reducida lista de estudios
disponibles hasta la fecha sobre identificacion directa con MALDI-ToF en muestras de orina.
Si bien la técnica muestra gran potencial, ain no ha sido definido un método estandar para
su uso. En este proyecto se experimenta con variaciones metodoldgicas de la preparacion de
la muestra y se comparan los porcentajes de identificacion con cada una de ellas. Ademas, se
trabaja con muestras de orina muy variadas en cuanto a sus parametros fisicos, quimicos y
microbiologicos (diversidad en las especies y recuentos bacterianos). Todo lo anterior
contribuye a que el estudio abarque maultiples aspectos importantes que brindan una guia en
la seleccion de muestras para futuros ensayos y para la proxima implementacion de esta

técnica en los laboratorios clinicos.



Antecedentes
Generalidades de las Infecciones del Tracto Urinario (ITU)

Las infecciones del tracto urinario se pueden definir como un “proceso inflamatorio
que implica la invasion y multiplicacién de microorganismos en el tracto urinario” (Orrego-
Marin et al., 2014, p. 1). Este proceso se puede originar por el ascenso de microorganismos
a través de la uretra hacia la vejiga, evento mas frecuente, o por microorganismos presentes
en la sangre, es decir, bacteriemias y fungemias, que llegan al tracto urinario y logran
establecer una infeccion (Forbes et al., 2005). Las ITU constituyen una de las primeras causas
de enfermedad en pacientes ambulatorios y de infecciones asociadas a la atencion de la salud
(IAAS) (Yabar et al., 2017).

Estas infecciones pueden presentarse de forma subclinica o sintomatica y la gravedad
de los sintomas dependen de la localizacion de la infeccion a lo largo del tracto urinario
(Forbes et al., 2005). El signo principal es la fiebre, la cual se presenta en todas las edades,
pero es de especial importancia en nifios y nifias menores de 2 afios (Lascano et al., 2017).
En edades mayores se observan signos y sintomas mas especificos, los mas frecuentes son:
dolor lumbar, suprapubico o abdominal, tenesmo vesical, dolor al orinar, polaquiuria y

urgencia miccional (Guevara et al., 2011; Orrego-Marin et al., 2014).

Las infecciones urinarias se pueden clasificar segun diversas caracteristicas. Si se
toma en cuenta el punto de vista epidemiolégico se pueden dividir en infecciones
comunitarias y nosocomiales (0 IAAS), siendo estas ultimas las mas asociadas a
complicaciones. Si se habla de la gravedad de la infeccion se tienen las infecciones no
complicadas, asociadas mayormente a mujeres, y las infecciones complicadas, las cuales
suelen ser dificiles de tratar y pueden llevar a un dafio renal, bacteriemia u otras
complicaciones. Otra forma de separar las ITU es segun la localizacion anatomica afectada;
en caso de una infeccion en las vias urinarias inferiores se suelen ver sintomas especificos
(disuria, polaquiuria, urgencia miccional), mientras que una afectacion en las vias superiores
presenta, ademas de lo anterior, sintomas sistémicos como fiebre y dolor lumbar (Forbes et
al., 2005).



Agentes patdgenos mas comunmente implicados en ITU

Las Enterobacterias son el grupo mas importante de patégenos causantes de 1TU.
Dentro de este grupo destacan Proteus sp., Klebsiella sp. y Enterobacter sp. Sin embargo, el
principal agente causante de infecciones urinarias es Escherichia coli, que causa alrededor
de 75-95% de las ITU. Otra bacteria Gram-negativa de relevancia es Pseudomonas
aeruginosa, debido a su frecuente aparicion en infecciones nosocomiales y sus multiples
mecanismos de resistencia. En cuanto a las bacterias Gram-positivas, las méas frecuentes en
este tipo de infecciones son: Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus faecalis y
Streptococcus agalactiae. Por Gltimo, dentro del grupo de las levaduras, Candida albicans
es el agente patdgeno mas frecuente (Pigrau, 2013).

Cabe destacar que la prevalencia de un microorganismo como agente causante del
cuadro depende de muchos factores, siendo los mas importantes el entorno en el cual se
encuentre la persona, ya sea hospitalario o en la comunidad (Ver Cuadro 1), y los factores de
riesgo que presente. Por ejemplo, se ha visto que en la poblacién diabética los agentes

patogenos mas frecuentes son Klebsiella sp., Enterobacter sp. y Candida sp. (Pigrau, 2013).

Cuadro 1. Agentes patdégenos mas comunes asociados a infecciones nosocomiales y

comunitarias (Pigrau, 2013).

Tipo de infeccion Agentes asociados
Infecciones no _ ]
) E. coli uropatdgena (UPEC)
) complicadas
Infecciones i :
o Infecciones Proteus sp., Pseudomonas sp., Klebsiella sp. y
comunitarias
recurrentes Enterobacter sp.
Otros S. saprophyticus y Enterococcus sp.
E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella sp.,
Infecciones nosocomiales Proteus sp., Candida albicans, Staphylococcus
sp.y Enterococcus sp.




Epidemiologia de las ITU

Como se menciond anteriormente, las ITU son algunas de las infecciones mas
frecuentes tanto a nivel comunitario como nosocomial. Se ha reportado que la prevalencia de
ITU durante la infancia es similar en ambos sexos, aunque es mayor en nifias y en nifios no
circuncidados. En la poblacion pediatrica se observan sintomas muy inespecificos como
fiebre (Lascano et al., 2017).

En la edad adulta la incidencia en varones es baja durante la mayor parte de la vida;
sin embargo, aumenta a partir de los 60 afios debido al agrandamiento benigno de la prostata,
lo cual interfiere con el vaciamiento de la vejiga. En cuanto a la poblacion femenina se ha
reportado una prevalencia muy alta por razones anatomicas, ya que la uretra es mas corta y
estd proxima a la region perianal, la cual tiene una mayor humedad y temperatura que
favorece el crecimiento microbiano (Forbes et al., 2005). Por estas razones se reporta que
entre un 40-50% de la poblacion femenina presenta una ITU en algin momento de su vida,
y un 11% de estas mujeres tendra al menos una infeccion por afio (Orrego-Marin et al., 2014).
Ademas, las mujeres entre 20 y 40 afios afectadas por una ITU tienen un 50% de probabilidad
de adquirir una segunda infeccién dentro del primer afio, por lo que la tasa de recurrencia de
las ITU es muy alta (Forbes et al., 2005).

Adicionalmente, existen algunas poblaciones particularmente afectadas por las ITU.
La primera es la poblacion hospitalizada, ya que las ITU constituyen la mitad de las
infecciones nosocomiales en pacientes intervenidos con sondas y catéteres urinarios de forma
prolongada, y son la segunda causa mas comun de bacteriemia en pacientes hospitalizados,
llegando a producir sepsis e incluso la muerte (Forbes et al., 2005; Wilson & Gaido, 2004).
La segunda poblacion en riesgo corresponde a las personas embarazadas, esto porque los
cambios morfoldgicos y fisioldgicos facilitan el desarrollo de bacteriurias asintomaticas,
cistitis y pielonefritis agudas, poniendo en riesgo tanto a la madre como al feto (Herraiz et
al., 2005). Calderon et al. (2013) reporta que las infecciones urinarias son la causa mas
frecuente de complicaciones perinatales serias y la tercera causa de sepsis neonatal, y se ha
observado una incidencia alrededor del 5-10% (Bogantes & Solano, 2010; Herraiz et al.,
2005).



Infecciones complicadas

La mayoria de las complicaciones derivan de factores predisponentes del paciente o
de microorganismos resistentes a los antibiéticos de primera linea (Guevara et al., 2011). Sin
embargo, la gravedad de la ITU también puede estar afectada por la localizacion de la
infeccion, siendo las infecciones de las vias urinarias altas las mas susceptibles a
complicaciones. Por ejemplo, hasta un 40% de los pacientes con pielonefritis pueden llegar
a desarrollar una bacteriemia (Almeida et al., 2020).

