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Resumen

La espectrometria de masas (MALDI-TOF MS) permite la identificaciéon de
microorganismos directamente de las colonias en pocos minutos. En este
estudio se ha desarrollado y evaluado un protocolo reducido para identificar
microorganismos directamente de las botellas de hemocultivos positivos en
30 minutos con una alta sensibilidad y especificidad, utilizando MALDI-
TOF. Un total de 2535 hemocultivos positivos fueron estudiados por el
método directo de MALDI-TOF MS, a partir de una alicuota de sangre de las
botellas y el método de colonia, utilizando los cultivos desarrollados en me-
dios sélidos. Del total de hemocultivos positivos incluidos en este estudio,
2381 (93,9%) fueron monomicrobianos 'y 146 (5,8%) polimicrobianos. Mil
trescientos treinta (55,9%) de los aislamientos correspondieron a cocos
gram positivos, 922 (38,7%) a bacilos gram negativos, 60 (2,5%) a anaero-
bios, 36 (1,5%) a bacilos gram positivos y 13 a levaduras. La concordancia
global entre ambos métodos fue del 81,7% a nivel de especie (90,0% para
bacilos gram negativos, 76,7% para cocos gram positivos y 33,3% para
bacilos gram positivos). Se identificé al menos un germen en el 88% de las
botellas positivas con desarrollo polimicrobiano. Los resultados del presente
estudio demostraron que el protocolo basado en MALDI-TOF MS permite
la identificacién microbiana directamente de hemocultivos positivos en un
tiempo corto, con una alta precisién, con excepcién de los bacilos gram
positivos.

Palabras clave: Identificaciéon directa de microorganismos; Hemocultivos;
Espectrometria de masas; MALDI-TOF

Direct identification of microorganisms in positive blood
culture bottles by mass spectrometry (MALDI-TOF MS)

Abstract

Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) enables the identification of microorganisms directly from
colonies within minutes. In this study this technology was adapted and
tested for use with blood culture bottles, thus allowing identification in 30
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minutes once the blood culture is detected as positive by the automate. A total of 2535 blood culture
bottles reported as positive were tested by MALDI-TOF MS directly from positive blood culture bottles
and colonies. A total of 2381 (93.9%) and 146 (5.8%) of the positive blood cultures were monomi-
crobial and polymicrobial, respectively. And 1330 (55.9%), 922 (38.7%), 60 (2.5%), 36 (1.5%) and
13 of the isolates were gram-positive cocci (GPC), gram-negative bacilli (GNB), anaerobic bacteria,
gram-positive bacilli (GPB) and yeast respectively. Concordance between both methods was 81.7%
(76.7% of GPC, 90% of GNB, 74.2% of anaerobic bacteria and 33.3% of GPB) in monomicrobial
cultures. Eighty eight per cent of the polymicrobial cultures were identified correctly in at least one of
the two bacteria. The results of the present study show that this fast, MALDI-TOF MS based method
allows microbial identification directly from positive blood culture in a short time, with a high accu-
racy, with the exception of gram-positive bacilli.

Keywords: Direct identification of microorganisms; Blood culture; Mass spectrometry; MALDI-TOF

Identificagcdo direta de microrganismos em frascos de hemoculturas positivas
utilizando espectrometria de massas (MALDI-TOF MS)

Resumo

A espectrometria de massa (MALDI-TOF MS) permite a identificagdo de microorganismos diretamen-
te das colénias em minutos. Nesse estudo, foi desenvolvido um protocolo reduzido para identificar
microrganismos diretamente das garrafas de hemoculturas positivas em 30 minutos com alta sensibi-
lidade e especificidade, utilizando MALDI-TOF. Um total de 2535 hemoculturas positivas foram rela-
tadas -o método direto de MALDI-TOF MS, a partir de uma aliquota de sangue dos vidros e o método
de colénia, a partir das culturas desenvolvidas em meios sélidos. Do total de hemoculturas positivas
incluidas neste estudo, 2.381 (93,9%) eram monomicrobianas e 146 (5,8%) eram polimicrobianas.
Mil trezentos e trinta (55,9%) dos isolados corresponderam a cocos gram-positivos, 922 (38,7%)
bacilos gram-negativos, 60 (2,5%) anaerdbios, 36 (1,5%) bacilos gram-positivos e 13 leveduras.
A concordéncia geral entre os dois métodos foi de 81,7% em nivel de especie (90,0% para bacilos
gram-negativos, 76,7 % para cocos gram-positivos e 33,3% para bacilos gram-positivos). Pelo menos
um germe foi identificado em 88% dos vidros positivos com desenvolvimento polimicrobiano. Os
resultados do presente estudo demonstraram que o protocolo baseado em MALDI-TOF MS permite a
identificacdo microbiana diretamente de hemoculturas positivas em um curto espago de tempo, com
alta precisdo, com excegdo de bacilos gram-positivos.

Palavras-chave: Identificacdo direta de microorganismos. Hemoculturas; Espectrometria de massas;
MALDI-TOF

varian segun el método de extraccion de proteinas uti-

Introduccién

La identificacion directa de bacterias y levaduras por
MALDI-TOF, a partir de una botella de hemocultivo
positiva representa un aporte importante en el manejo
clinico de las bacteriemias y funguemias, ya que dismi-
nuye los tiempos del proceso de identificacion. Ade-
mas, permite instaurar o modificar tratamientos anti-
microbianos con un conocimiento del microorganismo
implicado a nivel de género y especie, pocos minutos
después de ser informado el hemocultivo como positivo
(1) (2) (3) (4). En pacientes que reciben tratamiento
empirico apropiado, la mortalidad se reduce significati-
vamente (5) (6) (7) (8) (9).

Los resultados de la identificacion directa del he-
mocultivo detectado como positivo por MALDI-TOF
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lizado, como lo demuestra la bibliografia internacional.
La Scola et al. (6) en un estudio que incluy6é mas de 500
hemocultivos, refirieron una identificacion correcta
del 66% (91% de las bacterias gram negativas y 49% de
las gram positivas), Prod’hom et al. (8) con un menor
numero de hemocultivos, mostraron una identificacion
correcta del 79% (90% de las bacterias gram negativas y
73% de las gram positivas) y Stevenson el al. (5) refirie-
ron en conjunto, una identificacién del 76,4% en 212
hemocultivos positivos.

