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1. Resumen

MALDI-TOF en el diagndstico de las
resistencias a antibioticos

En cualquier enfermedad infecciosa, la administracién de un trata-
miento antibidtico adecuado en el momento oportuno y necesario es
clave para la curacién y evolucién del paciente, y también para redu-
cir su morbimortalidad. Por ello, es determinante que el diagndstico y
tratamiento de la enfermedad se lleven a cabo con la maxima celeri-
dad posible. El creciente aumento de la incidencia de infecciones cau-
sadas por microorganismos resistentes (o multirresistentes) a los an-
tibidticos disponibles actualmente provoca una alta probabilidad de
error en su tratamiento como ocurre, por ejemplo, en los casos de
infecciones graves, el tratamiento de las cuales, debido a su urgencia,
suele elegirse empiricamente, sin esperar los resultados de sensibili-
dad. De hecho, se estima que la eleccion del antibiético, las indicacio-
nes y la duracién del tratamiento para las enfermedades infecciosas
son erroneas en un 30-50% de los casosl. Esto no solo conduce a un
incremento de la morbimortalidad de estas enfermedades, sino que,
alin mas importante, promueve la aparicioén y diseminacién de resis-
tencias antimicrobianas entre los microorganismos patégenos. Preci-
samente, la elevada tasa de error en el tratamiento de las enfermeda-
des infecciosas, junto con el uso descontrolado de los antibidticos de
las dltimas décadas tanto por parte de los profesionales clinicos pres-
criptores, como por los pacientes y la industria agropecuaria, es lo
que ha causado que en el presente exista un nimero alarmante de
microorganismos resistentes y, en consecuencia, haya incrementado
la incidencia de enfermedades infecciosas de dificil tratamiento y la
mortalidad asociada a estas. Por consiguiente, es prioritario adoptar
medidas que permitan revertir y controlar esta situacién.

Una de las medidas que conllevaria un efecto importante a medio
plazo consiste en optimizar los tratamientos prescritos para las enfer-
medades infecciosas. Conocer con precisién, antes de iniciar el trata-
miento farmacoldgico, tanto el agente infeccioso como su nivel de
sensibilidad y si es portador de resistencias a los distintos antibidticos
es la forma mas efectiva de reducir las probabilidades de error. Por
consiguiente, es necesario promover el uso de herramientas diagnods-
ticas altamente sensibles y especificas que permitan detectar dicha
sensibilidad y/o la presencia de mecanismos de resistencia con la ma-
yor prontitud posible.
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En los tltimos afios, la introduccién de la espectrometria de masas MALDI-
TOF en la rutina de la mayoria de laboratorios de microbiologia clinica de
los hospitales de Espaiia ha transformado el diagnéstico de gran parte de las
enfermedades infecciosas. Principalmente, ha permitido reducir el tiempo
(de dias a unas pocas horas) y mejorar la precisién de los resultados de iden-
tificacién de los microorganismos y, por tanto, optimizar el diagndstico de
estas enfermedades. En cambio, a pesar de esta mejora, la deteccién de me-
canismos de resistencia en los microorganismos patdgenos todavia se lleva a
cabo mediante métodos basados en el cultivo microbiano, implicando largos
tiempos de espera para obtener los resultados (a menudo mas de 24 horas),
a los que hay que sumar el tiempo del diagnéstico inicial.

En este sentido, en base a los antecedentes de la tecnologia MALDI-TOF
en cuanto a la identificacidn, en los tltimos afios se ha puesto sobre la mesa
la posibilidad de extender su aplicacién en el andlisis de sensibilidad y la
deteccion de resistencias antimicrobianas?. De hecho, en la actualidad ya
existe un kit comercial para la detecciéon de mecanismos de resistencia basa-
do en la espectrometria de masas MALDI-TOF y adaptado para su uso en
los laboratorios clinicos®. No obstante, dado que este unico kit solo es util
para un tipo de resistencias (a carbapenemas), y que la evidencia disponible
en cuanto al posible uso clinico de MALDI-TOF para el andlisis de mecanis-
mos de resistencia a antibiéticos procede en general de estudios experimen-
tales no aleatorizados y/o realizados a partir de un nimero limitado de
muestras y microorganismos, en el presente su utilidad estd restringida como
método confirmatorio y solo cuando el procedimiento lo requiere. Por otro
lado, la evidencia proporcionada por dichos estudios sugiere que la espec-
trometria de masas MALDI-TOF poseeria el potencial necesario para vehi-
cular la incorporacion de la identificaciéon de resistencias y/o el andlisis de
sensibilidad rdpido mediante espectrometria de masas a la rutina diagnosti-
ca de los laboratorios de microbiologia clinica, puesto que se trata de una
herramienta disponible actualmente en la mayoria de laboratorios, rdpida y
con elevadas tasas de sensibilidad, especificidad y reproducibilidad. De esta
manera, seria posible reducir el tiempo e incrementar la precisién de diag-
noéstico del paciente, permitiendo comenzar lo antes posible un tratamiento
adecuado y especifico para la infeccion.
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1. Resum

MALDI-TOF en el diagnostic de les
resistencies als antibiotics

En qualsevol malaltia infecciosa, I’administracié d’un tractament
antibiotic adequat en el moment oportu i necessari €s clau per a la
curacio i evoluci6 del pacient, i també per reduir la seva morbimorta-
litat. Per aix0, és determinant que el diagnostic i tractament de la
malaltia es duguin a terme amb la maxima celeritat possible. El crei-
xent augment de la incidéncia d’infeccions causades per microorga-
nismes resistents (o multiresistents) als antibiotics disponibles actu-
alment provoca una alta probabilitat d’error en el seu tractament
com passa, per exemple, en els casos d’infeccions greus, el tractament
de les quals, a causa de la seva urgencia, sol elegir-se empiricament,
sense esperar els resultats de sensibilitat. De fet, s’estima que ’elec-
cié de I’antibiotic, les indicacions i la durada del tractament per a les
malalties infeccioses sén erronies en un 30-50% dels casos.

Aix0 no només condueix a un increment de la morbimortalitat
d’aquestes malalties, siné que, encara més important, promou ’apa-
rici6 i1 disseminacié de resistencies antimicrobianes entre els microor-
ganismes patogens. Precisament, ’elevada taxa d’error en el tracta-
ment de les malalties infeccioses, juntament amb I’is descontrolat
dels antibiotics de les tltimes decades tant per part dels professionals
clinics prescriptors, com pels pacients i la indudstria agropecuaria, és el
que ha causat que en el present existeixi un nombre alarmant de mi-
croorganismes resistents i, en conseqiiéncia, hagi incrementat la inci-
déncia de malalties infeccioses de dificil tractament i la mortalitat
associada a aquestes. Per tant, €s prioritari adoptar mesures que per-
metin revertir i controlar aquesta situacio.

Una de les mesures que comportaria un efecte important a mitja ter-
mini consisteix a optimitzar els tractaments prescrits per a les malal-
ties infeccioses. Con¢ixer amb precisid, abans d’iniciar el tractament
farmacologic, tant ’agent infecciés com el seu nivell de sensibilitat i
si és portador de resistencies als diferents antibiotics és la manera
més efectiva de reduir les probabilitats d’error. Per tant, és necessari
promoure I’tis d’eines diagnostiques altament sensibles i especifiques
que permetin detectar I’esmentada sensibilitat i/o la preséncia de me-
canismes de resisténcia amb la promptitud més gran possible.
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En els ultims anys, la introduccié de I’espectrometria de masses
MALDI-TOF en la rutina de la majoria de laboratoris de microbio-
logia clinica dels hospitals d’Espanya ha transformat el diagnostic de
gran part de les malalties infeccioses. Principalment, ha permes re-
duir el temps (de dies al cap de poques hores) i millorar la precisié
dels resultats d’identificacié dels microorganismes i, per tant, optimit-
zar el diagnostic d’aquestes malalties. En canvi, malgrat aquesta mi-
llora, la deteccié de mecanismes de resisténcia en els microorganis-
mes patogens encara es duu a terme mitjangcant metodes basats en el
cultiu microbia, implicant llargs temps d’espera per obtenir els resul-
tats (sovint més de 24 hores), als que cal sumar el temps del diagnos-
tic inicial.

En aquest sentit, partint dels antecedents de la tecnologia MAL-
DI-TOF pel que fa a la identificacid, en els dltims anys s’ha posat
sobre la taula la possibilitat d’estendre la seva aplicacié en ’analisi de
sensibilitat 1 la deteccidé de resisténcies antimicrobianes. De fet, en
I’actualitat ja existeix un kit comercial per a la deteccié de mecanis-
mes de resisténcia basat en I’espectrometria de masses MALDI-TOF
iadaptat per al seu us als laboratoris clinics. No obstant aix0, ates que
aquest Unic kit només és ttil per a un tipus de resisténcies (a carbape-
nems), i que I’evidencia disponible sobre el possible us clinic de
MALDI-TOF per a I’analisi de mecanismes de resisténcia a antibio-
tics procedeix en general d’estudis experimentals no aleatoritzats i/o
realitzats a partir d'un nombre limitat de mostres i microorganismes,
en el present la seva utilitat esta restringida com a metode confirma-
tori i només quan el procediment ho requereix. D’altra banda, I’evi-
dencia proporcionada pels estudis esmentats suggereix que 1’espec-
trometria de masses MALDI-TOF tindria el potencial necessari per
vehicular la incorporacié de la identificacié de resistencies i/o I’anali-
si de sensibilitat rapida mitjancant espectrometria de masses a la ru-
tina diagnostica dels laboratoris de microbiologia clinica, ja que es
tracta d’'una eina disponible actualment en la majoria de laboratoris,
rapida i amb elevades taxes de sensibilitat, especificitat i reproducti-
bilitat. D’aquesta manera, seria possible reduir el temps i incremen-
tar la precisiéo de diagnostic del pacient, permetent comengar com
més aviat millor un tractament adequat i especific per a la infeccio.
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1. English abstract

MALDI-TOF mass spectrometry technology
in the diagnosis of antibiotic resistance

In any infectious disease, the administration of a suitable antibiotic
treatment in the appropriate and necessary moment is key for the care
and evolution of the patient, and also to reduce its morbimortality.
Because of that, it is determining that the diagnostic and treatment of
the disease were carried out as soon as possible. The increasing
incidence of caused infections for resistant pathogens (or multiresistant)
to the available antibiotics provokes a high probability of error in its
treatment. For instance it happens in the cases of severe infections, the
treatment of which, because of being urgent, is usually chosen
empirically, without expecting the outcomes of sensitivity. In fact, it is
estimated that the choice of the antibiotic, the indications and the
duration of the treatment for the infectious diseases are erroneous in
30-50% of the cases.

This not only it drives to an increase of the morbimortality of these
diseases, but, still more important, it promotes the appearance and
dissemination of antimicrobic resistances among the pathogenic
microorganisms. Precisely, the high error rate in the treatment of the
infectious diseases, together with the uncontrolled use of antibiotics
in the last decades has caused that today there is an alarming number
of resistant pathogens and, consequently, an increase of the incidence
of infectious diseases of difficult treatment and the mortality
associated with these ones. Therefore, it is preferential to adopt
measures that allow to revert and to control this situation.