En general, los factores de riesgo estan asociados a la obstruccion de las vias urinarias,
lo cual lleva a una inflamacion, dificultad del vaciamiento de la vejiga y retencion urinaria
que favorece la multiplicacion microbiana. En estos casos, antes de dar tratamiento
antimicrobiano, se debe tratar la condicion de fondo para eliminar la raiz del problema y
reducir la posibilidad de recaidas. Se ha reportado, por ejemplo, que las ITU pueden ser
complicaciones de prostatitis, diabetes, talasemias, enfermedades renales, anomalias
estructurales y neuroldgicas (Forbes et al., 2005). Aunado a esto, se tienen otras condiciones
predisponentes como: litiasis renal, multiparidad, prolapso de drganos pélvicos (Orrego-
Marin et al., 2014), y otras como insuficiencia renal cronica (IRC), estenosis de uretra,
antecedente de cirugia (uroldgica, general o ginecologica), administracion previa de
antibidtico por infeccidn de vias urinarias y cancer de prostata (Garza-Montufar et al., 2018).
Segun los estudios de Guevara et al. (2011), los calculos renales y la diabetes son de los

factores de riesgo mas comunmente reportados como causa de infeccién del tracto urinario.

Ademas, como se menciond anteriormente, la poblacion hospitalizada es muy
susceptible a las ITU, y esto estd asociado muchas veces a la instrumentalizacién de las vias
urinarias, ya sea un catéter, sonda de Foley, dilataciones uretrales o una cistouretrografia
(Garza-Montufar et al., 2018). En estos casos se ha observado que estos instrumentos no solo
facilitan el ascenso de microorganismos de la piel del paciente y de los manipuladores de la
sonda por el tracto urinario, sino que también dificultan el vaciamiento vesical (Pigrau,
2013).

Otra poblacién muy afectada por ITU, y a la cual se debe prestar especial atencién,
son las personas embarazadas. Durante la gestacion ocurren multiples cambios fisiologicos

como el aumento del volumen urinario y de la filtracion glomerular, hipertrofia de la
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musculatura ureteral y aumento del reflujo vesicoureteral (Bogantes & Solano, 2010; Denzell
& Lefevre, 2000). Asimismo, la estasis urinaria se desencadena por el incremento del 50%
del volumen circulante y el consecuente aumento del filtrado glomerular (Herraiz et al.,
2005). Sumado a esto ocurren cambios morfoldgicos por la evidente compresion mecéanica
sobre los uréteres, principalmente el uréter derecho debido a la rotacion del Utero hacia la
derecha; a razon de esto, el 90% de los casos de pielonefritis durante el embarazo afecta el
rifidn derecho. Adicionalmente, se describe en la literatura que el vaciamiento incompleto de
la vejiga favorece el reflujo vesicoureteral y la migracion ascendente de los microorganismos
(Pigrau, 2013).

Otros cambios importantes durante la gestacion se dan a nivel hormonal por el
aumento de progesterona, prostaglandinas y estrogenos. La accion de la progesterona y
algunas prostaglandinas genera una disminucion del tono y de la contractilidad ureteral y
vesical, y esto a su vez favorece el reflujo vesicoureteral (Herraiz et al., 2005; Pigrau, 2013).
Por su parte, los estrogenos pueden comprometer la respuesta inmune y disminuir la

capacidad del tracto urinario para combatir la infeccion (Denzell & Lefevre, 2000).

Por ultimo, existen factores durante el embarazo que favorecen el crecimiento
bacteriano. Entre ellos se puede mencionar la alta concentracion de azlcares y aminoacidos
en la orina, la alcalinizacion de esta y la presencia de estrogenos; estos ultimos incluso
facilitan la adherencia de los patogenos al epitelio urinario (Denzell & Lefevre, 2000; Herraiz
et al., 2005).

Para esta poblacion es muy importante hablar sobre un concepto Ilamado bacteriuria
asintomatica (BA), la cual se puede definir como un “aislamiento positivo de una muestra
tomada de manera adecuada, pero sin signos ni sintomas reportados” (Forbes et al., 2005).
La BA en las gestantes es un factor predisponente para el desarrollo de complicaciones como
pielonefritis aguda, anemia materna e hipertension arterial. Se reporta que la progresién a
pielonefritis aguda en madres con BA no tratada es de 40%; no obstante, se reduce a 3-4% si
se trata a tiempo. En el caso del feto, la BA puede llevar a sepsis neonatal, parto pretérmino,
bajo peso al nacer y mortalidad perinatal (Pigrau, 2013). Por consiguiente, para evitar estas
graves consecuencias es de vital importancia la deteccion y el reporte de BA durante el

embarazo y su adecuado tratamiento, lo cual se logra con un adecuado control prenatal que

10



incluya un examen general de orina (EGO) mensual y un urocultivo en la primera consulta y
segun la clinica y el EGO a lo largo del embarazo (Caja Costarricense del Seguro Social,
2022).

Diagnostico de ITU

El anélisis de muestras de orina es un proceso rutinario en el laboratorio y de
importancia para el diagnostico y monitoreo de mdultiples enfermedades, entre ellas las
infecciones urinarias. En este analisis se evallan caracteristicas macroscépicas,
microscopicas, quimicas y fisicas de la orina, las cuales brindan una guia para determinar la
condicion del paciente. Ademas de esto, se han desarrollado metodologias mas especificas
para el diagndstico de ITU que identifican el agente patogeno como la bioquimica, genémica
y protedmica (Bakan et al, 2018).

Para realizar el diagnostico de una ITU se acostumbraba a utilizar el concepto
bacteriuria significativa propuesto por E.H. Kass, comprendido como el “hallazgo, por
técnicas microbioldgicas, en una orina correctamente recogida y conservada, de un nimero
de bacterias indicativas de ITU” (De Cueto, 2005). Desde entonces se utilizd el criterio
establecido por Kass de 100.000 o mas UFC/mL en una muestra de orina por miccion media
para el diagnostico de una ITU. Esto sin tomar en cuenta el origen de la muestra ni el hecho
de que este criterio fue establecido especificamente para una poblacion de mujeres con

pielonefritis aguda y bacteriuria asintomatica (De Cueto, 2005).

Si bien la mayoria de las ITU exhiben recuentos iguales o superiores a 100.000
UFC/ml, un 20% presenta recuentos entre 1.000 y 100.000 UFC/ml (Garcia-Agudo et al.,
2020); motivo por el cual actualmente el criterio de Kass no es considerado absoluto ni valido
en todos los casos. Se propone, en cambio, incluir el tipo de poblacién, edad, sexo,
enfermedades de fondo, consumo de antimicrobianos, tipo de muestra, sintomatologia,
tiempo de evolucidn, y tipo de infeccion. A modo de ejemplo, se puede mencionar que en el
caso de personas embarazadas se recomienda detectar y tratar la bacteriuria asintomatica para
evitar complicaciones. De manera contraria, en el caso de adultos mayores y pacientes

sondados no se recomienda detectar ni tratar la bacteriuria asintomatica; esto debido a que
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pocas veces llega a bacteriemia y a que una recurrencia en un paciente anteriormente tratado

puede estar dada por una cepa resistente seleccionada por el tratamiento (De Cueto, 2005;

Forbes et al., 2005). Se tienen entonces, varios criterios diagnosticos que incluyen el contexto

clinico del paciente, descritos a continuacion en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Criterios para el diagnéstico de las infecciones del tracto urinario (De
Cueto, 2005; Garcia-Agudo et al., 2020; Gutiérrez et al., 2022; Lozano, 2001).

Contexto clinico

Criterio diagndstico

Sintomas especificos

y piuria

Cualquier recuento bacteriano puede estar asociado a una ITU.

Varones sintomaticos

Bacteriurias de 102 UFC/ml se consideran significativas.

Muestras de puncion

vesical

Esta muestra se considera estéril. Por este motivo, cualquier

recuento bacteriano es significativo.

Pacientes

cateterizados

Se han considerado recuentos entre 102 - 10° UFC/ml como
criterios. En estos pacientes la bacteriuria aumenta rapidamente
en cuestion de dias, y un recuento de 102 UFC/mI diagnosticado

como relevante puede ayudar a dar tratamiento oportuno.

Pacientes pediatricos

>50.000 UFC/mL en una muestra obtenida por cateterismo

vesical acompafiada de piuria se considera significativo.

Lactantes menores de

2 meses

El criterio para definir una ITU es >10.000 UFC/mL

ITU complicada

El criterio para definir una ITU es >100 UFC/mL.