La correlacion fue menor en bacterias gram positi-
vas (31,8% a nivel de especie y 64,8% a nivel de géne-
ro), principalmente en la identificacion a nivel de espe-
cie en estafilococos coagulasa negativos y Staphylococcus
aureus. En cuanto a las funguemias, de las 18 detectadas



por cultivo, s6lo una se identific6 mediante MALDI-
TOF (1) (5) (6) (7) (8) (10) (11) (12).

Todos estos estudios demostraron las ventajas de
la espectrometria de masas MALDI-TOF aplicada a la
identificacion directa a partir de hemocultivos posi-
tivos. Sin embargo, la metodologia incluye varios pa-
sos con diversos reactivos y centrifugaciones, lo que
dificulta la realizacién de la técnica en la rutina dia-
ria (5) (6) (13) (14) (15). En este laboratorio se ha
desarrollado un protocolo reducido para concentrar
los microorganismos intactos, eliminando las células
sanguineas, ya que las proteinas presentes en los glo-
bulos rojos y blancos y en el suero pueden originar
picos espectrales que interfieren en la identificacion.
En este trabajo se demuestra la capacidad de esta es-
trategia para identificar microorganismos utilizando
MALDI-TOF directamente de las botellas de hemocul-
tivos positivos en 30 minutos con una alta sensibilidad
y especificidad. Para ello se compararon los resultados
de la espectrometria de masas MALDI-TOF para la
identificaciéon de microorganismos directamente des-
de botellas de hemocultivos (MSD) detectadas como
positivas utilizando el procedimiento estandarizado en
el laboratorio frente a la identificacion a partir de co-
lonia (MC) en medio solido.

Materiales y Métodos

Se estudiaron los hemocultivos positivos (HP) regis-
trados entre el 1/11/2013 y el 30/4/2018 en el Labo-
ratorio de Microbiologia Clinica de la institucién. Se
incluyeron en el estudio 2535 hemocultivos detectados
como positivos por el equipo BACTEC FX (Becton Dic-
kinson) a los cuales se realiz6 el método directo de es-
pectrometria de masas (MSD), a partir de una alicuota
de sangre de las botellas y el método de colonia (MC),
a partir de los cultivos desarrollados en medios s6lidos.
Las botellas analizadas correspondieron a los medios
de cultivo Plus Aerobic/E, Plus Anaerobic/Fy Peds Plus//F,
para cultivo aerébico, anaerobio y de especimenes pe-
diatricos, respectivamente. A cada paciente se le tomé
un set de hemocultivos correspondientes a 2 o 3 veno-
punciones, con un intervalo de tiempo aproximado en-
tre ellas de 30 minutos. En general, se utilizaron dos
botellas aerobias y una anaerobia o una botella aerobia
y una anaerobia por set (16).

I. Procesamiento de los hemocultivos positivos
por el método de colonia

A partir de la botella positiva de hemocultivo se rea-
liz6 la coloracion de Gram y el subcultivo en agar san-
gre, agar chocolate, ChromID CPS (bioMeérieux®, Marcy,
I’Etoile, Francia) y caldo cerebro corazén (Laboratorios
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Britania, Argentina). Los medios de cultivo se incuba-
ron 24 h en estufa de dioxido de carbono a 35 °C. Los
hemocultivos positivos con bacterias anaerobias fueron
cultivados en agar sangre Brucella (Laboratorios Brita-
nia, Argentina) suplementado con hemina (5 pg/mL) y
vitamina K1 (1 pg/mL) e incubados en condiciones de
anaerobiosis por un periodo de 2-7 dias. A partir del de-
sarrollo en los subcultivos se realiz6 la identificacion de
las colonias aisladas por MALDI-TOF MS. En caso de es-
treptococos del grupo wviridans'y Streptococcus pneumoniae
se agrego la prueba de solubilidad en bilis y de optoqui-
na, segin recomendaciones del fabricante (Bruker Diag-
nostics). Las identificaciones de Streptococcus pyogenes 'y
Streptococcus dysgalactiae fueron confirmadas con las prue-
bas de sensibilidad a bacitracina, pirrolidonilarilamidasa
(PYR) y aglutinacion con particulas de latex para confir-
mar que se trataba de estreptococos del grupo A, C o G.

[1. Procesamiento de los hemocultivos positivos
por el método directo de espectrometria de masas
MALDI-TOF

1. Bacterias

Una alicuota de 6 mL de cada botella de HP se co-
loc6 en un tubo Vacutainer con gel separador (BD
Vacutainer®) y se centrifugé a 3000 r.p.m. durante 20
minutos, para eliminar las células sanguineas, las pro-
teinas de la sangre y del caldo de cultivo. Se descart6
la mayor parte del sobrenadante dejando aproxima-
damente 1 mL para resuspender los microorganismos
depositados en la superficie del gel. La suspension
bacteriana se colocé en un tubo Eppendorf con 1 mL
de agua destilada estéril y se dejo a temperatura am-
biente por 5 minutos para el lisado de los hematies
remanentes. Luego, se centrifugé en una ultracentri-
fuga (Giumelli® Z-127-D, Argentina) a 13 000 r.p.m.
por 2 minutos, se eliminé el sobrenadante y se reservo
el pellet para su analisis inmediato por espectrometria
de masas (Fig. 1).

2. Levaduras

En el caso de la observacion de levaduras en la co-
loracion de Gram, se colocaron 2 mL del caldo del
HP en un tubo Eppendorf. Se centrifugé 2 minutos a
13 000 r.p.m. Se descarté el sobrenadante, se agregaron
2 mL de agua estéril, se agit6 en vortex 1 min y se in-
cub6 la suspensién por 5 min a temperatura ambiente,
para permitir la lisis de los glébulos rojos. Se centrifugé
nuevamente a 13 000 r.p.m. durante 2 min para sedi-
mentar las levaduras. En el caso de observarse en la su-
perficie del pellet una capa de hematies, se eliminé con
pipeta. Finalmente, el sedimento de levaduras libre de
células sanguineas se utilizé para el analisis por espec-
trometria de masas (Fig. 2).