One of the measures that an important effect would entail in the
medium term consists in optimizing the treatments prescribed for the
infectious diseases. Knowing with accuracy -before starting the
pharmacological treatment- the infectious agent as well as its level of
sensitivity and whether it is a carrier of resistances in the different
antibiotics is the most efficient way to reduce the probabilities of
error. Therefore, it is necessary to promote the use of highly sensitive
and specific diagnostic tools that allow to detect the mentioned
sensitivity and/or the presence of resistance mechanisms with the
possible greatest promptness.
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In the last years, the introduction of the spectrometry of masses
MALDI-TOF in the routine of the majority of laboratories of clinical
microbiology of the hospitals in Spain has transformed the diagnostic
of a great part of the infectious diseases. Mainly, it has allowed to
reduce the time (from days to a few hours) and to improve the
accuracy of the outcomes of identification of the pathogens and,
therefore, to optimize the diagnostic of these diseases. However, the
improvement, the detection of resistance mechanisms of pathogenic
microorganisms is still carried out through methods based on the
microbial culture, implying long waiting times to obtain the results
(often more than 24 hours), in those which it is necessary to add up
the time of the initial diagnostic.

In this sense, following the antecedents of the MALDI-TOF techno-
logy regarding the identification, in the last years the possibility to
spread its application in the analysis of sensitivity and the detection
of antimicrobic resistances has been put on the table. As a matter of
fact,in the present there is already a commercial kit for the detection
of resistance mechanisms based on the spectrometry of masses MAL-
DI-TOF and adapted to the clinical laboratories for its use. However,
given that this only kit is only useful for a type of resistances (in car-
bapenems), and that the available evidence about the possible clini-
cal use of MALDI-TOF for the analysis of mechanisms of resistance
on antibiotics comes in general from experimental studies not rando-
mized and/or carried out from a limited number of samples and
pathogens. Currently, its utility is restricted as a confirmation method
and only when the procedure requires it. On the other hand, the evi-
dence provided by the mentioned studies suggests the spectrometry
of masses MALDI-TOF would have the necessary potential to con-
vey the incorporation of the identification of resistances and/or the
analysis of sensitivity fast through spectrometry of masses to the
diagnostic routine of the laboratories of microbiology clinical. Mo-
reover, it is an available tool in mostof the laboratories, fast and with
high rates of sensitivity, specificity and reproductibility. In this way, it
would be possible to reduce the time and to increase the accuracy of
diagnostic of the patient, allowing to start a suitable and specific
treatment as rather better for the infection.
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2. Datos generales

2.1 Compafiia comercial o elaboradora del
producto

Actualmente existen en el mercado dos modelos de espectrometro de masas
basado en la tecnologia MALDI-TOF que son los mas utilizados por los la-
boratorios de microbiologia clinica. Estos son MALDI Biotyper® de Bruker
Daltonik (Bremen, Alemania) y VITEK® MS de Biomérieux (Marcy-
I’Etoile, Francia). Ambos disponen del marcado CE para su uso en laborato-
rios de microbiologia y de andlisis clinicos. Sin embargo, actualmente se uti-
lizan mayoritariamente para la identificacién de patégenos, y solo el modelo
MALDI Biotyper® dispone de un programa informético especifico para la
deteccion de resistencias microbianas, el MBT STAR-Carba Assay, detalla-
do més adelante (punto 3.1).

2.2 Breve descripcion de la tecnologia
evaluada

La espectrometria de masas (MS por sus siglas en inglés) es una herramien-
ta de andlisis molecular que se utiliza para identificar compuestos molecula-
res desconocidos, cuantificar compuestos moleculares conocidos y elucidar
la estructura y propiedades quimicas de las moléculas. La MS mide las masas
de los dtomos y moléculas tras su conversion, por medio de un proceso de
ionizacién, en iones (moléculas cargadas eléctricamente). Los datos de los
compuestos analizados en los espectrometros de masas se expresan como el
cociente m/z, que corresponde a la masa del ion (m) dividida por el nimero
de sus cargas eléctricas (z).

La tecnologia MALDI-TOF es una de las metodologias existentes para el
andlisis de muestras mediante espectrometria de masas. El acréonimo MAL-
DI corresponde a las siglas en inglés de la desorcidn e ionizacion por laser de
moléculas analizables asistida por una matriz*- En otras palabras, se trata de
una técnica de ionizacién suave que puede aplicarse a moléculas grandes
como las proteinas con el fin de separarlas, ionizarlas y analizarlas individual-
mente en base a sus caracteristicas fisicoquimicas. La matriz es un componen-
te fundamental de esta técnica. Se trata de una solucién de un compuesto
organico de bajo peso molecular (para que pueda evaporarse facilmente) con
alta capacidad de absorcion Optica (para que absorba eficientemente la ra-
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diacién emitida por el laser), cuya funcion es la de proteger los péptidos y
proteinas de su destruccion por accion directa del ldser y, a su vez, facilitar su
evaporacion e ionizacién. La matriz se mezcla con la muestra sobre una placa
metalica conductora, y se deja evaporar el disolvente de forma que la matriz
queda recristalizada con las moléculas de los analitos (péptidos y/o protei-
nas) dispersas entre los cristales. La placa se irradia con el laser, de forma que
la matriz excitada ioniza las moléculas de los analitos mediante la transferen-
cia de un protén, generando iones con una tnica carga.

El sistema MALDI se asocia con los analizadores de masas por tiempo de
vuelo (time of flight o TOF). Se trata de un tubo de vuelo por el que viajan
los iones a diferente velocidad en funcién de su masa hacia un detector si-
tuado al extremo del analizador, llegando primero los mas ligeros, seguidos
de aquellas con masa progresivamente superior. Empleando los estdndares
adecuados es posible obtener la masa del ion desconocido de acuerdo con su
tiempo de vuelo. Asi, se obtiene un espectro de masas en el que se represen-
ta el cociente m/z frente a la intensidad relativa (proporcién de iones de la
muestra) que llega al detector de cada una de las moléculas de la muestra

(Fig. 1).

Figura 1. Ejemplo de espectro de diferentes iones de diferente relacion masa/carga (m/z) de una misma
molécula. La intensidad depende del nimero de iones identificados para un mismo valor de masa/
carga. En rojo se indican los atomos con carga eléctrica. Imagen generada para el informe.

It etad

-

Como resultado, segiin la composicion de cada molécula o conjunto de mo-
léculas se obtiene un conjunto de espectros especifico, y esto es extensible
también a los microorganismos. Es decir, cada especie, incluso cada cepa
microbiana, produce un conjunto de espectros caracteristico —también lla-
mado “huella”- asociado a su composicion molecular. Normalmente se ana-
liza el espectro comprendido entre las masas 4000 y 12.000 Dalton, que com-
prende fundamentalmente proteinas ribosémicas, las cuales son especificas
de cada microorganismo. A partir de dichas huellas se construyen grandes
bases de datos que luego permiten, mediante el uso de programas informéa-
ticos especializados, la identificacién de los microorganismos con un elevado
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nivel de precision. Ademds, a partir de esta informacién, también es posible
detectar cambios en el microorganismo como, por ejemplo, la presencia/au-
sencia de moléculas implicadas en la resistencia a antibi6ticos.

Asi pues, las caracteristicas técnicas de la espectrometria de masas MALDI-
TOF permiten la caracterizacion a nivel molecular de una muestra biolégica
compleja en poco tiempo y a partir de poca cantidad de muestra. Por este
motivo, ademds de su elevada resolucidn, la principal ventaja de la utiliza-
cién de esta tecnologia para la deteccion de resistencias antimicrobianas es
que permitiria minimizar el tiempo de obtencion de los resultados del anali-
sis de sensibilidad a los antibioticos de un microorganismo. Esto seria posi-
ble porque la espectrometria de masas MALDI-TOF permite trabajar a
partir de concentraciones relativamente bajas del microorganismo presente
en la muestra (reduciendo significativamente el tiempo de cultivo inicial) y
porque el propio andlisis molecular de la muestra es relativamente rdpido y
automatizado?. Incluso en algunos casos, como los de muestras de orina con
recuentos bacterianos elevados, se podria trabajar sobre muestra directa sin
necesidad de realizar un cultivo previo, aunque estas condiciones han sido
probadas en pocas ocasiones>*

2.3 Poblacion diana

Casi una de cada cinco infecciones estd provocada por una bacteria resisten-
te a algin antibidtico’. La incorrecta prescripcion de los antibiéticos, su uso
excesivo y erréneo para el tratamiento de infecciones y como suplemento
para promover el crecimiento en el ganado son los principales motivos que
han llevado a la actual crisis mundial asociada a la creciente expansion de
microorganismos (multi)resistentes a los antibiéticos hoy dia disponibles’.
La prescripcién de un antibiético ineficaz no solo no provoca el beneficio
terapéutico esperado sino que ademads expone al paciente a potenciales
complicaciones y/o efectos secundarios. Asi, si el fairmaco no es capaz de
combatir efectivamente al patégeno, puede indirectamente promover que
éste desarrolle resistencias —por ejemplo, activando su capacidad mutagéni-
cal®— que después puede transmitir de forma relativamente fécil a otros mi-
croorganismos de su misma especie u otras’.

Por estos motivos, la detecciéon rdpida de resistencias mediante MALDI-
TOF estaria orientada a ser aplicada a todos los pacientes que presenten
infecciones potencialmente graves — como en las situaciones descritas en el
punto 2.4 —o producidas por patéogenos especialmente proclives a desarro-
llar resistencias'’— como los especificados en el punto 4.1, en los que la sen-
sibilidad es poco previsible y el riesgo de fracaso del tratamiento empirico
€s, por tanto, mayor.
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2.4 Descripcion de la patologia a la que se
aplica la tecnologia

La deteccion de resistencias mediante espectrometria de masas MALDI-
TOF es aplicable para cualquier enfermedad infecciosa. No obstante, esta
especialmente indicada en las situaciones clinicas que se listan a continua-
cién''2, en las cuales la aplicaciéon de un tratamiento adecuado y con la ma-
yor prontitud posible es clave para la curacién o mejoria del paciente y para
la reduccién de la morbimortalidad asociada a la infeccidn, y/o en las que
existe una elevada probabilidad de que el microorganismo causante sea por-
tador de una o mads resistencias antimicrobianas (ver apartado 4.1).

— Infecciones potencialmente graves en nifios
— Infecciones en pacientes inmunodeprimidos

— Infecciones en pacientes ingresados en unidades de cuidados
intensivos

— Infecciones en pacientes procedentes de hospitales o paises con
alta prevalencia de cepas multirresistentes'’

— Gastroenteritis/enterocolitis (infecciones del sistema
gastrointestinal)?

— Infecciones respiratorias, fundamentalmente en pacientes con
enfermedades respiratorias cronicas, como la fibrosis quistica, en
las que es frecuente la infeccién por bacterias multirresistentes

— Infecciones de transmision sexual, especialmente las causadas por
Neisseria gonorrhoeae

— Meningitis y encefalitis (infecciones que afectan al sistema nervioso
central), de origen bacteriano

— Bacteriemia (presencia de bacterias en el torrente sanguineo)

— Cualquier infeccion causada por las bacterias especificadas en el
apartado 4.1.

2.5 Area de especializacién/abordaje

El uso de la espectrometria de masas mediante MALDI-TOF para la detec-
cion de resistencias a antibidticos estaria indicado dentro del 4rea de micro-

a  Como norma general, las gastroenteritis bacterianas no reciben tratamiento an-
timicrobiano salvo en situaciones especiales.
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biologia clinica, y sus resultados son aplicables dentro del drea de enferme-
dades infecciosas. Aun asi, cabe mencionar que la potencial aplicabilidad de
esta tecnologia para la deteccion de biomarcadores abarca un gran nimero
de especialidades como la neurologia, la oncologia o la inmunologia.