Cistitis simple o

recurrente

El criterio para definir una ITU es >100 UFC/mL.

Pielonefritis

El criterio para definir una ITU es >1000 UFC/mL.

Recuentos bajos

Una bacteriuria entre 1.000 y 10.000 UFC/ml, en especial si es de

flora mixta, se considera una contaminacion.

Bacteriurias

polimicrobianas

Suelen estar asociadas a contaminacion excepto en aquellos

pacientes con catéteres permanentes o infecciones complicadas.
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Staphylococcus y Deben valorarse como significativos aun con recuentos bajos.
Candida

Dos cultivos Dos recuentos iguales o superiores a 50.000 UFC/ml del mismo

consecutivos microorganismo confirma la ITU.

Urocultivo e identificacion tradicional

Hoy en dia, el urocultivo tradicional y el consiguiente recuento, identificacion
bacteriana y antibiograma siguen siendo indispensables para el reporte y tratamiento
oportunos de estas infecciones. Para realizar la siembra del cultivo se emplea usualmente un
Agar Sangre y un Agar MacConkey. El primer medio es Util para aislar los agentes patdgenos
mas comunes en las ITU, como lo son el grupo de las Enterobacterias, Staphylococcus
saprophyticus, Enterococcus faecalis, Streptococcus agalactiae, levaduras y muchos mas.
Por otra parte, el Agar MacConkey es de utilidad para aislar bacilos Gram-negativos. En
ambos medios de cultivo se realiza una siembra por estria y se incuban a 35°C por 24-48 h.
Ademas de estos medios, en otros paises se estan implementando agares cromogénicos como
una forma de guiar el diagnostico hacia ciertas especies importantes en un periodo de tiempo
menor (Forbes et al., 2005).

Posteriormente, se procede con el recuento de colonias y su interpretacion. Es
importante tomar en cuenta que, cuando se habla del diagndstico de ITU por recuento de
UFC por cultivo, el tipo de muestra analizada define el criterio diagnostico de infeccion y la
cantidad de bacterias aceptada como colonizantes. En el caso de una muestra por miccién de
chorro medio se espera una cantidad de bacterias mayor a la de muestras obtenidas por sonda,
catéter o puncion suprapubica. Lo anterior se debe a que la uretra esta colonizada en su parte
distal, y estas bacterias son arrastradas por el flujo de la orina, lo cual aumenta el recuento

bacteriano obtenido de las muestras por miccién (Forbes et al., 2005).

Es por esta diferencia en la concentracidn bacteriana que, para realizar el urocultivo,
se prefiere usar el asa de 1 yuL para muestras con mayor concentracion como las obtenidas
por miccion o cuando presentan alta turbidez. En cambio, para las muestras con menos

concentracion, como las obtenidas por sonda, catéter y puncién suprapubica, se recomienda
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utilizar el asa de 10 pL para aumentar la sensibilidad de la técnica. De esta manera se logra

diferenciar entre contaminacién, colonizacion e infeccién (Forbes et al., 2005).

Ahora bien, las metodologias tradicionales para la identificacion de microorganismos
se basan en sus caracteristicas fenotipicas, es decir, por hallazgos morfolégicos, bioquimicos
y metabdlicos. Algunas pruebas evallan la presencia de enzimas preformadas, mientras otras
requieren una incubacion de hasta 48 horas. En las Ultimas décadas se pasé de sistemas
miniaturizados de pruebas bioquimicas como las galerias API a sistemas automatizados que
realizan la incubacion, identificacion y determinacion del perfil de susceptibilidad
antimicrobiana como el MicroScan® y el Vitek®. Si bien las pruebas bioquimicas tienen la
ventaja de ser mas economicas que las pruebas de biologia molecular, requieren de cierta
experticia de parte del personal puesto que se debe saber seleccionar la bateria de pruebas
necesarias de acuerdo con el origen de la muestra, costo y fiabilidad de estas para acertar la
identificacion bacteriana. Ademas, sigue siendo necesario el aislamiento previo para obtener
el cultivo axénico, lo cual atrasa el diagnostico. Otro problema es que no todos los
aislamientos de una especie van a expresar las mismas caracteristicas, por lo que la

identificacion no es definitiva (Fernandez et al., 2010).

Tomando en cuenta todo lo anterior, es importante recalcar que para un correcto
diagnostico de las ITU se debe acompafiar el proceso de identificacion bacteriana con un
adecuado estudio de la clinica de paciente y pruebas de laboratorio como la presencia de
nitritos y esterasa leucocitaria en el examen general de orina y el reporte de bacteriuria y
leucocituria en la observacidén microscépica (Jiménez, Carballo & Chacon, 2017; Lascano et
al., 2017).

Por otra parte, pese a que el urocultivo es el estandar de oro en la practica clinica, en
los dltimos afios se han desarrollado otras metodologias e instrumentos para agilizar la
identificacion bacteriana y hacer del diagndstico un proceso fluido y eficiente que lleve a un
tratamiento oportuno; como lo propone el concepto del Diagnostic stewardship (Weis,
Jutzeler & Borgwardt, 2020).
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Diagnostic stewardship

La Organizacion Mundial de la Salud (2015) define el término Diagnostic
stewardship como: “coordinated guidance and interventions to improve appropriate use of
microbiological diagnostics to guide therapeutic decisions” [Orientacion e intervenciones
coordinadas para mejorar el uso apropiado de diagnosticos microbiol6gicos para orientar las
decisiones terapéuticas]. El objetivo principal es fomentar un diagnostico adecuado y
oportuno y con ello brindar resultados acertados que permitan guiar el tratamiento del
paciente de la mejor manera posible. El resultado de este proceso culmina en un abordaje
terapéutico dirigido no solo a la recuperacion del paciente, sino también a contener el
creciente problema de cepas resistentes dado por el mal uso de los antibioticos (Organizacion
Mundial de la Salud, 2015).

Curren et al. (2021) insisten en que, a la hora de implementar este concepto en el
laboratorio, se deben tener en cuenta todas las partes del proceso diagnostico, incluyendo el
ordenar, realizar y reportar las pruebas diagndsticas. Lo anterior se conoce también como
variables preanaliticas, analiticas y postanaliticas. Ademas de esto mencionan que una de las
intervenciones necesarias en la practica clinica es la adquisicion de técnicas diagnosticas cada

vez mas avanzadas y acordes con las necesidades de los pacientes.

Bajo esta linea de estudio, Werneburg y Rhoads (2022) examinan el manejo de las
ITU y concluyen que el urocultivo, estandar de oro en el diagndstico, es deficiente por varias
razones. Entre ellas se puede mencionar el alto porcentaje de falsos positivos y negativos, la
falta de un umbral diagndstico estandarizado y lentitud del proceso en dar resultados (2-3
dias). Esto dltimo puede derivar en un diagnostico erréneo y en la administracion de un

tratamiento inadecuado.

Por consiguiente, en los Gltimos afios se han desarrollado multiples tecnologias
adaptables al diagnostico de las ITU, con el fin de solventar las carencias del urocultivo

tradicional y trabajar bajo el concepto de diagnostic stewardship.
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Pruebas de deteccidn sistematica

Existen técnicas de deteccion sistematica que, de forma indirecta, permiten dar un

resultado negativo sin necesidad de esperar 24-48 horas por el resultado de un urocultivo, lo

cual es Util en pacientes asintomaticos siempre y cuando no se trate de personas embarazadas,

bacteriemias de origen desconocido, control postratamiento o seguimiento posterior a la

extraccion de una sonda permanente. Algunos de estos métodos se describen en el Cuadro 3.

Se debe considerar que estas técnicas no poseen gran sensibilidad, de modo que no son Utiles

para muestras con recuentos microbianos bajos (Forbes et al., 2005).

Cuadro 3. Técnicas de deteccion sistematica para asistir en el diagndstico de ITU (Forbes et
al., 2005; Roche, 2013).

Técnica de Descripcion Desventajas
deteccion
Piuria Se cuantifican los leucocitos | La presencia de leucocitos en
con hemocitometro y esto se | orina no es especifica de una ITU.
relaciona con inflamacion.
Nitritos Indican la existencia de | No todos los patdgenos presentan

(tira reactiva)

enzimas reductoras de nitrato
presentes en algunos de los
patdbgenos  urinarios  mas

comunes.

la enzima.
Interferencias: acido ascorbico,

diuresis constante y antibiéticos.