Acta Bioquim Clin Latinoam 2022; 56 (1): 17-31
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Figura 2. Levaduras.

[11. Extraccién de proteinas y analisis por
MALDI-TOF

Se deposité 1 pL del pellet de 1I-1 o II-2 por dupli-
cado sobre una placa de acero de analisis (Bruker
Daltonics®, Bremen, Alemania); los pocillos fueron
cubiertos con 1 pL. de 4cido férmico (Fluka, Alema-
nia) al 70% para bacterias y al 100% para levaduras.
Luego de secarse, los pocillos fueron cubiertos con
1 pL. de matriz [solucién saturada de acido o-ciano-
4-hidroxicindmico (HCCA; Bruker Daltonics) en 50%
de acetonitrilo y 2,5% de acido trifluoroacético]. Fi-
nalmente, la placa se colocé en el equipo y se realizé el
andlisis utilizando Microflex LT/ FlexControl (version 3.1

Acta Bioquim Clin Latinoam 2022; 56 (1): 17-31

Bruker Daltonics). Para la calibracién del espectréome-
tro se utiliz6 un estandar, un extracto de proteinas de
una cepa de Escherichia coli DH5 péptido alfa, que po-
see proteinas adicionales (BTS; Bruker Daltonics®). El
BTS se utiliz6 también como control positivo para va-
lidar las corridas. Los espectros obtenidos fueron ana-
lizados por el software MALDI Biotyper RTC 3.0 (Bruker
Daltonics®, Bremen, Alemania). Se compararon con
una base de datos y se les asigné un score. Se conside-
raron validas las identificaciones con score 21,700 para
género y especie, segun los criterios aceptados por la
literatura internacional (5) (6) (13) (14) (15) (17). El
tiempo de lectura e interpretacion aproximado fue de
1 minuto por pocillo.



Resultados

Del total de hemocultivos positivos incluidos
(2535) en este estudio, 2381 (93,9%) fueron mono-
microbianos. Mil trescientos treinta (55,9%) de los
aislamientos correspondieron a cocos gram positivos,
922 (38,7%) a bacilos gram negativos, 60 (2,5%) a
anaerobios, 36 (1,5%) a bacilos gram positivos, 13 a
levaduras y 20 a otros microorganismos. Ocho mues-
tras informadas como positivas por el dispositivo BAC-
TEC FX fueron negativas por cultivo y coloracion de
Gram (consideradas como falsos positivos). En estos
casos no revelaron una identificacion confiable (score
<1,700) por MSD.

El método directo logré la identificacion correcta a

Uso de MALDI-TOF en hemocultivos 21

nivel de género y especie en el 81,9% y 81,7% respec-
tivamente de los hemocultivos evaluados, con un score
=1,700. No se observé ninguna diferencia en la identi-
ficacion a nivel de especie con score de 1,700 a 2,000 y
=>2,000 al confirmar los resultados con el analisis de una
colonia aislada por espectrometria de masas.

Las identificaciones fueron coincidentes por ambos
métodos en el 90,0% de los casos entre los bacilos gram
negativos, 76,7% para los cocos gram positivos y 33,3%
para los bacilos gram positivos (Tabla I).

El presente estudio incluy6 922 bacilos gram negati-
vos. El método directo permitio la identificacion a nivel
de especie para Enlerobacterales en 674 de 713 botellas de
hemocultivos (94,5%), y a nivel de género en 681 de 713
botellas (95,5%).

Tabla |. Identificacién de bacterias y levaduras directamente de hemocultivos positivos por espectrometria de masas MALDI-TOF.

Aislamientos Identificacion de los HP con el método
] ) testados directo por MALDI-TOF MS (MSD)
Microorganismos MC) N° ID Scores
(n) correctas erréneas <1,7 1,7-2,0 >2,0
Bacilos gram negativos 922 842 80 137 705
Enterobacterales 713 681 32 75 606
BGNNF 201 153 48 62 91
Otros BGN 8 8 8
Cocos gram positivos 1330 1020 7 303 497 530
Staphylococcus epidermidis 623 465 158 286 179
Staphylococcus aureus 234 194 40 80 114
Otros SCN 242 185 56 74 111
Enterococcus spp. 69 67 2 9 58
Streptococcus spp. 131 93 7 31 42 58
Otros CGP 31 16 15 6 10
Anaerobios 60 46 14 17 29
Levaduras 13 1 2 10 1
Candida parapsilosis 6 6 5 1
Candida guilliermondii 1 1 1
Candida albicans 1 1
Trichosporon asahii 5 4 1 4
Bacilos gram positivos 36 12 24 6 6
Otros microorganismos 20 20 6 14
Campylobacter jejuni 4 4 2 2
Campylobacter fetus 1 1
Haemophilus influenzae 13 13 3 10
Neisseria meningitidis 1 1 1
Total 2381 1951 7 423 673 1285

HP: Hemocultivos positivos; MC: método de colonia; otros BGN: incluye bacilos gram negativos de la familia Aeromonadaceae; BGNNF: bacilos

gram negativos no fermentadores; SCN: estafilococos coagulasa negativos; CGP: cocos gram positivos; ID: identificados/identificacion.
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Las especies dentro del complejo Enterobacter cloacae
no pueden separarse definitivamente (19) (20). En el
estudio, MALDI-TOF MS identific6 59 de los 63 hemo-
cultivos como miembros del complejo Enterobacter cloa-
cae (93,7%). En el 71,4% de los casos la identificacion

se logré con un score 22,000 (Tabla II).

Los resultados demostraron que MALDI-TOF MS permi-
ti6 una excelente identificacion, a nivel de especie, para to-
das las enterobacterias estudiadas, a excepcion de Salmonella
spp., en la que la identificacion solo se logré a nivel de gé-
nero. En 7 HP con bacilos gram negativos, el método direc-
toy el método de colonia los identific6 como Salmonella spp.

