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Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar el rendimiento de la identificacion
realizada con MALDI-TOF a partir de la incubacién de 3-5 h de subcul-
tivos de hemocultivos positivos monomicrobianos que se comparé con la
obtenida con la incubacién de 24 h de los mismos. En dos hospitales se
utilizé el sistema Vitek-MS (bioMérieux, Francia) y en uno el sistema Micro-
Flex LT (Bruker, Daltonics). A partir de la incubacién corta, MALDI-TOF
identificé correctamente a 5/5 de las levaduras, a 91,1% (153/168) de las
bacterias gram positivas, a 96,7% (119/123) de los bacilos gram negati-
vos y a 93,6% (277/296) del total de cepas. La identificacion por medio
de MALDI-TOF a partir de una corta incubacion de los subcultivos de los
hemocultivos en medio sélidos es un método practico, sencillo y confiable.

Palabras clave: MALDI-TOF; Hemocultivos; Bacteriemias

Direct identification with MALDI-TOF from the blood cul-
ture bottle from subcultures with short incubation. Mul-
ticenter study

Abstract

The objective of this work was to evaluate the performance of the identification
carried out with MALDI-TOF from the 3-5 h incubation of subcultures of mo-
nomicrobial positive blood cultures that was compared with that obtained with
the 24 h incubation of the same subcultures. The Vitek-MS system (bioMérieux,
France) was used in two hospitals and the Micro-Flex LT system (Bruker, Dal-
tonics) in one. With a short incubation, MALDI-TOF correctly identified 5/5 of
the yeasts, 91.1% (153/168) of the gram-positive bacteria, 96.7% (119/123)
of the gram-negative bacilli and 93.6% (277/296) of the total strains. Identifi-
cation by means of MALDI-TOF with a short incubation of subcultures of blood
cultures in solid media is a practical, simple and reliable method.
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Identificacéo direta com MALDI-TOF do frasco de hemocultura de subcultu-
ras com incubag&o curta. Estudo multicéntrico

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho da identificacdo realizada com MALDI-TOF a
partir de 3 a 5 h de incubagdo de subculturas de hemoculturas positivas monomicrobianas que foi
comparada com a obtida com a incubacdo de 24 h das mesmas. O sistema Vitek-MS (bioMérieux,
Franga) foi utilizado em dois hospitais e o sistema Micro-Flex LT (Bruker, Daltonics) em um. A partir
da incubacédo curta, o MALDI-TOF identificou corretamente 5/5 das leveduras, 91,1% (153/168)
das bactérias gram positivas, 96,7% (119/123) dos bacilos gram-negativos e 93,6% (277/296) das
cepas totais. A identificacdo por meio de MALDI-TOF a partir de uma incubagéo curta das subculturas
das hemoculturas em meio sdlido é um método prético, simples e confiavel.

Palavras-chave: MALDI-TOF; Hemocultura; Bacteremias

Introduccién

El tiempo para empezar y adecuar un tratamiento
antimicrobiano juega un rol muy importante dentro
del paquete de medidas a tomar para el manejo del pa-
ciente con sepsis (1); por otro lado, es importante re-
ducir costos, toxicidad y presion de seleccion de cepas
resistentes relacionados con tratamientos de amplio es-
pectro innecesarios y, para ello, la identificacion de los
microorganismos responsables y la determinacion de la
sensibilidad a los antibiéticos de los mismos se deben
lograr en el menor tiempo posible.

La espectrometria de masas con tiempo de vuelo o
migracién es una metodologia descripta en el afio 1975;
sin embargo, su aplicacion masiva rutinaria a la identifi-
cacion de bacterias y de hongos empezo6 recién a partir
de los anos 2006-2007. Actualmente, existen dos proto-
colos con esta técnica para identificar a los microorga-
nismos desde un frasco de hemocultivo positivo; una
directamente desde la botella del mismo con diversos
procedimientos de lavado con agua y/o saponina, cen-
trifugacion y concentrado; la segunda, mucho mas sim-
ple, a partir de una pdtina de un subcultivo en distintos
medios solidos con un periodo de incubacion reducido
de 3-5 h realizado desde el frasco (2).