Leucocitos

(tira reactiva)

Revela la presencia de esterasa
leucocitaria de los granulocitos,
los cuales predominan en

infecciones bacterianas.

Interferencias: formaldehido,
medicamentos, orina de color
medicamentoso, alta excrecion de

glucosa y proteina.

Prueba de catalasa

Revela la existencia de catalasa,
presente en patdgenos urinarios

comunes.

No es especifico de ITU pues
también se encuentra en células

somaticas.
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La enzima no estd presente en

enterococos ni estreptococos.

Sistemas Se pueden programar para | No son de facil acceso.
automatizados y detectar ATP bacteriano y
semiautomatizados | estructuras celulares como
membranas celulares, mediante

técnicas como fluorescencia.

Otras metodologias para identificacion de microorganismos implicados en ITU

Las nuevas tecnologias de identificacion se basan en biologia molecular, con técnicas
de Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) y secuenciacion del material genético, o

mediante protedmica, un area todavia en desarrollo.

Biologia molecular

Tanto las proteinas como los &cidos nucleicos son macromoléculas presentes en todos
los seres vivos, y han sido empleadas en protocolos de identificacion, como lo es el caso de
la biologia molecular, en donde se han establecido genes diana para estudios de filogenia y
taxonomia (Rodicio & Mendoza, 2004).

En la mayoria de los casos, el analisis del gen para el ARNr 16S es suficiente para
indicar la especie de bacteria implicada en el cuadro clinico. No obstante, algunos géneros
presentan una alta homologia genética, por lo que se debe recurrir a otros marcadores para
dilucidar entre las especies. Algunos de estos genes diana alternativos son: la regién
interoperon16S-23S ARNI, el gen para el ARNr 23S, la subunidad 8 de la ARN polimerasa
RpoB y la subunidad 8 de la ADN girasa GyrB) (Bou et al., 2011).

Espectrometria de masas

Dentro de las tecnologias desarrolladas en los Gltimos afios se encuentra el MALDI-
ToF, llamado asi por sus siglas en inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
(desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz) y ToF por las siglas Time-of-Flight (tiempo
de vuelo); el cual ha tomado una gran relevancia en la identificacién bacteriana (Weis,
Jutzeler & Borgwardt, 2020).
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A grandes rasgos, para el andlisis se requiere mezclar cierta biomasa de la
bacteria/hongo en estudio con una matriz. Esta matriz es un compuesto organico con un anillo
bencénico que absorbe la energia del laser y la transmite a la muestra lo cual contribuye a su
volatilizacion (Fuentes et al., 2021). Luego de agregar la matriz se aplica una ionizacion
suave con luz UV laser, esto va a desprender iones de la muestra y de la matriz sin fragmentar
las moléculas. La separacion de los iones resultantes se da por sus propiedades de masa (m)
y carga (z); de esta forma, los iones con un valor m/z menor (mas livianos y cargados) viajan
a una velocidad mayor hacia el detector, lo cual se observa en el grafico como un pico de
cierta altura/intensidad. Este tipo de separador de iones se conoce como ToF o tiempo de
vuelo por el principio de separacion (Roche, 2013; Shimadzu Europa, s. f.). De este analisis
se obtiene un espectro con la relacion m/z en el eje-x y la intensidad en el eje-y, el cual se
compara con los espectros de una base de datos de organismos conocidos para determinar la

identidad del que esta presente en la muestra (Rychert, 2019).

Las aplicaciones de deteccion basadas en MALDI-ToF principalmente detectan
proteinas ribosomales, que son distintivas de cada especie y permiten, ademas, establecer la
relacion con otras especies. Esto lo logra con la lectura de pocos atributos como el area debajo
del pico o su altura, y fundamentalmente, con la relacion m/z exacta, la cual se ha asociado
empiricamente con cierta especie (Weis et al., 2020). Cabe destacar que el analisis brinda un
score segun el grado de coincidencia entre los resultados de la muestra y las bases de datos.
De esta manera se tiene una identificacion confiable a nivel de especie si el score es mayor
a 2.000, y una identificacion confiable a nivel de género si el score esta entre 1.700 y 1.999
(Ferreiraet al., 2010). Si el score es menor a 1.700 la identificacion es de baja confianza y se

recomienda repetir.

En los Gltimos afios se ha visto una expansion de las bases de datos, permitiendo la
identificacion confiable hasta el grado de especie de muchos microorganismos poco
comunes. Ademas, se ha refinado la identificacion hasta el punto de diferenciar entre especies
con propiedades fenotipicas, genotipicas y bioquimicas similares y se han desarrollado
estudios para lograr la determinacion de perfiles de resistencia basados en protedmica. Y por
supuesto, se ha visto una ventaja por la alta especificidad, la facilidad de manejar el equipo

y una buena relacién costo-efectiva. Esto ha sido un gran aporte para el diagnostic
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stewardship puesto que acelera el diagnostico y reduce el tiempo de estancia hospitalaria,
esto gracias al tratamiento antimicrobiano oportuno (Rychert, 2019; Weis et al., 2020).

Debido al gran potencial de esta tecnologia se propuso la idea de desarrollar un
procedimiento que elimine la necesidad de realizar un cultivo previo a la identificacion
bacteriana. Un método directo simplificaria el trabajo de laboratorio, disminuyendo los
errores y agilizando el diagndstico a unas cuantas horas. Varios autores han publicado sus
propias metodologias, la mayoria con muestras de sangre y algunas con muestras de orina, y
hasta ahora se tienen resultados esperanzadores. Se han descrito técnicas con
centrifugaciones diferenciales, tubos con gel separador, filtracion, Kits comerciales,
extraccion de proteinas, pretratamiento, entre otros (Sierra et al., 2019). Se han realizado
estudios que intentan aplicar algun tipo de tamizaje previo como citometria de flujo (Wang
et al., 2013) o tincion de Gram (Burillo et al., 2014) para maximizar el porcentaje de éxito de
la identificacion directa. Por su parte, Kohling et al. (2012) encuentra una relacion entre la
presencia de defensinas humanas en la muestra y la disminucion de la intensidad en los picos
de identificacion bacteriana. Este hallazgo enfatiza que existen sustancias interferentes que
podrian obstaculizar el proceso de identificacion directa. ElI presente trabajo pretende
justamente explotar el potencial de esta tecnologia y asociar el éxito de la identificacion a
ciertos parametros quimicos, fisicos y/o microbiologicos que aporten a los estudios

anteriormente mencionados.

Por otro lado, esta tecnologia todavia presenta algunas limitaciones. Una de ellas es
que la identificacion esta obstaculizada por el nimero limitado de espectros incluidos en las
bases de datos y por las similitudes entre organismos, lo que puede llevar a identificaciones
erroneas. Ademas, para generar las bases de datos se debe estudiar una cantidad suficiente
de aislamientos expuestos a diversas condiciones durante su crecimiento para intentar

reproducir la variabilidad intraespecie (Rychert, 2019).

Otra limitacion observada en este campo es planteada por Weis et al. (2020), y se trata
del rezago con respecto al uso de la big data y el aprendizaje automatico, ya que se
desaprovecha su potencial en la préactica clinica. Ademas, los autores mencionan tres
obstaculos clave observados en los estudios realizados hasta el momento. En primer lugar,

en la mayoria de los estudios trabajan con una cantidad de muestras muy pequefia. Y, ademas,
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los resultados presentan mala reproducibilidad y una falta de validacidn externa. Todos estos

aspectos se deben mejorar para sacar el mayor provecho de esta tecnologia.

Aun asi, se plantea que la aplicacion de un protocolo de identificacion directa
mediante MALDI-ToF es de gran utilidad cuando el diagndstico rapido y eficiente tiene un
valor clinico real, como ocurre en pacientes con clinica grave de pielonefritis y sepsis urinaria
(Zboromyrska et al., 2017).
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Justificacion

La alta prevalencia de las ITU representa un grave problema tanto a nivel comunitario
como hospitalario. Melgarejo et al. (2019) estudia el impacto de las ITU tomando en cuenta
su alta frecuencia, los costos que generan y las consecuencias derivadas del uso de
antibidticos para su tratamiento. Se reporta que una gran proporcion de los antibidticos
prescriptos a nivel de atencion primaria estan destinados a combatir las ITU, lo cual
contribuye al creciente problema de resistencia bacteriana.