Tabla Il. Identificacion de bacilos gram negativos directamente de hemocultivos positivos por espectrometria
de masas MALDI-TOF.

Aislamientos Identificacidn de los HP con el
testados meétodo directo por MALDI-TOF MS
Microorganismos we) " Scores
(n) <1,7 1,7-2,0 >2,0
Bacilos gram negativos
Enterobacterales
Escherichia coli 374 358 16 22 336
Klebsiella pneumoniae 150 144 6 7 137
Klebsiella oxytoca 20 20 2 18
Complejo Enterobacter cloacae 63 59 4 14 45
Enterobacter aerogenes 10 1 9
Citrobacter freundii 11 2 2
Morganella morganii 10 10 10
Serratia marcescens 43 40 3 22 18
Salmonella spp. 7 7! 7
Proteus mirabilis 20 20 4 16
Providencia stuartii 2 2 2
Pantoea agglomerans 1 1 1
Yersinia enterocolitica 2 2 1 1
Aeromonadaceae
Aeromonas spp. 8 82 8
Total 721 689 32 75 614
Bacilos gram negativos no fermentadores
Pseudomonas aeruginosa 83 76 7 18 b8
Pseudomonas putida 8 5 3
Stenotrophomonas maltophilia 57 38 19 32 6
Acinetobacter baumannii 18 17 1 1 16
Acinetobacter pittii 4 4 1 3
Acinetobacter Iwoffii 2 2 1 1
Acinetobacter nosocomialis 1 1 1
Acinetobacter radioresistens 1 1 1
Complejo Burkholderia cepacia 8 6 3
Achromobacter xylosoxidans 6 3 3
Otros BGNNF 13 0 13
Total 201 153 48 62 91
Total 922 842 80 137 705

HP: Hemocultivos positivos; MC: método de colonia; 1: No es posible la identificacién de las diferentes especies o serovariedades de Sa/monella
spp.; 2: No es posible la identificacién de las diferentes especies de Aeromonas spp.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2022; 56 (1): 17-31



Los bacilos gram negativos no fermentadores se
identificaron a nivel de especie en 153 de 201 botellas
(76,1%). En el caso de los bacilos gram negativos no
fermentadores mas frecuentes, el método directo iden-
tificé el 91,6% de Pseudomonas aeruginosa, el 66,7% de
Stenotrophomonas maltophilia 'y el 94,7% de Acinetobacter
baumannii (Tabla IT).

En conjunto, el MSD logré6 una identificacion global
para bacterias gram negativas del 90,0% a nivel de espe-
cie y del 91,3% a nivel de género (Tabla III).

El grupo de los cocos gram positivos incluy6 1330
aislados que correspondian a 9 géneros y 39 especies.
Los enterococos se identificaron por el método directo
a nivel de género y especie en 67 de las 69 botellas de
HP (97,1%). En el 84,1% de los casos, la identificacion
se logré con un score =22,000. Los estreptococos se iden-
tificaron en el 71% de los HP por el método directo,
tanto a nivel de especie como de género (Tabla IV).
Las mayores discrepancias se observaron en el género
Streptococcus, mas precisamente entre Streplococcus milis
y Streptococcus pneumoniae, asi como también entre Strep-
tococcus pyogenes'y Streptococcus dysgalactiae. E1 método di-
recto permitié6 identificar 43 de los 57 S. pneumoniaey 4
de los 13 S. mitis. Sin embargo, 3 botellas de HP con S.
mitis con scores >1,700, se identificaron incorrectamente
como Streptococcus pnewmoniae y una botella con Strep-
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tococcus pneumoniae se identificé6 erréoneamente como
S. mitis. En el grupo de los estreptococos piogénicos,
el método directo identificé 3 de los 4 S. dysgalactiae,
mientras que 1 se identificé incorrectamente como 8.
pyogenes. Dos S. pyogenes fueron incorrectamente identi-
ficados como S. dysgalactiae.

Dentro de la familia Streptococcaceae, 8 de 10 Streptococ-
cus oralis, 10 de 11 Streptococcus gallolyticus, 7 de 7 Strep-
tococcus agalactiae, 6 de 6 Streptococcus anginosus, 3 de 5
Streptococcus salivarius, 5 de 5 Granulicatella adiacens, 1 de
4 Streptococcus sanguinis, 1 de 2 Streptococcus parasanguinis,
1 de 2 Gemella haemolysansy el anico Streptococcus gordonii
fueron identificados correctamente a nivel de especie di-
rectamente del hemocultivo.

Con respecto al género Staphylococcus, se encontraron
diferencias entre los estafilococos coagulasa negativos y
Staphylococcus aureus, con porcentajes de identificacion
a nivel de especie de 75,1% y 82,9% respectivamente.
Para S. aureus, en el 58,8% de los casos la identificacién
se logré con un score 22,000, mientras que para los es-
tafilococos coagulasa negativos esto ocurrié en solo el
44,6% de los casos (Tabla V).

En 60 botellas anaerobias se aislaron 62 bacterias
anaerobias. El protocolo de MSD detect6 46 de las mis-
mas. La concordancia global entre ambos métodos fue
del 74,2% con una puntuacién =1,700.

Tabla Ill. Desempefio del protocolo de identificacion directa por MALDI-TOF MS frente a la identificacion
de colonia de bacilos gram negativos.

, . . % de concordancia % de concordancia
n® aislamientos n® HP ID directamente . .
Grupo de ID a nivel de ID a nivel
ID por MC por MSD . .
de género de especie

BGN 721 689 95,6 93,5!
BGNNF 201 153 76,1 76,1
BGN total 922 842 91,3 90,0!

HP: Hemocultivos positivos; MC: método de colonia; MSD: método directo de espectrometria de masas; BGN: incluye Enterobacteralesy Aero-
monadaceae; BGNNF: Bacilos gram negativos no fermentadores; BGN total: incluye BGN y BGNNF; ID: identificados/identificacion; 1: No es

posible la identificacion de las diferentes especies o serovariedades de Salmonella spp. ni Aeromonas spp.