2.6 Direccion web de documentos de
referencia publicados

No se ha encontrado ningin caso de evaluacion de la espectrometria de
masas mediante MALDI-TOF para la deteccion de resistencias a antibioti-
cos. Si existen guias del National Institute for Health and Care Excellence
(NICE) y de la Canadian Agency for Drugs and Technologies in Health
(CADTH) evaluando la aplicacién de la espectrometria de masas MALDI-
TOF en la identificacién microbiana para el diagnostico de enfermedades
infecciosas!+ .
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3. Desarrollo y uso de la
tecnologia

3.1 Grado de desarrollo y uso de la tecnologia
Experimental-pilotaje o fase 11

La espectrometria de masas basada en MALDI-TOF se presenta como una
tecnologia valida para la identificacién rdpida de microorganismos patoge-
nos en los laboratorios de microbiologia clinica, principalmente bacterias y
hongos!’"'?, aunque también existen varios estudios limitados en virus®2.,
Tanto es asi que, ademads de ser apta para sustituir a los lentos y complejos
métodos tradicionales, varios estudios la sitian por delante de sistemas au-
tomatizados disefiados especificamente para la identificaciéon de microorga-
nismos?2 puesto que, por un lado, proporciona mejores ratios de identifica-
cién a la vez que reduce el tiempo de obtencion de los resultados y, por otro
lado, no requiere una verificacion previa del tipo de microorganismo que se
quiere analizar*. Dados los buenos resultados que ha proporcionado en
cuanto a la identificacién de los microorganismos patégenos, y considerando
su versatilidad en la deteccién de biomarcadores en otras disciplinas clini-
cas®® se esta proponiendo extender su uso a la deteccidn de las resistencias
antimicrobianas especialmente en especies bacterianas patogenas®-2,

Actualmente existen varias estrategias de deteccion de mecanismos de resis-
tencias antimicrobianas mediante MALDI-TOF: (i) deteccién de espectros
identificativos de cepas resistentes (asociados a genes/péptidos/proteinas
causantes o relacionados con las resistencias)®**=*, (ii) deteccion del producto
de hidrdlisis del antibiético (betalactamicos)>* o de su acetilacién (quino-
lonas)®6!, (iii) deteccion de la incorporacion de 13C durante el crecimiento
del microorganismo (MBT-RESIST)%#, y (iv) cuantificacion del crecimien-
to del microorganismo en presencia/ausencia del antibiético (MBT-AS-
TRA)¥%7 Los dos métodos que presentan resultados mas prometedores
para su implantacién a corto/medio plazo en los procedimientos de micro-
biologia clinica son los basados en la deteccién de los productos de hidrdlisis
del antibidtico y aquellos que cuantifican el crecimiento microbiano sin ne-
cesidad de la incorporacién de is6topos (ii y iv, respectivamente). Ambos
métodos permiten el cultivo del microorganismo en el medio mas 6ptimo
para su crecimiento y no requieren un conocimiento muy exhaustivo de las
caracteristicas de las moléculas causantes de la resistencia. Ademas, no se
limitan a detectar la presencia de resistencias antimicrobianas concretas,
como es el caso del primer método, sino que analizan la sensibilidad del
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microorganismo a un antibitico o grupo concreto de antibiéticos en fun-
cién de la cantidad de antibiético hidrolizado (ii) o de los niveles de creci-
miento (iv).

En este sentido, Bruker Daltonik (Bremen, Alemania) ha desarrollado re-
cientemente la tecnologia MBT STAR-Carba Assay’®, un kit comercial apto
para diagndstico clinico (dispone del marcado CE para el diagnéstico in vi-
tro) que permite incorporar al procedimiento de identificacién del patégeno
el andlisis de sensibilidad a carbapenemas en Enterobacteriaceae, Pseudo-
monas spp® y Acinetobacter spp. E1l MBT STAR-Carba Assay se basa en la
deteccidén del producto de hidroélisis del antibidtico imipenem producida por
la presencia de enzimas carbapenemasas de clase A, B o D. Los estudios que
han evaluado esta tecnologia confirman que es capaz de identificar la activi-
dad carbapenemasa en dichos géneros bacterianos en un tiempo maximo de
2 horas (incluyendo identificacién del microorganismo y resistencias) con
elevadas sensibilidad (91-100% ), especificidad (98,2-100%) y reproducibili-
dad para los distintos antibidticos testados>>™. Sin embargo, el rango de
muestras analizado en estos estudios oscila entre 55 y 175, el tipo de mues-
tras corresponde siempre a aislados bacterianos de caracteristicas conocidas
previamente por los investigadores, y solo en uno de los casos el estudio se
realizé a ciegas™.

En general, aunque numerosos estudios experimentales sustentan la validez
de algunas de las metodologias mencionadas para ser implantadas en la ru-
tina diagnostica de los laboratorios de microbiologia clinica”, todos ellos
han sido realizados a partir de un ndmero limitado de muestras de pacientes
o de aislados bacterianos recogidos expresamente para su andlisis y, en la
mayoria de los casos, el andlisis no estd enmascarado. En otras palabras, no
existen ensayos clinicos aleatorizados que impliquen grandes colecciones de
muestras de pacientes. Por ello, el andlisis mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF de la sensibilidad a antimicrobianos en los patégenos causan-
tes de enfermedades infecciosas todavia no es una practica implantada en el
ambito de la microbiologia clinica, sino que su uso es ocasional y de forma
confirmatoria. De todas formas, si bien no existen todavia protocolos estan-
darizados que hayan sido probados e implementados en la practica clinica,
cabe mencionar que en la literatura existen multiples protocolos publicados
para la detecciéon de mecanismos de resistencia mediante MALDI-TOF
pensados para el andlisis microbioldgico clinico de muestras de orina o de
sangre>3839:4251.65687677 Pichos protocolos estdn basados en estudios experi-
mentales y muestran una amplia heterogeneidad, por ejemplo, en cuanto al

b spp. hace referencia a cualquier especie perteneciente al género microbiano
indicado.
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tipo de muestra utilizada (muestras de pacientes, bacterias aisladas, etc.), los
antibidticos testados (gentamicina, imipenem, cefotaxima, etc.), o la prepa-
racién de la muestra (concentracién bacteriana de partida, tamp6n de lisis,
etc.), pero podrian tomarse como referencia en el futuro.

En este momento, las principales limitaciones que presenta la deteccidon de
resistencias antimicrobianas mediante MALDI-TOF son:

- Requiere bases de datos de muy buena calidad (bien anotadas, que
proporcionen altos scores de identificacién, con informacién abun-
dante y precisa para cada microorganismo y resistencia, etc.) para
poder identificar eficientemente tanto el microorganismo como las
posibles resistencias que contiene. Actualmente las bases de datos
comerciales para la identificacién de microorganismos son limita-
das (no disponen de informacién para todos los microorganismos
patdgenos), lo que conlleva que solo se alcanzan altos niveles de
precision cuando la deteccidn se lleva a cabo mediante la combina-
cion de las bases de datos comerciales y las propias de los labora-
torios™ . Y, en cuanto a la deteccién de resistencias, la tinica base
de datos comercial que existe es la del MBT STAR-BL Software
Module de Bruker Daltonik (Bremen, Alemania), especializada en
el andlisis de actividad f3-lactamasa a partir de la hidrdlisis de deter-
minados antibi6ticos.

- Se requieren muestras con una elevada carga bacteriana, lo que ge-
neralmente impide el uso directo de muestras de pacientes?. Por tan-
to, salvo alguna excepcion’®, sigue siendo necesario el cultivo del mi-
croorganismo (aunque los estudios més recientes estdn reduciendo
este tiempo al minimo, hasta menos de 4 horas de cultivo en algunos
casos®618) Ver Tabla 1 (apartado 6.2) para més informacion.

- El funcionamiento 6ptimo de esta tecnologia es con cultivos de un
solo microorganismo. No existen estudios que analicen muestras
complejas (de infecciones causadas por mdltiples microorganismos)
y/o microorganismos multirresistentes.

- En laliteratura se encuentran multiples protocolos propuestos para
implementar esta tecnologia a la préctica clinica que requieren ser
validados y consensuados por parte de los clinicos38342516568.76.77,

3.2 Tipo y uso de la tecnologia

La aplicacién actual generalizada de la tecnologia MALDI-TOF es en la
identificacién de microorganismos para el diagnéstico rapido de enfermeda-
des infecciosas. En cuanto a la deteccién de resistencias a antibiéticos su uso
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es en casos especificos en que se requiere confirmacién de una resistencia
detectada mediante los andlisis de sensibilidad convencionales.

3.3 Lugar o 4mbito de aplicacion
de la tecnologia

Su uso es apto para cualquier tipo de centro hospitalario que disponga de un
servicio de microbiologia clinica. De hecho, actualmente la mayoria (60-
70% )° de los laboratorios de microbiologia clinica de los centros de atencién
especializada espafioles ya utilizan la espectrometria de masas MALDI-TOF
para el diagnéstico rapido de enfermedades infecciosas, pero su uso esta ba-
sicamente centralizado en la fase de identificacion del microorganismo.

3.4 Relacion con tecnologias previas

En el presente inmediato, el objetivo de la implementacion de la tecnologia
MALDI-TOF para la deteccién de resistencias microbianas es complemen-
tar las actuales pruebas de sensibilidad (principalmente la CMI y la difusién
en agar, detalladas en el apartado 3.5) basadas en el anélisis del crecimiento
del microorganismo en presencia del antibidtico y que, por consiguiente, re-
trasan la obtencidn de los resultados hasta al menos 24 horas (tiempo mini-
mo que requiere un microorganismo para proliferar lo suficiente para ser
analizable). Sin embargo, cabe destacar que algunos métodos actuales de
andlisis de la concentracion minima inhibitéria (CMI) mediante microdilu-
cién automatizada, como el Vitek 2 (bioMérieux, Durham, UK) o el BD
Phoenix™ Automated Identification and Susceptibility Testing System
(Becton Dickinson), empiezan a ofrecer resultados de sensibilidad a partir
de 5-6 horas de incubacién del microorganismo con el antibidtico.

3.5 Tecnologia alternativa en uso actual

Actualmente la técnica de referencia para determinar la sensibilidad de los
microorganismos patégenos a los distintos antibidticos que pueden usarse
para combatirlos es el andlisis de la concentracion minima inhibitoria (CMI)3..
Es, por tanto, la metodologia usada para evaluar el resto de tecnologias para
el andlisis de sensibilidad. La CMI se define como la concentracién mas baja
de un farmaco capaz de inhibir el crecimiento visible de un microorganismo
después de una incubacion de 16-18 horas (este periodo se extiende en aque-
llos organismos que requieren periodos mas largos de incubacién para cre-

¢ Dato validado por los expertos revisores del documento
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cer). Se puede llevar a cabo de forma manual, aunque en los dltimos afios se
ha extendido mucho el uso de sistemas automatizados de determinacién de
la CMI mediante microdilucién como el Vitek 2 (bioMérieux, Durham, UK)
o el BD Phoenix™ Automated Identification and Susceptibility Testing Sys-
tem (Becton Dickinson). En general, el andlisis de la CMI se usa en los labo-
ratorios de diagndstico para confirmar el perfil de sensibilidad, para dar una
respuesta definitiva cuando se ha obtenido un resultado con otros métodos
de andlisis, o cuando las técnicas de difusién en agar (antibiogramas) no son
apropiadas. No obstante, hoy en dia la CMI por microdilucién automatizada
se usa en muchos casos como método de rutina, en lugar de la difusién en
agar (descrita a continuacién), sobre todo en bacterias Gram negativas.