En cuanto al impacto econdmico de estas infecciones, en Estados Unidos se estima
que el costo total asociado a las ITU es de 2 billones de ddlares anuales, y mas de la mitad
de este costo se asocia a infecciones en mujeres jovenes. En Latinoamérica se han realizado
estudios que reportan un aumento en los dias de estancia hospitalaria por casos de ITU
asociadas a catéter vesical permanente, lo cual encarece el tratamiento (Hooton et al., 1996;
Melgarejo et al., 2019). En Colombia se realizé un estudio en el 2016 que estimo un costo de
$ 675 dolares por cada infeccion urinaria, y en casos de bacteriemias este aumentaba a $2.800
dolares. En un centro médico de Ecuador se reportd para la segunda mitad del afio 2000 un
exceso de costo de $ 536 dolares, 55% por el uso de antibidticos y 41% por dias de estancia
hospitalaria. Estos nUmeros son mas alarmantes en Argentina, puesto que el exceso de costo
estimado fue de $1.970 dolares por cada caso, con un 91,9% asociado a la estancia
hospitalaria (Rodriguez-Burbano et al., 2016). Desafortunadamente, en el contexto de Costa
Rica, existen limitaciones significativas en términos de disponibilidad y actualidad de los

datos respecto al impacto econdémico de las ITU.

Si bien las ITU pueden ser faciles de tratar en muchos casos, existen reportes de
muertes principalmente asociadas a sepsis. En el caso de infecciones por enterococos se
reporta una mortalidad hospitalaria de 16,5% (Alvarez-Artero et al., 2021). A nivel pediatrico
(0-18 arios) se reporta una mortalidad del 3,5%; en este estudio un 58,4% de los nifios y nifias

tenia catéter vesical y un 68,5% recibi6 antibidticos previos (Lopez et al., 2015).

Por otro lado, se han delimitado dos poblaciones con ciertos factores de riesgo en las
cuales las ITU tienden a generar complicaciones serias. En primer lugar, se encuentran las
personas hospitalizadas e intervenidas de alguna forma con instrumentos como sondas y

catéteres. Estos pacientes son propensos a desarrollar bacteriemias y sepsis que los puede
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Ilevar a la muerte (Forbes et al., 2005; Wilson & Gaido, 2004). La segunda poblacién de gran
importancia corresponde a las personas embarazadas. Esto porque los cambios normales
durante la gestacion facilitan la entrada y colonizacién de microorganismos que pueden tener
consecuencias devastadoras. Se ha reportado, por ejemplo, un aumento en el riesgo de
adquirir una bacteriuria asintomatica, cistitis y pielonefritis aguda (Herraiz et al., 2005). Estas
infecciones pueden llevar a complicaciones en la madre, como una bacteriemia, y en el feto.
Ciertamente, se ha reportado que las ITU durante el embarazo son de las causas mas

frecuentes de complicaciones perinatales serias y sepsis neonatal (Calderdn et al., 2013).

Considerando esto, se puede entender la necesidad de un diagndstico réapido y
acertado que permita la administracion de una terapia antimicrobiana oportuna. En los
ualtimos afios se ha visto un acelerado avance de la tecnologia en la industria de la salud.
Gracias a esto, los laboratorios clinicos han obtenido equipos avanzados de alta calidad y
eficacia para la identificacion y caracterizacion de agentes patogenos. Un ejemplo de esto es
la aplicacion de la proteémica en la practica clinica, la cual llega a solventar aquellas
flaquezas de las metodologias fenotipicas tradicionales para procurar resultados certeros en

un menor tiempo y con alta confiabilidad (Weis et al., 2020).

El presente trabajo pretende contribuir a la creciente lista de estudios que buscan
agilizar el diagnostico de las infecciones del tracto urinario en la préactica clinica. Para esto
se aplica la metodologia del MALDI-ToF y se exponen sus ventajas e inconvenientes. De
esta manera, se busca aportar a la mejora del flujo de trabajo como lo propone el concepto

de diagnostic stewardship.
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Hipdtesis
Es posible identificar microorganismos directamente en muestras de orina utilizando

un protocolo de MALDI-ToF que pueda ser implementado en la rutina de un laboratorio

clinico para el diagndstico de ITU.

Objetivos
Objetivo general

Aplicar un protocolo de identificacion microbiana directa empleando la técnica de
MALDI-ToF en muestras de orina para el diagnostico de ITU en un laboratorio clinico de

Costa Rica durante el afio 2022.

Objetivos especificos

1. Determinar pardmetros fisicos, quimicos y microbiologicos que permitan
seleccionar las muestras de orina para realizar la identificacion directa en el
MALDI- ToF previo al cultivo.

2. Establecer la concordancia entre los resultados de identificacion bacteriana
obtenidos por identificacion directa empleando el MALDI-ToF y por urocultivo

convencional.
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Metodologia
Tipo de estudio: Experimental

Para la presente investigacion se trabajé con muestras de orina que cumplieron con

los siguientes criterios de inclusion:

a) Muestras de orina obtenidas por miccion de chorro medio y utilizando técnica
aséptica.
b) Muestras recolectadas por pacientes con una indicacion médica para la realizacion

del urocultivo.

c) Muestras con volumen minimo de 10 mL.

A. Examen general de orina

Se determinaron los parametros fisicos, microscépicos y quimicos mediante un
examen general de orina, realizado con el equipo Cobas® u 601 y 701. Los parametros por

evaluar fueron los siguientes:

e Fisico: aspecto y color.
e Quimicos: pH, nitritos, proteinas, hemoglobina (sangre oculta).
e Microscopicos (conteo por pl): leucocitos, eritrocitos, células escamosas,

bacterias/levaduras.

B. Urocultivo para identificacion

Se homogenizé la muestra y se obtuvo una alicuota con asa calibrada de 1 puL para
rayar por estria en Agar Sangre y en Agar MacConkey. Las placas se incubaron por 24 horas
a 37 °C. Se determind el recuento bacteriano en UFC/mL (Unidades Formadoras de

Colonias/mL) de las placas positivas y se procedié a la identificacién bacteriana mediante

MALDI-ToF.

Observaciones: si no se obtuvo crecimiento a las 24 horas, se incubd por 24 horas

mas. Si a las 48 horas alin no se observo crecimiento se reportd la muestra como negativa.
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C. Espectrometria de masas para identificacion directa

Para esta seccion se aplicaron tres procedimientos y posteriormente se aplicé la
metodologia que dio lugar a una mayor cantidad de identificaciones idénticas a las obtenidas
por urocultivo. El equipo fue calibrado con BTS (Bacterial Test Standard). El andlisis de los
resultados se realizd con el software FlexControl v.3.0. Ademas, para la comparacion de los
resultados de las tres metodologias se aplico la prueba exacta de Fisher.

C.1 Metodologia con Sepsityper® Kit; Bruker Daltonik®

Esta metodologia se elaboro a partir del protocolo descrito por Oviafio et al. (2017)
y se adapto a los equipos del laboratorio. Para esto se centrifugaron 10 mL de orinaa 1100 g
por 1 minuto. Se centrifugd el sobrenadante a 1200 g por 15 minutos para obtener un boton
bacteriano, y este sedimento se resuspendié en 500 uL de agua y 40 uL de buffer de lisis
(Sepsityper Kit; Bruker Daltonik®) y fue agitado en vortex. Luego se centrifugo a 11 000 g
por 2 minutos, se lavd el boton con 1 mL de buffer de lavado (Sepsityper Kit; Bruker

Daltonik®) y se centrifugd por ultima vez a 11 000 g por 2 minutos.

Para la identificacion bacteriana se empled una pequeria porcion del boton; el cual se
colocé en la placa del MALDI- ToF. Se agreg6 1 puL de acido formico y una vez seco por
completo se agregd 1 pLL de mezcla matriz (Bruker Daltonik®), compuesta por acido alfa-
ciano-4-hidroxicindmico (HCCA). Se colocd la placa en el equipo posterior a un secado

completo de la matriz.