Tabla IV. Desempefio del protocolo de identificacién directa por MALDI-TOF MS frente a la identificacion

de colonia de cocos gram positivos comprendidos en distintos grupos.

. n° aislamientos 1D n® HP ID directamente 7% de co'ncordan?/a de

Familias ID a nivel de género
por MC por MSD )
y especie

Staphylococcaceae 1099 844 76,8
Micrococcaceae 31 16 51,6
Enterococcaceae 69 67 97,1
Streptococcaceae 131 93 71,0
CGP total 1330 1020 76,7

ID: identificacién/identificados; HP: Hemocultivos positivos; MC: método de colonia; MSD: método directo de espectrometria

de masas; CGP: cocos gram positivos.
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Tabla V. Identificacion de cocos gram positivos directamente de hemocultivos positivos por espectrometria

de masas MALDI-TOF.

Aislamientos

Identificacion de los HP con el método
directo por MALDI-TOF MS (MSD)

. . testados
Microorganismos MC) N° ID Scores

(n) correctas | erréneas <1,7 | 1,7-2,0 >20
Staphylococcaceae
Staphylococcus epidermidis 623 465 158 286 179
Staphylococcus aureus 234 194 40 80 114
Staphylococcus hominis 100 80 20 26 54
Staphylococcus haemolyticus 80 57 23 33 24
Staphylococcus capitis 35 26 9 5 21
Staphylococcus lugdunensis 5 3 2 2 1
Staphylococcus schleiferi 5 5 5
Staphylococcus sciuri 4 4 2 2
Staphylococcus warneri 6 4 2 2 2
Staphylococcus caprae 4 3 1 2 1
Staphylococcus pasteuri 1 1 1
Staphylococcus pettenkoferi 1 1 1
Staphylococcus saprophyticus 1 1 1
Total 1099 844 255 440 404
Micrococcaceae
Micrococcus luteus 14 8 6 2 6
Rothia mucilaginosa 5 3 1 2
Rothia aeria 1 1 1
Kocuria kristinae 11 4 7 1
Total 31 16 15 6 10
Enterococcaceae
Enterococcus faecalis 49 47 2 5 42
Enterococcus faecium 15 15 3 12
Enterococcus gallinarum 1 1 1
Enterococcus hirae 1 1 1
Enterococcus avium 1 1 1
Enterococcus durans 1 1 1
Enterococcus casseliflavus 1 1 1
Total 69 67 2 9 58
Streptococcaceae
Streptococcus pneumoniae 57 43 11 13 171 27
Streptococcus mitis 13 4 32 6 52 22
Streptococcus oralis 10 8 2 6
Streptococcus gallolyticus 11 10 1 3 7
Streptococcus agalactiae 7 7 1 6
Streptococcus anginosus 6 6 4 2
Streptococcus salivarius 3 2 1 2
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Tabla V. Continuacion

Aislamientos Identificacion de los HP con el método
Wicroorganismos testados directo por MALDI-TOF MS (MSD)
(MC) N°ID Scores
(n) correctas | erroneas | <1,7 | 1,7-2,0 | 22,0
Streptococcaceae
Streptococcus sanguinis 4 3 1
Streptococcus dysgalactiae 4 3 14 24 2
Streptococcus pyogenes 2 23 23
Streptococcus parasanguinis 2 1 1 1
Streptococcus mutans 2 2
Streptococcus gordonii 1 1
Granulicatella adiacens 5 5 4 1
Gemella haemolysans 2 1 1 1
Total 131 93 7 31 42 58
Total 1330 1020 7 303 497 530

HP: hemocultivo positivo; MC: método de colonia; MSD: método directo de espectrometria de masas; ID: identificados/identificaciéon; 1: iden-
tificacién incorrecta como Streptococcus mitis; 2: identificacién incorrecta como Streptococcus pneumoniae; 3: identificacion incorrecta como
Streptococcus dysgalactiae; 4: identificacién incorrecta como Strepococcus pyogenes.

En el caso de los bacilos gram positivos aerobios, se
evaluaron 36 botellas de hemocultivos. Se logré iden-
tificar los gérmenes a nivel de especie en 12 botellas
(33,3%), utilizando el método directo. Los géneros que
lograron identificarse directamente del hemocultivo
fueron Bacillus spp., Microbacterium spp. y Paenibacillus
spp. Por otro lado, las botellas en las cuales no se logré la
identificaciéon por método directo incluyeron microor-
ganismos de los géneros Corynebacteriumy Bifidobacterium
(Tabla VI). En todos los casos estos bacilos gram positi-
vos fueron considerados contaminantes.

La identificacion directa de bacterias exigentes como
Haemophilus influenzae, Campylobacter jejuni, Campylobacter
Jetus y Neisseria meningitidis se logré en el 100% de los
casos (Tabla ).

En 13 HP con levaduras, el MSD informé correcta-
mente 11 de ellas a nivel de género y especie. Las es-
pecies identificadas fueron Candida parapsilosis (n=6),
Candida guilliermondii (n=1) y Trichosporon asahii (n=4).
El MSD informé una botella con una identificacion no
confiable score<1,700 (Candida albicans) y en otra botella
no se pudo obtener un espectro proteico (7richosporon
asahii).

El 5,8% (n=146) de los HP fueron polimicrobianos
(84% con 2 microorganismos y 16% con 3 microorga-
nismos). Se identific6 al menos un germen en 129 de las
146 botellas positivas con un score =21,700. No se produjo
ninguna identificacién incorrecta en el caso de HP con
mezclas de bacterias. Las 146 botellas polimicrobianas
correspondieron a 107 sets de hemocultivos; en 27 de
ellos con 2 o 3 botellas cada uno se pudieron identificar
en conjunto 2 o 3 gérmenes (Tabla VII).

Es importante destacar que cada botella de hemoculti-
VO se proceso tan pronto como se detecté como positiva.
El tiempo transcurrido entre la alarma del equipo BAC-
TEC FXy la identificacién del germen por el método de
espectrometria de masas directo fue de 30 minutos.