La difusion en agar® es otra técnica ampliamente utilizada para detectar la
sensibilidad antimicrobiana. En este caso, el grado de sensibilidad se obser-
va midiendo el crecimiento de un microorganismo alrededor de un disco
que contiene un antibidtico conocido, colocado en una placa de cultivo.

Ambas técnicas proporcionan resultados altamente fiables en cuanto a la de-
teccidon de posibles resistencias. No obstante, su principal limitacion son los
largos tiempos requeridos para obtener los resultados de sensibilidad: supe-
rior a 18 horas para la difusién en agar, y entre 6-24 h para la determinacién
por CMI —en los casos en que el crecimiento del microorganismo se produzca
adecuadamente. Y, precisamente el tiempo es uno de los pardmetros clave
para el éxito del tratamiento de cualquier enfermedad infecciosa®34,

3.6 Aportacion de la nueva tecnologia en
relacion a la tecnologia en uso actual

La principal ventaja del uso de la espectrometria de masas para la deteccion
de resistencias antimicrobianas es que reduciria significativamente el tiempo
de obtencion de los resultados. De hecho, dentro del ambito de las enferme-
dades infecciosas, es el mds rapido de los métodos diagndsticos considerados
“répidos”, ya que permite la identificacién de los microorganismos y de sus
resistencias en pocas horas (desde 90 minutos a 2 horas segtin el método), lo
que es clave optimizar el uso de antimicrobianos y minimizar sus consecuen-
cias>#25172-7483-8 Tanto es asi que en el caso de la sepsis, por ejemplo, se ha
demostrado que cada hora de retraso en la implementaciéon de un trata-
miento eficaz resulta en un aumento de mortalidad del 7,6%!'.

Aunque la especificidad y sensibilidad de la espectrometria de masas MAL-
DI-TOF todavia deben ensayarse para muchos microorganismos y tipos de
resistencias (ver Tabla 1 apartado 6.2), representa un método de deteccion
universal que tedricamente no tiene limites de resolucién por debajo del
nivel molecular.
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Aun asi, es una tecnologia con mayores tasas de reproducibilidad®>'7>7, y
unas tasas de sensibilidad y especificidad iguales o superiores®’* a otras tec-
nologias (ver punto 6.2). Esto se debe, por un lado, a que su nivel de resolu-
cién es superior al de la CMI y la difusion en agar en cuanto a la deteccién o
caracterizacion especifica del mecanismo de resistencia (ya que, a diferencia
de las otras dos metodologias, analiza la muestra a nivel molecular) y, por
otro lado, a que el andlisis de la muestra es automatizado (no asi en el caso
de la difusion en agar, para la que solo existen métodos semiautomaéticos).

El riesgo de exposicion debido a la manipulacion de las muestras es menor
que en la CMI o la difusién en agar puesto que los microorganismos son
inactivados por el propio protocolo de preparacién de la muestra™®.

Se trata de un sistema muy adaptable, abierto y facilmente expandible por
los propios usuarios ya que permite la recopilacién de datos en relacion a los
espectros identificados en cada muestra analizada de manera que el propio
usuario puede ir ampliando y refinando la base de datos. De hecho, se ha
visto que el uso combinado de las bases de datos comerciales con las propias
de los laboratorios mejora el rendimiento de la tecnologia’™ .

Algunas de la metodologias basadas en MALDI-TOF requieren muy poco
material fungible en comparacién con la CMI y la difusién en agar, princi-
palmente porque el andlisis de sensibilidad se podria llevar a cabo a partir
de la misma muestra que se ha utilizado para la identificacion del microor-
ganismo y, por tanto, se evitaria todo el procedimiento y el material asocia-
dos al anélisis mediante las metodologias convencionales® 2%,

3.7 Licencia, reintegro de gastos
u otras autorizaciones

Dado que la tecnologia analizada en el informe corresponde a una nueva
aplicacion (deteccion de resistencias) de una tecnologia que ya se encuentra
en uso (identificacién de microorganismos causantes de enfermedades in-
fecciosas), no se ha encontrado informacién sobre autorizacién, reembolso
de gastos u otro estado de autorizaciéon de esta tecnologia en el Sistema
Nacional de Salud.

Sin embargo, por lo que respecta a la compra de los espectrémetros de ma-
sas MALDI-TOF, tal y como se detalla en el apartado 5.2 (Coste y precio
unitario), cabe mencionar que la mayoria de los laboratorios hospitalarios
de microbiologia clinica acuerdan con las casas comerciales contratos de
alquiler o de pago por muestra analizada.
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4. Importancia sanitaria de
la condicion clinica o la
poblacion a la que se aplica

4.1 Incidencia y prevalencia

Los datos del registro Conjunto Minimo Basico de Datos de Hospitalizacion
(CMBD-H) del Portal Estadistico del Ministerio de Sanidad, Consumo y
Bienestar Social indican una tendencia creciente en cuanto al nimero de
diagnésticos correspondientes a infecciones provocadas por microorganis-
mos resistentes” (Fig.2). Solo en 2015 se registraron 33.761 diagnésticos. Sin
embargo, el nimero de casos registrados parece que estaria infraestimado
puesto que otras fuentes consultadas reportan incidencias notablemente su-
periores. Asi, el Registro Hospitalario de Pacientes Afectados por las Resis-
tencias Bacterianas realizado en marzo de 2018 por la Sociedad Espaifiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC) detecté 903
casos en solamente una semana y a partir de datos de solo 82 hospitales
pertenecientes a 15 Comunidades Auténomas®. De hecho, el mismo estudio
estimé que a lo largo del 2018 el nimero de pacientes con infecciones pro-
vocadas por bacterias resistentes habria sido de 180 600 en toda Espaiia, lo
que concuerda con datos de la Direction Générale de la Sanité de Francia
que, en 2012, registr6 105.511 estancias hospitalarias debidas a microorga-
nismos resistentes®”.

Figura 2. NUmero de diagnoésticos de infecciones provocadas por microorganismos resistentes
registrados entre los afios 2000 y 2015 en el Conjunto Minimo Bésico de Datos de Hospitalizacion
(CMBD-H) del Portal Estadistico del Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar Social®. El coeficiente
de determinacion para la linea de tendencia es de 0,9228.
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A nivel europeo, los datos del atlas de vigilancia del Centro Europeo para la
Prevencion y el Control de Enfermedades (ECDC por sus siglas en inglés)
indican igualmente una tendencia creciente en la proporcién de bacterias
resistentes a antibiéticos (Fig. 3). No obstante, cabe destacar que la situacion
es muy variable entre especies bacterianas, grupo de antibidticos y region
geogréfica, observandose un menor porcentaje de especies resistentes en los
paises del norte en comparacion con los del sur y del este de Europa®. Con-
cretamente, en Espaiia el crecimiento del niimero de microorganismos resis-
tentes es mas pronunciado, tanto es asi que en 2017 el porcentaje de bacte-
rias resistentes superaba la media europea en 13 de las 25 situaciones
(combinaciones bacteria-antibiético al que es resistente) reportadas en el
ultimo informe de la ECDC*. Estas diferencias se atribuyen a las variacio-
nes en cuanto al uso de antibidticos, a la implementacion de practicas de
prevencion y control de infecciones y, en conjunto, a las diferencias en prac-
ticas diagndsticas y clinicas del Sistema Sanitario de cada pafs.

Figura 3. Porcentaje de aislados bacterianos resistentes a determinados a antibiéticos o a
combinaciones de ellos detectadas en Espaiia (rojo) y en el conjunto de paises de la Unién Europea
(UE) o que forman parte de la Agencia Europea de Medio Ambiente (AEMA) (gris). Los datos
corresponden a la media anual de los porcentajes de aislados resistentes reportados, entre los afios
2001 y 2017, en el Atlas de Vigilancia de Enfermedades Infecciosas del ECDC® para Esparia y para los
paises europeos o pertenecientes a la AEMA. Los coeficientes de determinacion (r?) para las lineas de
tendencia en Espafia y en la UE/AEMA son, respectivamente, 0,6545 y 0,5714.
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La misma tendencia, aunque mis moderada, se observé para Espafia en un
informe andlogo de la OCDE’ (Fig. 4), publicado en 2018, en que se analizd
en 52 paises la resistencia a antibiéticos mediante ocho combinaciones anti-
bidtico-bacteria de alta prioridad®. Asimismo, en el informe se concluyé que

d  Las combinaciones antibidtico-bacteria analizadas son: E. coli resistente a cefa-
losporinas de 3* generacién y a fluoroquinolonas, K. pneumoniae resistente a
cefalosporinas de 3" generacion y a carbapenemas, P. aeruginosa resistente a
carbapenemas, S. aureus resistente a meticilina, S. pneumoniae resistente a pe-
nicilina, y E. faecalis y E. faecium resistentes a vancomicina.
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(i) en Europa, la proporcién media de microorganismos resistentes es del
18%, siendo mas elevada en los paises del este y del sur de Europa, (ii) entre
2005 y 2015, 1a proporcién de resistencias para las combinaciones estudiadas
increment6 del 14% (2005) al 17% (2015) en los paises de la OCDE, (iii) en
este periodo, solo siete paises redujeron la proporcién media de microorga-
nismos resistentes (Suiza, Reino unido, Jap6n, Bélgica, Alemania, Islandia y
Canadd), aunque ninguno de ellos consigui6 reducirla para todas las combi-
naciones analizadas, (iv) fuera de la OCDE, las proporciones de resistencia
se estimaron del 29% en 2015 para las mismas combinaciones, alcanzando el
42% en India, China y Rusia, y (v) en ocho paises (Brasil, China, Perd, Ar-
gentina, Colombia, Arabia Saudji, Israel y Rusia) las proporciones de resis-
tencias incrementaron para las ocho combinaciones analizadas. Estos dos
dltimos puntos son particularmente relevantes puesto que una vez una bac-
teria desarrolla una resistencia a un farmaco antimicrobiano, su disemina-
cién global es muy répida gracias a multiples factores como la globalizacion
o la migracién entre paises. Un ejemplo de ello es el caso de la resistencia a
carbapenemas Klebsiella pneumoniae mediada por la enzima KPC-1,1a cual
en solo cinco afios se expandi6 por todo el planeta desde los Estados Unidos,
donde fue identificada por primera vez en 1989%.

Figura 4. Ratio medio de prevalencia de infecciones causadas por bacterias resistentes a tratamiento
antibidtico para ocho combinaciones antibiético-bacteria observados en los 52 paises participantes en
el estudio de la OCDE (gris) y particularmente en Espafia (rojo). Los datos corresponden a los
porcentajes medios de infecciones resistentes reportadas entre los afios 2005 y 2015. A partir del 2016
la tendencia corresponde a valores estimados. Los coeficientes de determinacion (r2) para las lineas de
tendencia en Espafia y en los paises de la OCDE son, respectivamente, 0,822 y 0,8372.
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En conjunto, esto pone de manifiesto la relevancia de tomar medidas para
combatir la apariciéon y diseminacion de las resistencias a antibiéticos. Por
este motivo, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) public6 en 2017
una lista de los microorganismos patdgenos para los cuales urge investigar
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en busca de nuevos farmacos antibidticos'. Estos son (i) considerados de
prioridad critica: Acinetobacter baumannii resistente a carbapenemas, Pseu-
domonas aeruginosa resistente a carbapenemas y Enterobacteriaceae (inclu-
yendo Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp., Serratia
spp., Proteus spp., Providencia spp.y Morganella spp.) resistente a carbape-
nemas y a cefalosporinas de tercera generacion; (ii) considerados de priori-
dad alta: Enterococcus faecium resistente a vancomicina, Staphylococcus
aureus resistente a meticilina y a vancomicina, Helicobacter pylori resistente
a claritromicina, Campylobacter resistente a fluoroquinolonas, Salmonella
spp. resistente a fluoroquinolonas, y Neisseria gonorrhoeae resistente a fluo-
roquinolonas y a cefalosporinas de tercera generacion; y (iii) considerados
de prioridad intermedia: Streptococcus pneumoniae no sensible a penicilina,
Haemophilus influenzae resistente a ampicilina y Shigella spp. resistente a
fluoroquinolonas.