C.2 Metodologia de extraccion con acido férmico y etanol

Similar al protocolo realizado por Ferreira et al. (2010), se partio de una alicuota de
4 mL de orina, la cual se centrifug6 a 2000 g por 1 min con el fin de remover leucocitos. El
sobrenadante se pasé a un tubo limpio y se centrifugd a 15500 g por 5 min. Este Gltimo

sobrenadante se descart6 y el boton bacteriano se lavo con agua desionizada.

Posteriormente, se resuspendi6 el boton en 300 uL de agua desionizada y se agregaron
900 uL de etanol absoluto. Esto se centrifugd a 15500 g por 2 min y se descarto el

sobrenadante. Luego se agregaron 50 pL de &cido férmico al 70% vol/vol y 50 pL de
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acetonitrilo. Por ultimo, se centrifug6 a 15 500 g por 2 min, y se coloc6 1 pL del sobrenadante
en la placa del MALDI-ToF junto con 1 pL de matriz. Para el analisis se coloco la placa en
el equipo posterior a un secado completo de la matriz.

C.3 Metodologia con agua grado molecular

Se empled una alicuota de 4 mL de orina, la cual se centrifug6 a 810 g por 5 min. El
sobrenadante se pas6 a un tubo limpio y se centrifug6 a 15500 g por 4 min. Este Gltimo
sobrenadante se descartd y el boton bacteriano se lavé dos veces con 1 mL de agua grado
molecular de la marca Invitrogen de Thermo Fisher Scientific, utilizando la ultracentrifuga a
15500 g por 4 min. Del botdn obtenido del ultimo lavado se colocd 1 uL en la placa del
MALDI-ToF. Esto se dejo secar y se le agrego 1 uL de acido formico. Una vez que esto seco
por completo se agregd 1 ul de mezcla matriz. La placa se coloco en el equipo posterior a
un secado completo de la matriz. Este protocolo fue adaptado de Zboromyrska et al. (2018).
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Resultados
Fase 1: Seleccién de la metodologia para la identificacion directa

Durante las primeras tres semanas de trabajo se seleccionaron muestras al azar (20 en
total) y se realiz6 la identificacion por urocultivo tradicional y por la metodologia con el
Sepsityper Kit® (Bruker Daltonik). Los resultados se observan en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Resultados del andlisis de 20 muestras mediante urocultivo tradicional e
identificacion directa por MALDI-ToF empleando la metodologia de preparacion del
Sepsityper Kit® (Bruker Daltonik).

Urocultivo ID directa % identificacion
Muestras negativas 5 2 -
Total positivas 15 5 33
Mezclas 3 1 (parcial)* No aplica
Levaduras 1 0 0
Coco Gram-Positivo 1 0 0
Bacilo Gram-Positivo 1 1 (no concuerda)** No aplica
Bacilo Gram-Negativo 9 3 33
E. coli 6 2 33

ID directa: identificacion directa.

% identificacién: porcentaje de muestras identificadas por la metodologia directa

*Solo se identificd una de las dos especies presentes en la muestra

**E| bacilo Gram-Positivo fue identificado por urocultivo como Lactobacillus y por metodologia directa como

E. coli.

En lo que respecta a las cinco muestras determinadas como negativas mediante el
urocultivo tradicional, dos de ellas se identificaron por método directo como E. coli, y una
como Lactobacillus crispatus. Por otro lado, de las muestras con dos morfotipos presentes
cabe resaltar que las dos muestras no identificadas por el método directo presentaron un

recuento bacteriano muy bajo (<30 000 UFC/mL). La muestra identificada parcialmente
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presentaba Klebsiella aerogenes (20 000 — 30 000 mil UFC/mL) y Enterococcus faecalis
(40 000 — 50 000 UFC/mL), siendo esta ultima la Unica especie identificada por metodologia

directa.

Posterior a estos estudios preliminares se analizé la relacion entre el porcentaje de
identificaciones acertadas y las caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolédgicas obtenidas
en el EGO y en la revisién macroscdpica. Con esto se decidid realizar la metodologia directa
con muestras previamente procesadas por urocultivo tradicional (no de forma paralela) y con
resultados positivos. En este punto se observaron mejores resultados cuando las muestras

tenian recuentos mayores a 100 000 UFC/mL.

Posteriormente se realizo un andlisis de los datos en el cual se obtuvo un porcentaje
de identificacion de un 33%, por lo que se decidié probar otras metodologias. Para esto se
seleccionaron tres muestras ligeramente turbias que presentaban E. coli en méas de 100 000
UFC/mL segun el urocultivo. En cuanto al anélisis por extraccion con acido férmico y etanol
no se logro identificar ninguna de las tres muestras. De modo similar, al emplear el Kit
Sepsityper® (Bruker Daltonik) se identificd solo una de las muestras. Los mejores resultados
se dieron al aplicar lavados con agua grado molecular. Para esta ultima metodologia también
se quiso estudiar el efecto del acido férmico sobre la muestra ya colocada en la tarjeta de
MALDI-ToF y previo a la adicion de la matriz. De esta manera se obtuvo dos conjuntos de

datos, los cuales se presentan en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Resultados de la identificacion (ID) y su respectivo score mediante la
identificacion directa con el MALDI-ToF y el método de lavados con agua grado molecular

al aplicar &cido formico y sin este.

Muestra Sin acido férmico Con é&cido formico
ID Score ID Score
1 E. coli 2.063 E. coli 2.237
2 Sin ID - E. coli 1.691
3 E. coli 2.098 E. coli 2.006
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Nota: Se tiene una identificacion confiable a nivel de especie si el score es >2.000, y una identificacion confiable
a nivel de género si el score esta entre 1.700 y 1.999.

Fase 2: Aplicacion de la metodologia de identificacion directa

En virtud de los ensayos explicados anteriormente se decidid aplicar la metodologia
de lavados con agua grado molecular y agregar acido férmico para el resto del proyecto. En
total se analizaron 100 muestras con diferentes caracteristicas (Cuadro 6).

Cuadro 6. Resultados del proceso de identificacion directa con el MALDI-ToF al aplicar la

metodologia de lavados con agua grado molecular segun el grupo de microorganismos.

Total de muestras CGP BGN E. coli
Muestras

n % ID n % ID n % ID n % ID
Total 100 12 81 61
Sin ID 48 48,0 10 83,3 32 39,5 21 34,4
Con ID 52 52,0 2 8,3 49 60,5 40 65,6
ID no coincide* 2 3,9 1 50,0 1 2,0 1 25
ID coincide* 50 96,1 1 50,0 48 98,0 39 97,5

n: numero de muestras

% ID: porcentaje de identificacion

Sin ID: muestras sin identificacion

Con ID: muestras identificadas aplicando lavados con agua grado molecular
*porcentaje basado en la cantidad de muestras identificadas

CGP: coco Gram-positivo

BGN: bacilo Gram-negativo

Aunado a lo anterior, se analizaron tres muestras con levaduras, de estas no se logro
identificar ninguna por la metodologia directa. Ademas, se analizaron cuatro muestras con
dos morfotipos distintos, y solo en una de ellas se logré identificar uno de los
microorganismos presentes.

Ahora bien, si esta estadistica se hace tomando en cuenta solamente aquellas muestras
con un recuento mayor a 100 000 UFC/mL, los porcentajes de identificacion para los BGN

y E. coli mejoran significativamente. Los resultados se presentan en el Cuadro 7.
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Cuadro 7. Resultados del proceso de identificacion directa con el MALDI-ToF al aplicar la

metodologia de lavados con agua grado molecular segin el grupo de microorganismos

tomando en cuenta las muestras con recuentos superiores a 100 000 UFC/mL.

Total de muestras CGP BGN E. coli
Muestras

n % ID n % ID n % ID n % ID
Total 75 7 64 50
Sin ID 28 37,3 6 85,7 19 29,7 13 26,0
Con ID 47 62,7 1 14,3 45 70,3 37 74,0
ID no coincide* 2 4,3 1 100,0 1 2,2 1 2,7
ID coincide* 45 95,7 0 0 44 97,8 36 97,3

n: nimero de muestras

% ID: porcentaje de identificacion
Sin ID: muestras sin identificacion
Con ID: muestras identificadas

*porcentaje basado en la cantidad de muestras identificadas

Otra forma de analizar estos datos es diferenciar no solo por el recuento bacteriano

sino también por las caracteristicas fisicas de las muestras. Estos resultados se presentan en

el Cuadro 8.