Discusion y Conclusiones

La identificacién de los microorganismos que desa-
rrollan en las botellas de hemocultivos se realiza luego
de un subcultivo en medio sélido e incubacién durante
18-24 h y, dependiendo del procedimiento utilizado en
cada laboratorio, puede demorar entre horas a varios
dias, en particular cuando se trata de microorganismos
exigentes.

La espectrometria de masas MALDI-TOF ha mostra-
do ser capaz de identificar la mayoria de los microor-
ganismos causantes de bacteriemias y funguemias
directamente desde el hemocultivo, en el momento
en que éste es detectado como positivo por el sistema
automatizado con una alta confiabilidad. Pese a que la
identificacion directa desde los hemocultivos present6
algunos inconvenientes en sus inicios, como los bajos
porcentajes de identificaciéon de algunos cocos gram
positivos o la deteccion de candidemias en algunos es-
tudios, otros muestran excelentes resultados en estos
aspectos (18).

Para bacilos gram negativos MSD presenté un exce-
lente rendimiento. En este estudio permiti6 identificar
correctamente el 94,5% de las enterobacterias a nivel de
especie y el 95,5% a nivel de género.
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Tabla VI. Identificacién de bacilos gram positivos directamente de hemocultivos positivos
por espectrometria de masas MALDI-TOF.
Aislamientos lde/?t/f/cac/én de los HP con el método
Microorganismos testados directo por MALDI-TOF MS (MSD)
(MC) N° Scores
(n) otal | <17 | 1,7-20] =20
Bacillus spp.
Bacillus cereus 5 4 1 2 2
Bacillus licheniformis 2 2 1 1
Bacillus pumilus 2 1 1 1
Bacillus megaterium 1 1 1
Brevibacillus agri 1 1
Total 1 9 2 4 5
Corynebacterium spp.
Corynebacterium amycolatum 5 5
Corynebacterium afermentans 2 2
Corynebacterium striatum 2 2
Corynebacterium jeikeium 1 1
Corynebacterium minutissimun 1 1
Total 1 1
Otros bacilos gram positivos
Microbacterium paraoxydans 2 1 1 1
Paenibacillus pasadenensis 1 1 1
Paenibacillus barcinonensis 1 1 1
Bifidobacterium brevis 1 1
BGP no ID 9 9
Total 14 3 1 2 1
Total 36 12 24 6 6

HP: Hemocultivo positivo; MC: método de colonia; MSD: método directo de espectrometria de masas; BGP no ID: Baci-

los gram positivos no identificados; ID: identificados/identificacién.

Actualmente, seis especies intimamente relacionadas
han sido asignadas al complejo E. cloacae incluyendo
Enterobacter asburiae, E. cloacae, Enterobacter hormaechei, En-
terobacter kobei, Enterobacter ludwigii y Enterobacter nimipres-
suralis (19). La discriminacion de estas especies por mé-
todos fenotipicos, asi como por la secuenciacion del gen
16SrRNA, es dificil. De igual forma, la discriminacion de
las especies dentro del complejo no es posible por espec-
trometria de masas (20). En este trabajo, el método MSD
permiti6 identificarlos como miembros del complejo E.
cloacae en €l 93,7% de los casos.

El género Salmonella se distingui6é facilmente de
otros miembros de la familia Enterobacteriaceae por el
método directo. La MSD seria adecuada para el tami-
zaje rapido del género; la posterior identificacion del
serotipo depende de los métodos tradicionales de se-
rotipificacion.
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En el caso de los bacilos gram negativos no fermen-
tadores, donde las pruebas bioquimicas convenciona-
les son poco exactas para las especies poco frecuentes,
MALDI-TOF MS demostr6 ser de mucha utilidad (21).
En el presente estudio, el protocolo directo permiti6 la
identificacion a nivel de especie de mds del 90% de los
bacilos gram negativos no fermentadores de interés clini-
co como Pseudomonas aeruginosay Acinetobacter baumanni,
aunque sélo el 66,7% de Stenotrophomonas maltophilia.

Todos estos resultados se lograron 24 horas antes que
por el método de colonia.

Es importante resaltar que la diferenciacion de las
bacterias de la familia Enterobacteriaceae de los miembros
de los géneros Pseudomonas o Acinetobacter; el mismo dia
en que se positiviza el hemocultivo, permite instaurar
tempranamente un tratamiento mas apropiado a la es-
pera de los resultados de las pruebas de sensibilidad.
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Tabla VII. Descripcién de microorganismos aislados de hemocultivos polimicrobianos.

Total de microorganismos identificados

Microorganismos identificados por el método directo

Neset| FC por el MC de MALDI-TOF MS
1 1 Staphylococcus epidermidis + Escherichia coli Staphylococcus epidermidis
2 Staphylococcus epidermidis + Escherichia coli Escherichia coli
2 1 Escherichia coli + E. faecalis Escherichia coli
2 Escherichia coli + E. faecalis Enterococcus faecalis
3 1 Salmonella sp. Salmonella sp.
2 S. haemolyticus + Salmonella sp. Staphylococcus haemolyticus
4 1 S. hominis + S. haemolyticus Staphylococcus hominis
2 S. hominis + S. haemolyticus Staphylococcus haemolyticus
5 1 S. marcescens + E. faecalis Enterococcus faecalis
2 S. marcescens + E. faecalis Serratia marcescens
6 1 K. pneumoniae + E. cloacae Klebsiella pneumoniae
2 Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae
7 1 S. haemolyticus + E. faecium Enterococcus faecium
2 S. haemolyticus + E. faecium Staphylococcus haemolyticus
8 1 Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis
2 S. haemolyticus + S. epidermidis Staphylococcus haemolyticus
9 1 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
2 Acinetobactfar baL{m'annii * Acinetobacter baumannii
S. epidermidis
10 1 Strep tOCOCCL.IS galivafius * Escherichia coli
Escherichia coli
2 Streptococcus saljvarius * Streptococcus salivarius
S. haemolyticus
11 1 Staphylococcus haemolyticus Staphylococcus haemolyticus
2 P. aeruginosa + S. haemolyticus Pseudomonas aeruginosa
12 1 S. haemolyticus + S. epidermidis Staphylococcus haemolyticus
2 Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis
13 1 Pantoea agglomerans Pantoea agglomerans
2 Pantoea agglomerans + S. marcescens Serratia marcescens
14 1 S. grupo mitis Streptococcus oralis
2 Klebsiella pneumoniae + S. grupo mitis Klebsiella pneumoniae
15 1 K. pneumoniae + E. coli Klebsiella pneumoniae
2 P. aeruginosa + S. epidermidis Pseudomonas aeruginosa
3 K. pneumoniae + P. aeruginosa Klebsiella pneumoniae
16 1 K. pneumoniae + E. coli Klebsiella pneumoniae
2 K. pneumoniae + E. coli Escherichia coli
17 1 K. pneumoniae + E. coli Klebsiella pneumoniae
2 K. pneumoniae + E. coli Escherichia coli
18 1 S. marcescens + K. pneumoniae + P. aeruginosa Serratia marcescens
2 S. marcescens + K. pneumoniae + P. aeruginosa Klebsiella pneumoniae