4.2 Carga de la enfermedad

La tasa de mortalidad asociada a las infecciones provocadas por microorga-
nismos resistentes a antibidticos se encontraria aproximadamente entre el
5%%y el 20%° de los individuos que sufren una infeccion, en funcién de la
fuente y las variables que se tengan en cuenta. Mds concretamente, el docu-
mento publicado en 2018 por la OCDE’, mencionado en el apartado ante-
rior, estima en 1830 el promedio de muertes anuales en Espafia debidas a
infecciones causadas por las ocho combinaciones antibiético-bacteria que
analiza, mientras que el andlisis del Registro Hospitalario de Pacientes
Afectados por las Resistencias Bacterianas realizado por la SEIMC” en
2018 indica que la resistencia a los antibidticos habria provocado alrededor
de 35.000 muertes ese mismo afio en Espafia. Ademas, es relevante mencio-
nar que,dado que el nimero de resistencias incrementa con los afios, si no se
toman medidas para combatir este tipo de microorganismos, la mortalidad
asociada a la infecciones causadas por microorganismos resistentes incre-
mentard de forma importante en los préximos afos”. Tanto es asi que el
mismo informe de la OCDE indica que en Espafia las muertes anuales cau-
sadas por microorganismos resistentes podrian llegar a 77.700 en 20507.
Estas cifras representan mas de la mitad de las muertes que anualmente
causa el cancer, la segunda causa de muerte en Espafia, el cual en 2016 pro-
vocd 112.932 muertes®®. Por tltimo, més alld de una elevada mortalidad, se-
gin la OCDE las infecciones por bacterias resistentes tienen un impacto
incluso mayor sobre la calidad de vida de las personas. Esto se debe, por
ejemplo, a la mayor probabilidad que tienen estos pacientes de sufrir efectos
adversos derivados de los tratamientos antibidticos, puesto que son someti-
dos a tratamientos més agresivos y mas prolongados que los pacientes que

32 INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION



son tratados por una infeccién causada por un microorganismo no resisten-
te®1%. Ademads, los pacientes afectados por microorganismos resistentes de-
ben ser aislados durante su hospitalizacioén lo que a menudo impacta negati-
vamente en su salud mental, e incluso se ha visto que su seguridad estaria
mds comprometida que en los pacientes no aislados, ya que suelen recibir
menos atencién hospitalaria'®. Aunque no se han encontrado estudios al
respecto, estos pacientes, puesto que requieren estancias hospitalarias mas
largas’, realizarian bajas laborales también superiores en comparacién con
las derivadas de infecciones causadas por microorganismos no resistentes.
Por todo ello, entre otros motivos, el informe de la OCDE estima que este
tipo de enfermedades afecta a la calidad de vida de sobre todo los paises del
sur de Europa (calculada por afos de vida ajustados por discapacidad o
AVADs) de manera que se calcula que en Espafia, entre 2015 y 2050, la me-
dia anual de carga de las infecciones causadas por microorganismos resis-
tentes serfa de 110.355 AVADs’.
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5. Requerimientos para usar
la tecnologia

5.1 Requerimientos de infraestructura
y formacion

El uso de la espectrometria de masas en general requiere unos conocimien-
tos altamente especializados y experiencia en el campo de la proteémica. Sin
embargo, los sistemas comerciales avalados para su utilizacién en el ambito
clinico estan adaptados para integrar su uso dentro de protocolos de diag-
néstico clinico in vitro sin necesidad de horas de formacion especifica mas
alla del aprendizaje del funcionamiento rutinario del equipo**!021%3

5.2 Coste y precio unitario

Actualmente, el precio de los espectrometros de masas MALDI-TOF para
técnicas de diagndstico microbioldgico llevadas a cabo en los laboratorios
de microbiologia clinica se encuentra entre los 120.000 y 150.000 €, inclui-
dos los programas informédticos necesarios para el anélisis. Sin embargo, te-
niendo en cuenta que una parte importante de los hospitales espaiioles (al-
rededor del 60-70%) ya disponen de esta tecnologia para la identificacién de
los microorganismos en el diagndstico de las enfermedades infecciosas, esta
inversién inicial ya no seria necesaria. De todos modos, la mayoria de labo-
ratorios hospitalarios de microbiologia clinica no compran directamente el
espectrometro de masas, sino que suelen acordar con las casas comerciales
contratos de alquiler o de pago por muestra analizada. En estos casos, la
compafiia proporciona al laboratorio el espectrometro de masas y los pro-
gramas informéticos y bases de datos necesarios para los andlisis microbio-
légicos que realice el laboratorio, y se encarga del mantenimiento de los
equipos y de la instalaciéon de cualquier modificacién o actualizacién de los
programas o de las bases de datos.

Aunque no se han encontrado estudios que analicen el coste de realizar el
analisis de resistencias antimicrobianas mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF, se estima que el precio aproximado por muestra de una iden-
tificacion del microorganismo patéogeno no supera los 2 € (oscilando entre
los 0,25-0,5 € de las primeras estimaciones reportadas a unos 1,5 € al consi-
derar los costes indirectos de la técnica), precio que se encuentra muy por
debajo del coste (entre 10-15 € por muestra) de las tecnologias que permi-
ten realizar el andlisis automatizado de sensibilidad a antibidticos basado en
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la metodologia de CMI*3!861041%5new technologies usually increase labora-
tory costs due to the need for an initial investment. However, as occurred
with MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
flight, y que se usan habitualmente en los laboratorios de microbiologia cli-
nica. Es el caso de los identificadores Vitek 2 (bioMérieux, Durham, UK) y
BD Phoenix™ Automated Identification and Susceptibility Testing System
(Becton Dickinson).

36 INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION



6. Riesgos y seguridad

La principal indicacién en cuanto a seguridad concierne a las propias carac-
teristicas de la enfermedad que se estd diagnosticando, es decir, en la mani-
pulacion de las muestras a analizar. En general, todas las muestras de pa-
cientes afectados por enfermedades infecciosas deben manipularse bajo
cabinas de seguridad microbiolégica. En determinadas ocasiones, como
cuando se analizan muestras con contenido potencial de patégenos conside-
rados de elevado grado de peligrosidad como, por ejemplo, Brucella spp.,
Bacillus anthracis o Mycobacterium spp., es necesario operarlos en laborato-
rios aptos para trabajar en condiciones de bioseguridad de nivel 3!%. En es-
tos casos, toda la manipulacién de las muestras debe realizarse con sumo
cuidado, al menos hasta que pueda asegurarse que el microorganismo esta
completamente inactivado®.

Por otro lado, la preparacion de las muestras para ser analizadas mediante
MALDI-TOF requiere el uso de reactivos y quimicos potencialmente peli-
grosos como el acido férmico (muy corrosivo) o el acetonitrilo y el etanol
(inflamables y tdxicos). Por ello, es necesario seguir las recomendaciones de
los fabricantes en cuanto a su manipulacion y adoptar las medidas de segu-
ridad pertinentes.
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7. Eficacia/Efectividad

La sensibilidad y especificidad medias reportadas en los diferentes estudios
que disefiaron y evaluaron protocolos de detecciéon de diversos mecanismos
de resistencia a antibidticos mediante MALDI-TOF son, respectivamente,
92,5+5,1y95,5+3,3 (media = IC 95%; ver Tabla 1). Por consiguiente, pode-
mos afirmar que se trata de una herramienta diagndstica altamente vélida.

El tipo de metodologia mds empleada para la identificaciéon de mecanismos
de resistencia mediante MALDI-TOF es la detecciéon de los productos de
hidrolisis del antibiético. Esto es debido a su amplia aplicabilidad, puesto
que mientras la deteccidn de espectros concretos o la acetilacion se restrin-
gen a la identificacién de resistencias concretas (equivalentes a los métodos
genotipicos como la PCR), en las metodologias basadas en el analisis de los
niveles de hidrdlisis del antibidtico no es necesaria la deteccidn explicita de
la molécula causante de la resistencia y, por tanto, tampoco requiere un ele-
vado conocimiento de los mecanismos bioldgicos especificos que la generan.
Considerando solamente los estudios que detectan por MALDI-TOF los
productos de hidrdlisis de distintos antibidticos (Tabla 1), se obtienen una
sensibilidad y especificidad medias por encima del 90% (97,5 +1,9y 94,7 +
6,0, respectivamente; media + IC 95 % )34276.77:107-10946-51.5972_Qin embargo, cabe
tener en cuenta que en esta metodologia de andlisis ambos indicadores de-
penden directamente del tiempo de incubacidén de la bacteria con el antibio-
tico y de las caracteristicas del propio antibiético empleado como marcador.
Por ejemplo, no son buenos marcadores aquellos antibidticos molecular-
mente inestables en las condiciones de analisis o que sus productos de hidré-
lisis no son facilmente detectables por espectrometria de masas. Asi, por
ejemplo, Oviafio y colaboradores® reportaron que la deteccion de actividad
B-lactamasa en Enterobacteriaceae fue éptima (100% sensibilidad y 100%
especificidad) cuando el antibiético usado era la ceftriaxona mientras que
los farmacos cefotaxima, ceftazidima y cefpodoxima no fueron buenos mar-
cadores para la detecciéon de sensiblidad a carbapenemas mediante espec-
trometria de masas. Asimismo, Li y colaboradores® obtuvieron los mejores
resultados mediante el uso de ceftazidima en bacterias Gram-negativas pro-
ductoras de la enzima AmpC (89,9% de sensibilidad y 94,5% de especifici-
dad), y no asi con los fairmacos ceftriaxona, cefepima y cefoxitina. Por dltimo,
tal y como se ha comentado en el apartado 3.1, la tecnologia MBT STAR-
Carba Assay (Bruker Daltonik, Bremen, Alemania), basada en la hidrdlisis
del imipenem, ha demostrado tener una sensibilidad y una especificidad
muy cercanas al 100% para la deteccion de resistencia a carbapenemas’->7,
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Por otro lado, actualmente empieza a tomar fuerza el uso de las metodolo-
gias basadas en la cuantificacion del crecimiento del microorganismo (MBT-
ASTRA)¥ para andlisis de sensibilidad mediante MALDI-TOF. Las
principales razones son que el método MBT-ASTRA también proporciona
buenos resultados en cuanto a sensibilidad y especificidad (94,6 = 4,6 y 95,3
+ 2,5, respectivamente; media = IC 95%) sin necesidad de conocer y/o detec-
tar el mecanismo concreto de resistencia. Ademads, aunque la optimizacion
de las condiciones de incubacién del microorganismo con el antibidtico si-
gue siendo clave para el buen rendimiento de la técnica, las caracteristicas
fisicoquimicas (estabilidad molecular, puntos de hidrdlisis, etc.) del antibié-
tico usado como marcador no interfieren en su efectividad para detectar
presencia de resistencias, como si ocurre en los métodos basados en la hidré-
lisis de antibidticos.
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Tabla 1. Estudios que evaluaron la sensibilidad (Sens.) y la especificidad (Espec.) de protocolos de deteccion de resistencias mediante MALDI-TOF. Se presenta la
informacion referente a las caracteristicas de las muestras analizadas, modelo de MALDI-TOF y tipo de ensayo realizado, tiempos estimados del proceso o de
determinadas etapas, prueba utilizada como referencia, resistencias analizadas y antibidtico utilizado para la deteccion de la resistencia, sensibilidad y especificidad
expresada en porcentajes, y calidad del estudio evaluada mediante la herramienta de evaluacion de pruebas diagnésticas QUADAS-2110 (ver Anexo 1). En todos los
casos se trata de estudios de tipo experimental.