Cuadro 8. Porcentajes de identificacion (%ID) de las muestras que presentan BGN y E. coli

especificamente con recuentos superiores a 100 000 UFC/mL segln su aspecto.

BGN
Aspecto Identificadas No identificadas % ID
Turbio 2 4 33,3
Ligeramente turbio 16 3 84,2
Transparente 9 5 64,3
E. coli
Aspecto Identificadas No identificadas % ID
Turbio 2 4 333
Ligeramente turbio 13 2 86,7
Transparente 8 2 80,0
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Fase 3: Analisis estadistico

Ahora bien, se compararon los datos obtenidos por la metodologia de lavados con
agua grado molecular en muestras con un recuento mayor a 100 000 UFC/mL con los
obtenidos por la metodologia con el Sepsityper Kit® (Bruker Daltonik), mediante la prueba
exacta de Fisher, con el fin de determinar cual de las dos técnicas ofrecia los mejores
resultados. Los resultados de esta prueba indican que existe evidencia suficiente para afirmar
una diferencia significativa entre las técnicas y el éxito de estas (p = 0.047). De esta manera
se demuestra que la metodologia de lavados con agua grado molecular proporcioné mejores
resultados (Grafico 1).

100%

33,3%
75%
62,7%
2,
g 50% EXitO
3
s Fracaso
o 67,7%
25%
37,3%
0%
Técnica 1 Técnica 2

Técnica

Grafico 1. Resultado de la prueba exacta de Fisher que compara la metodologia con el
Sepsityper Kit® (Bruker Daltonik) (Técnica 1) y la metodologia de lavados con agua grado

molecular en muestras con un recuento mayor a 100 000 UFC/mL (Técnica 2).

De igual manera se aplico esta prueba para determinar si existia una diferencia entre
trabajar con muestras ligeramente turbias y muestras turbias. Segun el analisis, tanto el
porcentaje de identificacion de los BGN como de E. coli es mejor en muestras ligeramente

turbias que en muestras turbias (p = 0,05).
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Discusion

La aplicacion del diagnostic stewardship en la préctica clinica es fundamental para
lograr un adecuado manejo del paciente, reducir la estancia hospitalaria y limitar la dispersion
de la resistencia antimicrobiana (Biomérieux, 2020; Organizacion Mundial de la Salud,
2015). Para esto es necesario perfeccionar las técnicas diagndsticas ya establecidas y adaptar
las nuevas tecnologias al laboratorio clinico. De esta manera se emplean metodologias que
permiten agilizar el flujo de trabajo y obtener resultados oportunos de alta calidad que guien
la terapia del paciente (Curren et al., 2021).

En los ultimos afios la protedmica ha demostrado ser una herramienta diagndstica
muy util y adaptable al flujo de trabajo del laboratorio. Si bien la espectrometria de masas se
utilizé en un principio como técnica analitica de quimica clinica, el desarrollo de métodos de
“ionizacion suave” y la aplicacion de una matriz organica dio paso al analisis de biomoléculas
grandes. Esta tecnologia permite el estudio del perfil protedbmico especifico de cada
microorganismo, y esto a su vez es aprovechado para la identificacién microbiana a partir de
asilamientos de rutina del laboratorio sin importar la muestra de origen. Es asi como el
MALDI-ToF se convierte en una alternativa a los métodos convencionales que brinda

resultados confiables y en un menor tiempo (Fuentes et al., 2021).

Recientemente se ha evaluado el potencial de esta tecnologia para la deteccion rapida
de microorganismos directamente de las muestras, para asi evitar las 24 - 48 horas necesarias
para obtener un aislamiento. Algunas investigaciones han estudiado esta posibilidad como
alternativa al hemocultivo, principalmente, y al urocultivo. Para la identificacion directa a
partir de muestras de sangre se han utilizado: centrifugaciones diferenciales, detergentes
(dodecilsulfato sédico o saponina), tubos con gel separador de suero, filtracion a traves de
membranas y kits comerciales como el MALDI Sepsityper; ademas, en algunos estudios
realizan una extraccion de proteinas con etanol/acido formico o &cido trifluoroacético para
obtener mejores resultados. Por otra parte, para la identificacion directa a partir de muestras
de orina se han aplicado técnicas de centrifugacion diferencial, pretratamiento con Tween-
80 o SDS y extraccién de proteinas (Sierra et al., 2019). Para la extraccion de proteinas se
puede utilizar etanol, acido férmico y acetonitrilo; estos compuestos facilitan la ruptura

celular y liberan el proteoma (Fuentes et al., 2021).
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El presente trabajo tuvo como objetivo el analisis de muestras de orina con algunas
de estas metodologias para determinar la viabilidad de la identificacion directa con el
MALDI-ToF y su papel en agilizar el diagnostico microbioldgico en los laboratorios clinicos.
Las metodologias utilizadas fueron: extraccion de proteinas con etanol/acido formico, un kit
comercial MALDI Sepsityper y una serie de lavados con agua grado molecular; esta Gltima

obtuvo mejores resultados incluyendo una extraccion con &cido férmico.

Con la aplicacion de la técnica de extraccion de proteinas con etanol/acido formico
no se logro identificar ninguna de las muestras analizadas. En la literatura se describe que la
extraccion de proteinas genera una ruptura de las células y una consecuente liberacion de sus
proteinas, facilitando el andlisis del proteoma. Sin embargo, usualmente se aplica como una
forma de mejorar la identificacion con otras técnicas (Fuentes et al., 2021). Es posible que el
rendimiento de esta técnica mejore acompafiada de otras metodologias como centrifugacion
diferencial o tratamientos con detergentes. Debido a lo anterior no se recomienda emplear la
extraccion de proteinas por si sola, sino como un método de apoyo para otra metodologia

principal.

Si bien la utilizacion de un kit comercial como el MALDI Sepsityper representa un
alto costo econdmico y un proceso complejo y tedioso, este se ha empleado como alternativa
al hemocultivo con resultados bastante satisfactorios y porcentajes de identificacion
superiores al 80% (Cattani et al., 2015; Chen et al., 2013; Lagacé-Wiens et al., 2012). No
obstante, en el presente trabajo se obtuvo un porcentaje de identificacion muy bajo, de apenas
un 33%, y una de las muestras no se identifico correctamente. Ademas, de las cinco muestras
negativas por urocultivo, tres dieron resultados positivos por identificacion directa (dos
muestras con E. coli y una con Lactobacillus crispatus). Esto ultimo se podria deber a que
después de sembrar el urocultivo, las muestras pasaron mucho tiempo a temperatura ambiente
sin un almacenamiento adecuado y por lo tanto la poblacion microbiana contaminante
aument6. También es importante resaltar el bajo niUmero de muestras analizadas con esta

metodologia.

Por ultimo, la técnica de lavados con agua grado molecular fue la que dio mejores

resultados, y por lo tanto la que se utilizé durante el resto del proyecto. En un inicio se estudio
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el efecto de la extraccion de proteinas con acido formico, y se concluy6 que si mejoraba el

rendimiento, por lo que se aplico en los ensayos siguientes.

El analisis de los datos de las 100 muestras estudiadas mostré un déficit en cuanto a
la identificacion de levaduras, cocos Gram-positivos (CGP) y muestras con mas de un
microorganismo. Los resultados fueron 0% para levaduras (3 muestras), 8,3% para CGP (2
de 12) y 25% para muestras mixtas (se identifico una especie en 1 muestra de 4); lo cual
concuerda con la literatura consultada. Si bien la identificacion de estos grupos microbianos
a partir de aislamientos es de alta fiabilidad, la identificacion directa no presenta resultados
satisfactorios hasta el momento. Se ha reportado en varios estudios que las levaduras son
dificiles de identificar de forma directa a partir de muestras de hemocultivo, incluso
agregando el paso de extraccion proteica (Burillo et al., 2014). En algunos estudios no se
logré identificar ninguna levadura (ifigo et al., 2016; Sierra et al., 2019), mientras que en
otro estudio se identificaron 2 de 10 muestras analizadas, solamente a nivel de género (Li
et al., 2019). Kim et al. (2015) plantea que la razon de este bajo rendimiento se puede atribuir
a un efecto de la matriz de la orina, y propone desarrollar mejores metodos de pretratamiento
para mejorarlo. Zboromyrska etal. (2017) explica que las levaduras usualmente se
encuentran en recuentos bajos, lo cual dificulta la identificacion directa. Ademas, menciona
que la centrifugacion diferencial empleada no es ideal para procesar levaduras debido a que

estas tienden a sedimentar junto con las células humanas durante la primera centrifugacion.