FC: botella de hemocultivo; MC: método de colonia.
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Tabla VII. Continuacion
Neset| FC Total de microorganismos Microorganismos identificados por el método
identificados por el MC directo de MALDI-TOF MS
19 1 E. coli + K. pneumoniae+ M. morganii Escherichia coli
2 E. coli + K. pneumoniae+ M. morganii Klebsiella pneumoniae
3 E. coli + K. pneumoniae+ M. morganii Morganella morganii
20 1 K. pneumoniae + E. avium Klebsiella pneumoniae
2 K. pneumoniae + E. avium Enterococcus avium
21 1 Enterococcus faecalis + S. epidermidis Enterococcus faecalis
2 Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis
22 1 S. epidermidis + S. aureus Staphylococcus epidermidis
2 Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
23 1 E. coli + S. haemolyticus Escherichia coli
2 Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis
24 1 E. coli + K. pneumoniae Escherichia coli
2 E. coli + K. pneumoniae Klebsiella pneumoniae
25 1 E. faecalis + M. morganii Enterococcus faecalis
2 E. faecalis + M. morganii Morganella morganii
26 1 S. epidermidis + S. haemolyicus Staphylococcus haemolyticus
2 Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis
27 1 S. epidermidis + S. hominis Staphylococcus hominis
2 S. epidermidis + S. hominis Staphylococcus epidermidis

FC: botella de hemocultivo;

Aunque el nimero de muestras fue reducido, el uso
de MALDI-TOF directamente de los frascos de hemocul-
tivos resultoé eficaz en la identificacion de bacterias exi-
gentes como Haemophilus influenzae, Campylobacter jejuni,
Campylobacter fetus y Neisseria meningitidis. Se lograron
identificaciones correctas en la totalidad de las muestras
(n=20), entre 24-48 horas antes que por el método de
colonia.

A diferencia de lo informado inicialmente por otros
autores, el presente estudio identificé directamente de
la muestra el 75,1% de los estafilococos coagulasa nega-
tivos (SCN) y el 82,9% de los aislados de S. aureus a nivel
de especie.

La Scola et al. identificaron el 38-93% de los estafilo-
cocos coagulasa negativos y el 40-58% de los aislados de
S. aureus segun el protocolo utilizado. Sin embargo, este
trabajo contaba con un escaso nimero de frascos con
bacterias gram positivas (n=70-90) (6) (7).

Para el género Staphylococcus el objetivo principal es
diferenciar S. aureus de los SCN y esto se cumplié con
precisiéon en el 100% de los hemocultivos por metodolo-
gia directa. La posibilidad de diferenciacion de S. aureus
de SCN en forma rapida y precisa es de gran relevancia
clinica para discriminar una infecciéon grave de una po-
sible contaminacion.
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MC: método de colonia.

En el caso de los estreptococos se identificaron en el
71% de los hemocultivos positivos a nivel de especie, un
porcentaje superior al informado por otros investigado-
res. Ferreira el al. lograron identificar sélo el 50% de los
frascos con gérmenes de este grupo (6) (10). Las princi-
pales fallas de identificacion a nivel de especie observa-
das en el presente trabajo correspondieron a Streptococcus
pneumoniaey Streptococcus mitis asi como también a Strep-
tococcus pyogenes'y Streptococcus dysgalactiae. De un total de
139 aislamientos de la familia Streptococcaceae, en sélo 7
fall6 la identificacion directa. E1 menor rendimiento de
la espectrometria de masas con respecto al género Strepto-
coccus, como lo advierte el fabricante, podria deberse a la
estrecha relacion de las diferentes especies, a la compo-
sicion de la pared celular de bacterias gram positivas que
les confiere una mayor resistencia a la lisis y a la presencia
de proteinas sanguineas remanentes, que puedan inter-
ferir en los perfiles de proteinas. La dificultad para dis-
criminar entre estas especies representa una limitacion
actual de MALDI-TOF MS. Los perfiles espectrales de S.
mitisy S. pneumoniae a menudo son indistinguibles; es por
eso que todos los microorganismos identificados por el
método directo como S. preumoniae o estreptococos del
grupo S. mitis deben confirmarse realizando las pruebas
de solubilidad en bilis y optoquina (22) (23). Ademas,



las identificaciones de S. pyogenes'y S. dysgalactiae deben
combinarse con una prueba de aglutinacién con particu-
las de latex para llegar al resultado de certeza (24) (25).

Las bacteriemias por bacterias anaerobias se asocian
con una tasa de mortalidad del 15-30% y representan
el 1-15% de todos los HP-seguin el contexto clinico. La
identificacion de estos gérmenes exigentes en muestras
clinicas es un desafio para el laboratorio de microbio-
logia. De alli, la importancia de los datos obtenidos en
este estudio que demostraron que el protocolo utiliza-
do constituye un recurso valioso para la identificaciéon
de este tipo de microorganismos directamente de he-
mocultivos (26).