Resistencia /

Tipo de Modelo Prueba de antibiético Calidad del
Fuente N muestra Bacteria MALDI Metodologia Tiempo referencia probado Sens. Espec. estudio
18-24h | pop | fluoroquinolonas
Pardo 2016% 113 | aislados Enterobacteriaceae | VITEK MS? acetilacion’ +4h o q ) 98 100 ALTA
(C+) secuenciacion | / norfloxacino
. " . MALDI-TOF )
Oviafio 2017¢' |36 | aislados E. coliy K. Microflex LT | - etilacion | S0 ™M | gon cepas | MUoroauinolonas g1 y6q | AiTA
pneumoniae MSe ©) / ciprofloxacino
control
Idelevich 2018% | 24 | aislados K. pneumoniae Microflex LT | recimientor |40 (C) | CMI carbapenemas /|1 | 459 | ALTA
Biotyper meropenem
. . . Microflex LT . carbapenemas /
Idelevich 2018%° | 24 aislados P. aeruginosa ) crecimiento” | 18 h (C) | CMI 100 100 ALTA
Biotyper® meropenem
Idelevich 2018% | 28 | aislados Enterobacteriaceae | MSTOMOXLT | ocimiento” |4h(©) | CMI carbapenemas /|51 7 | 459 | ALTA
MSP meropenem
Lange 2014 | 108 | aislados | - Pneumoniae + [ Microflex LT ventor | 1h() | oM carbapenemas /| g7 5 | ga5 | ALTA
K. oxytoca MSe meropenem
Maxson 2017%" | 35 aislados S. aureus Autoflex III° crecimiento" 20h CMI qugroqumoanas 97 96 BAJA
(C+l) / ciprofloxacino
Maxson 20175 | 35 aislados S. aureus Autoflex III° crecimiento" 20h CMI penlqlhnas / 91 97 BAJA
(C+)) oxacilina
Maxson 20177 | 35 aislados S. aureus Autoflex IlIP crecimiento" 20h CMI cefalgsponnas/ 95 96 BAJA
(C+l) cefepima
Maxson 2017 |35 |aisldos | S.aureus Autoflex I° | crecimiento” | 20" oM glicopéptidos /| 4 | gg BAJA
(C+l) vancomicina
>
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Resistencia /

Tipo de Modelo Prueba de antibiético Calidad del
Fuente N muestra Bacteria MALDI Metodologia Tiempo referencia probado Sens. Espec. estudio
Sauget 2018 |61 | aislados E. coli Microflex LT | o ogimiento® | 2,50 () | CMI penicilinas / 100 |93 INTERMEDIA
MSP amoxicilina
Microflex LT cefalosporinas
Sauget 20187 62 aislados E. coli MSP crecimiento” | 2,5h () | CMI de 32 generacién | 94 93 INTERMEDIA
/ cefotaxima
. . Microflex LT - penicilinas /
Sauget 20187 103 | hemocultivo | E. coli crecimiento |2 h (l) CMI - 98 95 INTERMEDIA
MsP amoxicilina
. cefalosporinas
. . Microflex LT - L
Sauget 20187 103 | hemocultivo | E. coli MSP crecimiento” | 2 h () CMI de 3% generacion | 71 84 INTERMEDIA
/ cefotaxima
. 8-18 h | difusién en -
Josten 2014% 356 | aislados S. aureus VITEK MS? espectros' ©) agar meticilina 95 100 INTERMEDIA
Rhoads 2016 | 200 | aislados | >t ACUSTESISteNte | e e | aspectros | 00 988 | imicroarrays | meticiiina 3% o7 INTERMEDIA
a meticilina ©)
S. epidermidis 55 dias
Rhoads 2016'""" | 200 | aislados resistente a VITEK MS? espectros' (é) microarrays meticilina 6 98 INTERMEDIA
meticilina
Schuster 2018"2 | 344 | aislados Staphylococous - gy espectrog | (0718 N | difusionen | ina 89,7 |100 | INTERMEDIA
coagulasa-negativo © agar
Youn 2016% 140 | aislados Enterobacteriaceae mEDroﬂex b espectros’ <24h (C) caig:?on en carbapenemas 96 99 ALTA
PCR +
! secuenciacion
Su 2017 300 |esputos M. tuberculosis MassARRAY® | espectios: | <48h | (o e g antibisticos® | 72,4 92,4 | BAJA
Systemc (genes) (TOT) L
sensibilidad
NE
>
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Resistencia /

Tipo de Modelo Prueba de antibiético Calidad del
Fuente N muestra Bacteria MALDI Metodologia Tiempo referencia probado Sens. Espec. estudio
. . ) cefalosporinas
De Carolis 93 | hemocuttivo | = 1Y K Microflex LT | hiareisist <h - om de 3° generacién | 86,8 98,2 | ALTA
201770 pneumoniae MSP (ID+R) )
/ cefotaxima
Oviario 20162 | |19 |asladosy JBacios Mioroflex LT | pigreisis? 1h(C) |CMI+PCR | CaPaReNemas/ fay 1400 | ALTA
+20 | hemocultivo | Gram-negativos Biotyper imipenem
Choauet 2018 |85 | aislados Enterobacteriaceae | MSTOMOXLT i glisiet asmin | oy carbapenemas /| 1 | gy BAJA
MSP (I+R) imipenem
Hoyos-Mallecot 40 hemocultivo Enterobagterlaceae Microflex LT hidrlisis’ 4,5h RT-PCR carbapenemas / 100|100 INTERMEDIA
2014108 y P. aeruginosa MSP (I+R) ertapenem
Enterobacteriaceae . . .. | cefalosporinas
Jung 20144 15 | hemocultivo | (B-lactamasas Microflex LT 1 yrsiisiss oan(c) | M+ dfUSION | 40 as ceneracien | 100 | 100 | BAJA
MS® en agar )
clase C) / cefotaxima
Enterobacteriaceae ) . .. | cefalosporinas
Jung 201446 85 hemocultivo | (B-lactamasas Microflex LT hidrdlisis" 24 h (C) CMI + difusion de 3 generacién | 100 | 91,5 BAJA
MS® en agar )
clase A) / cefotaxima
Jung 20144 48 | hemocultivo | E. coli Microfiex LT | reiisist 241 (C) | CMI aminopeniciinas |1, 1409 | gaJA
MS® / ampicilina
Kempf2012¢ | 149 | aislados A. baumannii Ultraflex I° hidrolisis’ 220 ow carbapenemas / | 1 190 | ALTA
(C+) imipenem
Knox2017% | 129 | aislados | Cocios Gram- VITEKMS® | hidrdlisis’ 22h peg carbapenemas/ | gg 5 | 100 | INTERMEDIA
negativos (C+)) imipenem
. . . .. | cefalosporinas
Li 2018 105 | aislados Bacterias VITEKMS® | hidrélisis! 90min | CMI+ difusion | 4 as oeneracion | 855 889 | BAJA
Gram-negativas 0] en agar )
/ cefotaxima
. . .. | cefalosporinas
Li 2018% 105 |aislados | Cacterias VITEKMS* | hidrdlisis' an( | M+ dIUSION | o e generacion | 89,9 94,5 | BAJA
Gram-negativas en agar S
/ ceftazidima
9
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Resistencia /

Tipo de Modelo Prueba de antibiético Calidad del
Fuente N muestra Bacteria MALDI Metodologia Tiempo referencia probado Sens. Espec. estudio
Monteferante | 565 | aislados | Enterobacteriaceae | MM higsisis |18 h () | dfusionen - jcarbapenemas/ a1 400 | |NTERMEDIA
2016 MS! agar imipenem
Oviafio 20175 | 100 | aislados Enterobacteriaceae | MMM igiisis* | 18h(c) |TORF |camapenemas/ a4 | iNTERMEDIA
MSP secuenciacion | ceftriaxona
Oviafio 20175 | 100 | aislados | Enterobacteriaceae | Mo MM higrelisis |18 n(c) |FCR* |cabapenemas/ g, oy INTERMEDIA
MS secuenciacion | cefepima
Oviafio 20175 | 608 | urocultivo | = SOV K- Microflex LT | 1y yrslisiss o min- oy carbapenemas/ | 14y | 100 | INTERMEDIA
pneumoniae MSP (TOT) imipenem
Yu 2018% 385 |aislados | Enterobacteriaceae | oM LT | hiroisist NE CMi+PCR | CPapenemas/ gy 5 | 400 | ALTA
MS' ertapenem
Dortet 2018 | 175 | aislados Enterobacteriaceas | COMXLT i gligign | 40MIN oy carbapenemas / | 1, 109 | ALTA
Biotyper® (I+R) imipenem
Dortet 2018 | 175 | aislados Enterobacteriaceas | 1RO MS I irlisig= | 80MIN oy carbapenemas / | g5 | 400 | ALTA
Plus? (I+R) imipenem
Dortet 20182 | 175 | aislados Enterobacteriaceas | NCTOMOXLT 1y slisier S5 min - oy carbapenemas / | 1, g5 | ATA
Biotyper® (I+R) imipenem
K. pneumoniae,
E. coli, A. 50 min
Rapp 20187 |55 | aislados baumanni, P Microflex LT | piysiisis | 2120 [ omippor | C&Papenemas/ gy g
aeruginosa, MSP min imipenem
E. cloacae, P. (+R)
mirabilis
Hernandez . . b Arélisiai fluoroquinolonas
Egido 20181 56 aislados E. coli Autoflex Il hidrolisis 2h(l) CMI / ciprofioxacino 100 97,4 ALTA
Hernandez cefalosporinas
Eaido 201810 45 aislados E. coli Autoflex lI° hidrélisis™ 2h () CMI de 3% generacion | 100 | 90,5 ALTA
9 / cefotaxima
9
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Resistencia /

Tipo de Modelo Prueba de antibiético Calidad del
Fuente N muestra Bacteria MALDI Metodologia Tiempo referencia probado Sens. Espec. estudio
Hernandez . ' b v fiaial fluoroquinolonas
Egido 20181 18 hemocultivo | E. coli Autoflex lll hidrolisis 2h() ™I / ciprofioxacino 100 | 100 ALTA
Hernandez cefalosporinas
Eqido 20181 17 hemocultivo | E. coli Autoflex lIP hidrolisis™ 2h() CMI de 3% generacion | 100 | 91,7 ALTA
¢ / cefotaxima

(NE) no especificado
Empresas fabricantes: *Biomérieux (Marcy-I'Etoile, Francia), ®Bruker Daltonik (Bremen, Alemania), °Agena Bioscience™ (San Diego, EEUU)
Kits de hidrolisis comerciales o in-house: *MBT STAR®-Carba IVD Kit (Bruker Daltonics), **in-house Brest, ***in-house Colmar, ¢hidrdlisis + proteina ribosémica L34

Metodologias denominadas acorde con el punto 3.1 segun si detectan: (i) espectros identificativos de cepas resistentes, (ji) producto de hidrdlisis del antibidtico o de su acetilacion v (iv) cuantificacion del
crecimiento del microorganismo en presencia/ausencia del antibidtico. No se han encontrado estudios que especifiquen sensibilidad y especificidad para la metodologia (iii), basada en la deteccion de
incorporacion de '*C durante el crecimiento del microorganismo.