Por otro lado, se ha reportado en multiples investigaciones que la identificacion de
bacterias Gram-positivas tampoco presenta buenos resultados a nivel de especie (Burillo
etal., 2014; Wang et al., 2013). Los porcentajes de identificacion varian ampliamente desde
13.90% (ifiigo et al., 2016) hasta alrededor de 40% (Kim et al., 2015; Sierra et al., 2019).
Sierra et al. (2019) explica que este rendimiento se debe al grosor y a la composicion de la
pared de las bacterias Gram-positivas, ya que esto les confiere una resistencia a la lisis y, por
lo tanto, dificulta la extraccion de su proteoma. Esto mismo se describe para otros
microorganismos como hongos filamentosos, levaduras y micobacterias (Maldonado et al.,
2017). Con el fin de mejorar estos resultados se puede adicionar acido fluroacético, buffer de
lisis 0 detergentes como dodecilsulfato sodico o saponina para facilitar la ruptura de la pared

y extraer las proteinas (Sierra et al., 2019).
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En lo que se refiere a la identificacion de muestras con mas de un microorganismo,
maltiples investigaciones reportan un muy bajo rendimiento en el cual se identifica una sola
de las especies o ninguna de ellas (Burillo et al., 2014; Ferreira et al., 2010; Kim et al., 2015;
Sierra et al., 2019). Wang et al. (2013) estudio la identificacion de muestras con crecimiento
mixto empleando dos mezclas: una con E. coli y Enterococcus faecium, y otra con E. coli 'y
Pseudomonas aeruginosa. Con esto determind que el éxito de la identificacion esta
relacionado con la proporcion de cada microorganismo, y sefiala que una correcta
identificacién de ambos microrganismos es mas probable si estos estan en una proporcién de
1:1 01:2. Se concluye entonces que el analisis de coinfecciones todavia representa un desafio
para la identificacion directa (Ifiigo et al., 2016).

En la literatura consultada no se hace referencia a parametros quimicos (pH, nitritos,
proteinas, hemoglobina) o microscopicos (leucocitos, eritrocitos, células escamosas,
bacterias/levaduras) que guien la seleccion de muestras para una mejor identificacion directa.
En el presente trabajo tampoco se encontrd ninguna relacion entre estos parametros y el éxito

en la identificacion.

Se rescatan dos aspectos en los cuales toda la literatura consultada coincide. Uno de
ellos es que la identificacion directa a partir de muestras de orina tiene mayor porcentaje de
éxito para los bacilos Gram-negativos y en especial para especies como E. coli y K.
pneumoniae (Ifiigo et al., 2016). Lo anterior concuerda con el presente trabajo, ya que se
obtuvo un 60,5% de éxito para BGN y un 65,6% para la E. coli. Ademas, Kim et al. (2015)
reporta un porcentaje de 63% para los BGN en recuentos entre 10* y 10° UFC/mL, lo cual

coincide con el obtenido en este proyecto.

El otro aspecto importante es que el recuento bacteriano es esencial para una adecuada
identificacion. En la literatura se reporta un limite de >100 000 UFC/mL para obtener
mejores resultados (Maldonado et al., 2017). Esto se comprobé con los datos del presente
proyecto, ya que al emplear este filtro se obtuvieron 75 muestras aceptables. De esta manera,
el porcentaje de identificacion de todas las muestras pasé de 52% a 62,7%; el de CGP paso
de 8,3% a 14,3% (1 de 6); el de BGN pasoé de 60,5% a 70,3%; y finalmente, el de E. coli paso
de 65,6% a 74%. En la literatura se reportan porcentajes de identificacion muy variados que

van desde 66,2% en el caso de Burillo et al. (2014), 85,1% segun los analisis de Sierra et al.
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(2019), y hasta 91,8% en el estudio de Ferreira et al. (2010). Por otro lado, al comparar estos
resultados mediante la prueba exacta de Fisher con aquellos dados por la metodologia del Kit
Sepsityper, se determind que si existe una diferencia significativa y que la metodologia de
lavados con agua grado molecular brinda mejores resultados.

Ademas de lo anterior, se quiso tomar en cuenta el aspecto de la muestra, y se observé
que el mayor porcentaje de identificacion se dio en muestras ligeramente turbias en primer
lugar, y transparentes en segundo lugar. Esto sugiere que la matriz de la orina de aspecto
turbio ocasiona una interferencia en el andlisis. La aplicacion de la prueba exacta de Fisher
determind que las muestras ligeramente turbias si generan resultados mejores que aquellos
dados por muestras turbias. Los resultados del anélisis de las muestras turbias fueron de un
33% (2 de 6) para muestras con BGN y con E. coli. Por otro lado, los resultados de los demas
analisis determinaron un porcentaje de éxito para muestras con BGN de un 84,2% (16 de 19)
en muestras ligeramente turbias y un 64,3% (9 de 14) para las transparentes. En cuanto a las
muestras con E. coli, los porcentajes de éxito fueron de un 86,7% (13 de 15) para muestras
ligeramente turbias y un 80% (8 de 10) para las transparentes. Estos porcentajes son mas
cercanos a los obtenidos en la literatura consultada. A manera de ejemplo, Sierra et al. (2019)
reporta un porcentaje de éxito de 84,2% para BGN, mientras que los porcentajes para E. coli
se han reportado en 84,2% por Burillo et al. (2014), en 94,2% segun Ferreira et al. (2010) y
94,7% en el caso de Wang et al. (2013).
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Conclusiones

Si bien las caracteristicas quimicas y microscépicas no parecen tener relacion con los
resultados de la identificacion directa, se observé que las caracteristicas fisicas y
microbioldgicas determinan en gran medida el éxito de esta, puesto que los mejores
resultados se obtuvieron con muestras ligeramente turbias con recuentos mayores a 100 000
UFC/mL. El mejor desempefio se obtuvo en muestras con E. coli y bacterias Gram-negativas,
para las cuales se obtuvo un porcentaje de identificacion de 86,7% y 84,2%, respectivamente,
bajo las condiciones descritas anteriormente. Esto Ultimo es de mayor importancia en las
muestras de orina, ya que las infecciones del tracto urinario son causadas justamente por E.

coli en la mayoria de los casos, seguido por otras bacterias Gram-negativas.

De esta manera se propone el método de lavados con agua grado molecular y la
adicion de acido formico para lograr la identificacion directa mediante espectrometria de

masas para orinas ligeramente turbias con recuentos mayores a 100.000 UFC/mL.

Es importante reconocer las limitaciones que presenta la identificacion directa
mediante MALDI-ToF hasta el dia de hoy. Muchas de estas limitaciones se basan en las
caracteristicas de la muestra. No se pueden procesar muestras con un volumen menor al
requerido por el protocolo o de apariencia espesa/turbia y con mucho sedimento que pueda
interferir con en analisis. Ademas, la identificacion no resulta fiable a partir de muestras con
recuentos microbianos bajos, con presencia de levaduras y cocos Gram positivos 0 en casos

de infecciones polimicrobianas.

Se recomienda aplicar este protocolo en aquellos casos en los cuales un diagndstico
rapido y certero tenga un valor clinico importante, como ocurre en casos graves de
pielonefritis y sepsis urinaria. Es necesario seguir las recomendaciones de seleccion de
muestras, dado que este paso define en gran medida el éxito y confiabilidad de los datos.
Solamente se deberian procesar muestras que cumplan con los siguientes criterios: un
volumen de orina adecuado, de aspecto transparente o ligeramente turbio, con un recuento

microbiano alto (mayor a 100.000 UFC/mL) y con un solo tipo de microorganismo.
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