La tecnologia MALDI-TOF se reconoce como un mé-
todo eficiente para la identificacion desde colonia de
bacilos gram positivos en comparaciéon con los métodos
convencionales (27) (28). Sin embargo, la deteccién di-
recta de hemocultivos de este grupo de bacterias presen-
ta grandes inconvenientes, ya sea por su gruesa capa de
peptidoglicano que puede hacer que estas bacterias sean
mas resistentes a la lisis y extracciéon de proteinas, su bajo
inoculo en las muestras y la interferencia de las protei-
nas sanguineas en los espectros proteémicos obtenidos.

Respecto de las funguemias, en un estudio de 330
hemocultivos, Ferreira et al. no lograron detectarlas
en forma confiable con la metodologia utilizada; s6lo
pudieron detectar un episodio de los 18 analizados (10).
Marinach-Patrice et al. (18) analizaron 36 hemocultivos
simulados, utilizando sangre humana enriquecida con
diferentes especies de Candida. Utilizando un protoco-
lo de varios pasos de lisis con dodecilsulfato de sodio al
0,1%, lavados y centrifugaciones, lograron una identifi-
cacion correcta a nivel de especie en la totalidad de las
muestras. La principal limitacion del trabajo radica en
que se evaluaron hemocultivos simulados y no muestras
clinicas. En el presente trabajo se identificaron correcta-
mente a nivel de especie 11 de los 13 hemocultivos positi-
vos con levaduras con el método directo de MALDI-TOF
entre 24-48 horas antes que por el método de colonia.

Uno de los principales inconvenientes que se plante6
inicialmente en relacion a la identificacion directa fue
la imposibilidad de identificacién cuando habia mas de
un microorganismo implicado, derivado de la superpo-
sicion de los distintos perfiles proteicos. Algunos autores
informaron la deteccion directa de al menos una de las
bacterias pero con una cantidad limitada de muestras
(n=3-20) (5) (6) (29) (30). Esto puede constituir un
problema de cierta importancia, ya que estudios previos
estimaban que aproximadamente un 5% de los hemo-
cultivos presentaban mas de un microorganismo.

El elevado numero de botellas de hemocultivos con
desarrollo polimicrobiano (n=146) en el presente estu-
dio permiti6é obtener una informacion relevante. Por un
lado, el protocolo implementado logré la identificacion
de al menos un germen en el 88,4% de los casos. A dife-
rencia de otros trabajos, no se produjeron identificacio-
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nes erroneas. Ademas, al analizar las mezclas de microor-
ganismos se identificaron preferentemente los bacilos
gram negativos sobre los cocos gram positivos y bacilos
gram negativos no fermentadores. Es decir, que se iden-
tific6 el microorganismo predominante y que presenta-
ba una menor dificultad en la extraccion de proteinas.

En la actualidad, MALDI-TOF MS es considerada una
prueba de diagnéstico rapido molecular (PDRm). Las
PDRm son un complemento de los métodos de labora-
torio convencionales para el diagnéstico de infecciones
del torrente sanguineo, ya que permiten reducir el tiem-
po para una terapia antimicrobiana efectiva, la mortali-
dad, la duracién de la estancia hospitalaria y los costos
en la atencion de salud. Estas pruebas incluyen no sélo
MALDI-TOF MS sino también, la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), hibridacién n situ con sondas fluo-
rescentes (PNA-FISH) especificas de especie y sistemas
de micromatrices de nanotecnologia. La implementa-
cion simultanea con los programas de administracion de
antimicrobianos (ASP) puede reforzar estos beneficios
(31) (32) (33) (34). Timbrook et al. realizaron un me-
taanalisis para evaluar el impacto de las PDRm sobre el
riesgo de mortalidad, el tiempo hasta la terapia efectiva
y la duracion de la estancia hospitalaria, en comparacion
con los métodos de microbiologia convencionales en pa-
cientes con bacteriemias y funguemias. En este metaana-
lisis encontraron que el riesgo de mortalidad disminuia
significativamente con las PDRm en presencia de ASP,
pero no en su ausencia. Ademas, las PDRm se asociaron
con una disminucién del tiempo para la terapia efecti-
va y la duracioén de la estancia hospitalaria. Aunque no
evaluaron los costos, las disminuciones observadas en la
duracion de la internacién tienen implicaciones en el
ahorro de costos por dia de hospitalizacién evitado (32).

En otro estudio, Pliakos et al. evaluaron la rentabili-
dad de las PDRm solas y en combinacion con un ASP
para el diagnéstico de infecciones del torrente sangui-
neo, utilizando los métodos de laboratorio convenciona-
les sin ASP como estrategia de diagnoéstico de referencia.
En este estudio los autores demostraron que el uso de
PDRm era una estrategia rentable que se asociaba con
una alta eficacia terapéutica y ahorros en los costos de
atencion médica, ya sea que se use en combinacién con
un ASP o no. La estrategia mas rentable y efectiva fue
asociar MALDI-TOF MS con un ASP. Esto podria deber-
se al hecho de que el analisis MALDI-TOF MS tiene un
tiempo de respuesta rapido y puede detectar una gama
muy amplia de patégenos. Por este motivo, la Sociedad
de Enfermedades Infecciosas de América (IDSA) apoya
el uso de PDRm y ASP como medio para optimizar la
terapia antimicrobiana (31).

En resumen, el presente trabajo permitié realizar
identificaciones certeras de especies de bacterias y leva-
duras, en minutos después de informar el hemocultivo
como positivo. Esto constituye una herramienta muy im-
portante en el manejo de pacientes infectados, ya que
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permite instaurar o cambiar tratamientos y descartar
contaminantes. Aunque la sensibilidad es todavia mejo-
rable para la identificaciéon de algunas especies, la espe-
cificidad es excelente, de modo que cuando el sistema
informa la presencia de un determinado microorganis-
mo con un score adecuado, este dato es extremadamente
confiable. Por lo tanto, puede afirmarse que MALDI-
TOF MS es una metodologia rapida y confiable, elegible

en el entorno clinico para la identificacion de bacterias 'y

hongos levaduriformes directamente de HP.
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