Datos de tiempo disponibles en los diferentes estudios para los distintos procesos implicados en la deteccion de resistencias: (C) cultivo bacteriano, (l) incubacion con antibiético, (ID) identificacion de la
especie bacteriana, (R) obtencion de los resultados de presencia de resistencias antimicrobianas, (TOT) proceso completo: desde recepcion muestra hasta andlisis de los datos.

$|soniazida, pirazinamida, etambutol, streptomicina, rifampicina, fluoroquinolona y etionamida.

Calidad del estudio: Alta, presenta menos de dos juicios negativos y/o inciertos; Intermedia, presenta dos juicios negativos y/o inciertos; Baja, presenta tres o mas juicios negativos y/o inciertos.
Determinada a partir de la herramienta QUADAS-2 (tabla de andlisis detallada en el Anexo 1).
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8. Evaluacion economica

Actualmente no se han encontrado estudios que valoren econémicamente
la implantacién de la tecnologia MALDI-TOF para la deteccion de resisten-
cias en los laboratorios de microbiologia clinica del Sistema Nacional de
Salud. Sin embargo, se ha demostrado que su uso para esta finalidad resulta
mas econémico que la deteccion de resistencias basada en la identificacion
genética de las mismas'!®, otra tecnologia que todavia se encuentra en fase
de desarrollo.
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9. Impactos

9.1 Impacto en salud

Un informe realizado conjuntamente por el ECDC y la Agencia Europea
del Medicamento (EMA por sus siglas en inglés) ya estimé que en 2007 las
infecciones por bacterias resistentes causaron la muerte a 25.000 pacientes
en la Unién Europea, Noruega e Islandia!'*. De hecho, en los tltimos afios se
ha producido un incremento preocupante en el nimero de infecciones pro-
vocadas por bacterias resistentes a antibidticos tanto en Espafia como en
Europa*. Un informe reciente de la OCDE estima que en Europa, Norte
América y Australia podrian morir 2,4 millones de personas entre 2015 y
2050 debido a infecciones causadas por microrganismos resistentes si no se
toman medidas para evitarlo’. El mismo documento indica que tres de cada
cuatro muertes debidas a dichas infecciones se evitarian implementando ac-
ciones en los centros sanitarios como promover una prescripciéon mas pru-
dente de los farmacos antibiéticos’. Asimismo, el informe JIACRA realiza-
do en Espafia también apunta hacia el uso descontrolado de los antibiéticos
como una de las principales causas de la prevalencia en aumento de mi-
croorganismos (multi)resistentes!’>. De hecho, Espafia se encuentra entre
los primeros paises del mundo en consumo de antibidticos sin que exista una
justificacién epidemioldgica®”!'e. Por este motivo, es urgente que los gobier-
nos se impliquen en actuar inmediata y activamente en esta direccién.

En este contexto, el Programa de Optimizacién del Uso de Antibiticos
(PROA)', de 2017, enmarcado dentro del Plan Nacional frente a la Resis-
tencia a los Antibidticos pone de manifiesto la “gran necesidad de la optimi-
zacion del diagndstico microbioldgico” y las limitaciones que actualmente
existen en cuanto al acceso y al uso de herramientas diagnésticas adecuadas
para llevar a cabo una prescripciéon empirica del agente antimicrobiano mas
conveniente a cada patologia infecciosa. Por consiguiente, es relevante la
implementaciéon de métodos que permitan un diagndstico rapido de las en-
fermedades infecciosas (y de hecho es una de las medidas a adoptar dentro
de las lineas estratégicas formuladas en el Plan Nacional frente a la Resis-
tencia a los Antibiéticos!!®) junto con el abordaje de las posibles resistencias
de las que puedan ser portadores. Asimismo, es importante promover y faci-
litar una aplicacion optima y rapida de los tratamientos, lo que supone no
solo eliminar efectivamente la infeccion en el paciente en el menor tiempo
posible y asi reducir la mortalidad®>''>'? sino que ademds evita que el paté-
geno genere nuevas resistencias que puedan ser transmitidas a otros mi-
croorganismos, evitando asi el riesgo de aparicién y diseminacién de enfer-
medades infecciosas multirresistentes.
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9.2 Impacto ético, social, legal, politico y
cultural de la implantacion de la tecnologia

El problema de salud en el que interfiere la tecnologia es un problema de
primer orden politico. Asimismo, existe un Plan Nacional frente a la Resis-
tencia a los Antibidticos que detalla las estrategias a nivel sanitario planifi-
cadas actualmente en esta direccidn en el Sistema Nacional de Salud. Sin
menospreciar la alta relevancia del mismo, el plan actual atin no contempla
aspectos como un plan de accién para dmbitos especificos asociados con la
deteccion de resistencias. Este &mbito concreto impactaria en la agenda po-
litica y estaria relacionado directamente con la tecnologia evaluada.

La cultura asistencial actual relacionada con los antibidticos estd asociada a
una cobertura poco especifica y que no contempla suficientemente las resis-
tencias en el primer estadio de la asignacion de tratamientos. La implemen-
tacion de la tecnologia MALDI-TOF en esta fase inicial, permitiria comba-
tir desde un principio las potenciales resistencias antimicrobianas, e
implicaria por tanto un cambio de paradigma en el manejo. Cabe destacar
que dichos handicaps se ven acentuados por el problema cultural general en
cuanto a la utilizacién de antibidticos tanto en atencidén primaria, como por
parte de los mismos pacientes y también de la industria agropecuaria.

9.3 Impacto econdmico de la tecnologia

Las infecciones causadas por microorganismos resistentes a los antibiéticos
suponen una elevada carga econdémica para los sistemas de salud!?''2%, El
informe conjunto del ECDC y la EMA publicado en 2009 ya estim6 en 1500
millones de euros anuales el coste para la sociedad europea derivado de las
infecciones provocadas por microorganismos resistentes. El estudio es com-
pleto y considera miiltiples factores, desde 10 millones de euros en consultas
externas a mas de 150 millones anuales de pérdida de productividad por
ausencias en el lugar de trabajo!''*. Los costes debidos a pérdida de produc-
tividad provocada por la mortalidad asociada a la infeccién se estimé en 450
millones de euros''*. Mds recientemente, el estudio de la OCDE menciona-
do en apartados anteriores (2018) estimé6 que las complicaciones derivadas
de dichas infecciones pueden llegar a costar una media de $3500 millones
anuales a sus paises miembros, lo que equivale al 10% del total de los costes
sanitarios derivados de enfermedades infecciosas’. Dicho estudio indica que
este sobrecoste viene dado por pruebas diagndsticas adicionales, incremento
de la estancia hospitalaria (méas del 50% de los costes adicionales), y el uso
de farmacos antibidticos de segunda linea o combinaciones de ellos.
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Concretamente, en Espafia, teniendo en cuenta los 180.600 pacientes infec-
tados por bacterias resistentes estimados para el 2018 por el estudio realiza-
do por la SEIMC®! por un lado, y el sobrecoste aproximado de 1100 por
paciente que sufre una infeccion resistente a antibidticos estimado por un
estudio de Touat y colaboradores (realizado a partir de datos de la Direction
Générale de la Sanité de Francia de 2012)* por el otro, se podria considerar
que el sobrecoste anual para el Sistema Sanitario Espafiol provocado por
estas infecciones seria de aproximadamente 200 millones de euros. Cabe re-
calcar que Touat y colaboradores calcularon dicho sobrecoste en base al in-
cremento en el tiempo de hospitalizacién de los pacientes, el cual se estim6
en 1,6 + 16 dias adicionales®, por lo que el sobrecoste real, considerando las
demads variables, probablemente sea superior, tal y como indica el estudio de
la OCDE'.

Por todo ello, cada vez es mas habitual la implementacion de programas de
gestion del uso de antimicrobianos en los hospitales y centros sanitarios, los
cuales se ha observado que resultan coste-efectivos'?, y se estima que supo-
nen un ahorro de $1,5 por cada ddlar invertido’. Precisamente, una de las
medidas que se contempla en estos programas es la mejora en el diagndstico
de las enfermedades infecciosas!'’, lo que podria incluir la deteccién rapida
de resistencias antimicrobianas mediante MALDI-TOF.

No se han encontrado estudios que valoren especificamente el impacto eco-
noémico que tendria, sobre los costes indicados, identificar mediante MAL-
DI-TOF resistencias a antibioticos en pacientes con enfermedades infeccio-
sas. No obstante, vale la pena mencionar que hay evidencias de que la
tecnologia permite reducir los costes de identificacion de los microorganis-
mos causantes de dichas enfermedades en los hospitales®1?3126 especialmen-
te cuando su implementacién va acompafiada de un programa de gestion del
uso de antimicrobianos!'!*129127 Esto, ademads de disminuir la mortalidad aso-
ciada a la infeccion®'"%, genera un ahorro asociado principalmente a la es-
tancia hospitalaria (1,6-6,6 dias dependiendo del tipo de paciente y uni-
dad)*. Asi, por ejemplo, la aplicacién de dicha combinacién en el Sistema
Sanitario supondria un ahorro para los hospitales de hasta $2439 por pacien-
te segtin Patel y colaboradores'”, de $3411 segtin Lockwood y colaborado-
res'?’ o de $19.5471% y de $26.298% por cada paciente segin los estudios de
Perez y colaboradores. Por otro lado, calculado por afio ganado ajustado por
calidad de vida (AVAC), el ahorro subiria hasta $29.205 segtin Pliakos y co-
laboradores!?’.
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10. Difusion e introduccion
esperada de la tecnologia

Dado que la tecnologia actualmente ya se encuentra en uso en mas de un
60% de los laboratorios de microbiologia clinica de los hospitales espafioles
para su aplicacioén en el diagnostico rapido de enfermedades infecciosas, y
que la metodologia para el analisis de sensibilidad y resistencias antimicro-
bianas mediante MALDI-TOF implicaria afiadir un nimero reducido de
pasos a los protocolos en uso, seria esperable que su aplicacion fuera facil-
mente extensible a este fin dentro del procedimiento diagnéstico de rutina
de estas enfermedades. Precisamente, el PROA indica que una de las medi-
das prioritarias para mejorar el uso de los antibidticos, sobre todo en los
hospitales, es la optimizacién del diagndstico de las enfermedades infeccio-
sas,ya que una de las dificultades detectadas en el Sistema Sanitario Espaifiol
es una “disponibilidad o acceso limitado a técnicas de diagndstico microbio-
16gico”!'”. Esto vendria especialmente facilitado si salieran al mercado me-
todologias comerciales basadas en la espectrometria de masas por MALDI-
TOF preparadas para su uso dentro del &mbito de la microbiologia clinica
(como el MBT STAR-Carba Assay de Bruker Daltonik), y por el desarrollo
de protocolos preparados para el analisis directo (sin necesidad de cultivo
previo del microorganismo) a partir de muestras de pacientes.

No obstante, si bien los valores de sensibilidad y especificidad encontrados
en la evidencia disponible (ver punto 6.2) validaria la implementacién de la
espectrometria de masas MALDI-TOF como prueba clave en el proceso de
determinacion de resistencias y andlisis se sensibilidad antimicrobiano, dada
la calidad metodoldgica de los estudios y bajo unos paradigmas de uso pru-
dente de la innovacién, la practica clinica mas esperable a corto-medio plazo
para esta tecnologia seria, conjuntamente con las pruebas de sensibilidad
convencionales (CMI y difusién en agar), como método confirmatorio de la
presencia de resistencias en patdgenos previamente identificados.
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11. Recomendaciones e
investigacion en curso

11.1 Investigacion en curso

Los principales objetivos de la investigacion experimental que actualmente
se estd llevando a cabo sobre la deteccion de resistencias microbianas me-
diante MALDI-TOF son: (i) optimizar los protocolos para minimizar el
tiempo de preparacion de la muestra (incluido el cultivo del microorganis-
mo)>61Le869.7374 (jj) incrementar el niimero de resistencias y antibiéticos ana-
lizables>#°!, (iii) disefar protocolos que permitan la identificacion simulta-
nea de varias resistencias en distintos microorganismos**'?, (iv) mejorar los
protocolos existentes para que sea posible trabajar directamente a partir de
muestras de pacientes®®, incluso aquellos que padecen una infeccion provo-
cada por mas de un patogeno, y (v) dotar las bases de datos de informacién
que permita mejorar la capacidad de identificacién de las mismas en cuanto
a precisién y a nimero de resistencias y de patdgenos identificables’.
Cabe destacar que no se han encontrado ensayos clinicos en marcha en este
momento

11.2 Guias y directrices

No se han encontrado directrices, guias ni recomendaciones en cuanto al uso
de los espectrometros de masas en los laboratorios de microbiologia clinica
para la deteccion de resistencias més alld de los manuales que los fabricantes
ponen a disposicion de los usuarios. Si bien cabe destacar que la Sociedad
Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC),
dentro de sus recomendaciones sobre Métodos microbiolégicos para la vigi-
lancia del estado de portador de bacterias multirresistentes destaca la po-
tencial aplicabilidad de la tecnologia MALDI-TOF para la deteccion de re-
sistencias en los laboratorios de microbiologia clinica’>. De hecho, de
acuerdo con los expertos consultados durante la elaboracién del informe, en
breve estara disponible un protocolo, elaborado por la SEIMC, para el uso
de la espectrometria de masas MALDI-TOF para andlisis de infecciones en
microbiologia clinica.

Sin embargo, a partir de los distintos estudios experimentales consultados
para el presente informe, se destacan las siguientes recomendaciones meto-
doldgicas para el uso de MALDI-TOF para la identificacién de resistencias
y analisis de sensibilidad antimicrobianos:
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— Matriz. La naturaleza de la matriz (el compuesto que protege las
moléculas analizadas del laser y ayuda a su ionizacién) puede in-
terferir en la deteccién de ciertas resistencias. Por ejemplo, en el
caso de la deteccion de B-lactamasas la matriz estdndar usada para
la deteccidon de microorganismos, CHCA, genera un dimero que se
observa a una m/z de 380, muy similar, por ejemplo, al pico que pro-
duce el meropenem intacto (384,5 m/z)'*. Por tanto, debe utilizarse
otra matriz, como el 4cido dihidrobenzoico®'.

— Rango m/z analizado

— Preparacién de la muestra.

Medio de cultivo. Puede provocar excesivo ruido de fondo impi-
diendo la clara identificacién de los espectros.

Tiempo de cultivo del microorganismo con/sin antibiético. Un
tiempo insuficiente o excesivo de cultivo puede dar lugar a un
contenido molecular por debajo o por encima de los limites de
resolucién de la tecnologia.

11.3 Puntos clave

56

Seria conveniente disponer de estudios clinicos aleatorizados y a ciegas
realizados en el ambito espaiiol (o, en su defecto, europeo) que valoren
la especificidad y sensibilidad de la técnica en un nimero suficiente-
mente elevado de muestras de pacientes como para establecer estima-
ciones adecuadas en cuanto a sensibilidad y especificidad.

Se requiere la elaboracién de bases de datos que permitan ampliar y
evaluar con alta precision el elenco de microorganismos y resistencias
detectables actualmente.

Es imprescindible la elaboracién de protocolos estandarizados, valida-
dos y efectivos. Los existentes hoy dia en la literatura son altamente he-
terogéneos, basicamente porque proceden de estudios experimentales.

Se requieren estudios del impacto de la integracidn de esta tecnologia
en la marcha del laboratorio (workflow) y en los protocolos actuales.

Se recomienda realizar algin estudio de impacto presupuestario o cos-
te-efectividad de la implementacién, idealmente, asociados a ensayos
(piggy-back trials).

A continuacidn, se listan distintas variables de resultado operativas
para futuras evaluaciones de la implementacién de la deteccién de re-
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sistencias antimicrobianas mediante espectrometria de masas MAL-
DI-TOF.

1. Sensibilidad y especificidad de las resistencias detectadas
2. Reproducibilidad de los resultados: inter- e intra-laboratorios

3. Tiempo de obtencién de los resultados: inferior/superior a 24-48 ho-
ras

4. Elenco de microorganismos sobre el que es aplicable: nimero gran-
de/reducido; microorganismos considerados prioritarios

5. Nivel de conocimientos técnicos necesarios: existencia de tecnolo-
gias/protocolos comerciales disefiados para microbiologia clinica;
requerimiento de personal especializado

. Tiempo efectivo de técnico empleado
. Eliminacién de otras técnicas o mantenimiento de las anteriores

. Coste por muestra analizada

O 0 3 O

. Impacto sobre el paciente
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13. Anexos

Anexo 1. Evaluacion de la calidad de la evi-
dencia

Con el fin de evaluar la calidad de los estudios identificados que presentan
datos de sensibilidad y especificidad sobre la detecciéon de mecanismos de
resistencia mediante espectrometria de masas MALDI-TOF se sigui6 la me-
todologia de la herramienta QUADAS-2". Para ello se plante¢ la siguiente
pregunta de revision: ;Es la tecnologia MALDI-TOF sensible y especifica para
la deteccion de resistencias a antibioticos?

Se evaluo el riesgo de sesgo de cada estudio para los dominios que se listan
a continuacion considerando, en cada caso, distintas preguntas orientativas:

1. Modo de seleccién de las muestras.

i. ¢Las muestras fueron seleccionadas de forma aleatoria o conse-
cutiva?

ii. ¢Se evitaron exclusiones inapropiadas?

2. Interpretacion de los resultados de la prueba indice (MALDI-TOF).

i. ¢Fueron los resultados de la prueba indice interpretados sin co-
nocimiento de los resultados de la prueba de referencia?

ii. Sise utilizé un umbral para definir los resultados positivos y ne-
gativos de la prueba indice, ;fue especificado previamente?

3. Caracteristicas de la prueba de referencia.

1. (Es probable que la prueba de referencia valore correctamente
la condicién diana (presencia de resistencias)?

ii. ¢Fueron los resultados de la prueba de referencia interpretados
sin conocimiento de los resultados de la prueba indice?
4. Flujo y tiempos en relacion al procesamiento de las muestras.

i. ¢Se aplicé una prueba de referencia a todas las muestras?

ii. (Fue aplicada en todas las muestras la misma prueba de referen-
cia?

iii. (Fueron todas las muestras incluidas en el andlisis?

Para evaluar la aplicabilidad de cada estudio y si existe preocupacién acerca
de que el objetivo del estudio no coincida con la pregunta de revision se tuvo
en cuenta:
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1. Si existe preocupacion acerca de que la muestra del estudio sea ade-
cuada para responder la pregunta de revision.

2. Si existe preocupacién de que la ejecucion de la prueba indice o su
interpretacion no coincidan con la pregunta de revision.

3. Si hay preocupacién de que la condicién diana (presencia de resis-
tencia a antibi6ticos), clasificada como tal a través de la prueba de
referencia, difiera de la poblacidn a la cual estaba dirigida la pregun-
ta de revision.

Cada uno de los dominios fue valorado de alto riesgo de sesgo/preocupacion
de aplicabilidad si la respuesta a una o més preguntas fue negativa, de bajo
riesgo si la respuesta a todas las preguntas fue afirmativa, o de riesgo incier-
to si no se disponia de informacién suficiente para emitir un juicio. Final-
mente, la calidad del estudio se considerd alta cuando el estudio presentd
menos de dos dominios con juicio negativo y/o incierto, intermedia cuando
presentd dos juicios negativos y/o inciertos, y baja cuando presento tres o
ma4s juicios negativos y/o inciertos. A continuacion, se presentan los resulta-
dos de la evaluacion de la calidad de los distintos estudios (Tabla Al y Fig.
Al).
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Tabla A1. Resultados de la evaluacién de los estudios detectados que valoran la sensibilidad y la especificidad de la tecnologia MALDI-TOF para la deteccién de
mecanismos de resistencia antimicrobianos.

RIESGO DE SESGO PREOCUPACION SOBRE APLICABILIDAD
Seleccion Prueba Pruebade Flujoy Seleccion Prueba Prueba de
Estudio de muestras indice referencia tiempos de muestras indice referencia CALIDAD
Pardo 2016% Alto Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Alta
Oviario 2017°' Alto Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Alta
Idelevich 2018%° Bajo Alto Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Alta
Idelevich 2018% Bajo Alto Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Alta
Lange 2014 Alto Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Alta
De Carolis 20177® Alto Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Alta
Maxson 2017°" Alto Alto Bajo Alto Bajo Bajo Bajo Baja
Sauget 2018 Dudoso Alto Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Intermedia
Josten 2014 Alto Bajo Bajo Alto Bajo Bajo Bajo Intermedia
Rhoads 2016'"" Alto Alto Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Intermedia
Schuster 20182 Alto Dudoso Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Intermedia
Youn 2016 Alto Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Alta
Su 2017° Alto Alto Bajo Alto Bajo Bajo Bajo Baja
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RIESGO DE SESGO PREOCUPACION SOBRE APLICABILIDAD

Seleccion  Prueba Pruebade Flujoy Seleccion Prueba Prueba de
Estudio de muestras indice referencia tiempos de muestras indice referencia CALIDAD
Oviario 2016% Alto Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Alta
Choquet 20187 Dudoso Alto Bajo Alto Bajo Bajo Bajo Baja
Hoyos-Mallecot 2014'% Alto Alto Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Intermedia
Jung 20144 Alto Bajo Alto Alto Bajo Bajo Bajo Baja
Kempf 2012 Alto Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Alta
Knox 2017 Alto Alto Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Intermedia
Li2018% Alto Alto Bajo Alto Bajo Bajo Bajo Baja
Monteferrante 201677 Alto Alto Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Intermedia
Oviafio 2017° Alto Alto Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Intermedia
Oviafio 2017° Alto Dudoso Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Intermedia
Yu 2018% Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Alta
Dortet 20187 Alto Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Alta
Rapp 20187 Alto Dudoso Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Intermedia
Hernandez Egido 2018'*® Alto Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Alta
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Figura A1. Resultados de la evaluacion de la calidad de los estudios que han analizado la sensibilidad y
especificidad de MALDI-TOF como prueba diagndstica para detectar mecanismos de resistencia a
antibidticos en microorganismos causantes de infecciones.
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