El objetivo de este trabajo fue comparar el rendimien-
to de la identificacion realizada a partir de la incubacion
de 3-5 h a 35 °C de subcultivos de hemocultivos positivos
(IRP) con la obtenida a partir de la incubacién por 24 h
de los mismos, en ambos casos por medio de MALDI-TOF.

Materiales y Métodos

En el periodo comprendido entre septiembre de
2021 y febrero de 2022 se realizé un estudio prospectivo
observacional analitico y colaborativo entre los Servicios
de Microbiologia de tres hospitales de la ciudad de Bue-
nos Aires. Para los hemocultivos se utilizo el sistema auto-
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matizado de hemocultivos BACT/ALERT (bioMérieux,
Marcy, Francia). El promedio de botellas utilizadas por
cultivo fue de 2 con un rango de 2-4 por episodio.

Todos los laboratorios de Microbiologia realizaron
las correspondientes pruebas los siete dias a la semana,
de 7,30 h a 19,30 h.

Cuando un hemocultivo se detecté como positivo
se realizé coloraciéon de Gram, subcultivo en agar san-
gre, agar chocolate y CLDE, y luego se identificé6 por
medio de IRP y se comparé con el resultado a partir
de la incubacion de 24 h (método de referencia). En
dos hospitales se us6 el sistema Vitek-MS (bioMérieux,
Marcy I’Etoile, Francia) y en otro el sistema Micro-Flex
LT (Bruker, Daltonics, Bremen, Alemania). Se estudia-
ron solo los cultivos monomicrobianos (n=290; Bruker
n=207 y Vitek-MS n=83).

Se considero que la identificacion era correcta cuando
el resultado obtenido en cuanto a género y especie coin-
cidi6 con el correspondiente al método de referencia.

Los resultados presentados provienen de proyectos
aprobados por los Comités de Etica de las instituciones
participantes.

Resultados

A partir de la incubacién corta, MALDI-TOF iden-
tificé correctamente a 5/5 de las levaduras, a 91,1%
(153/168) de las bacterias gram positivas, a 96,7%
(119/123) de los bacilos gram negativos y a 93,6%
(277/296) del total de cepas.

Respecto a IRP, el sistema Vitek-MS identific6 correc-
tamente a nivel de especie a 87,7% (43/49) de las bacte-
rias gram positivas y a 97,4% (37/38) de los bacilos gram
negativos; los correspondientes valores fueron 92,4%
(110/119) y 96,5% (82/85) para el sistema Micro-Flex
LT. Ambos equipos identificaron al total de las levaduras
(3 Candida albicans por Vitek-MS'y 2 Candida parapsilosis
por Bruker).



En Ia Tabla I se muestra el rendimiento de Vitek MS
para bacterias gram positivas y para gram negativas y en
la Tabla II los correspondientes a Micro-Flex L'T. No se
identificaron 15 cepas de bacterias gram positivas (6 Stha-
pylococcus epidermidis, 3 Staphylococcus hominis, 2 Staphylo-
coccus haemolyticus, un Staphylococcus carnosus, un Bacillus
sp., un Streptococcus agalactiae y un Streptococcus pneumo-
niae) ni cuatro de gram negativas (una Escherichia coli, un
Acinetobacter bawmannii, un Herbaspirillumy una Pseudomo-
nas oryzihabitans).

Discusion y Conclusiones

El rendimiento promedio de la identificacion con
MALDI-TOF, cuando se hace desde un frasco positivo
de hemocultivo, es del 80%; para ello existen diversos
procedimientos que en general incluyen el tratamiento
con un agente litico como saponina o agua destilada en
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primera instancia y luego realizar uno o mas pasos de
centrifugacion; ademads, puede ser necesaria la confirma-
cion a partir de las colonias aisladas (2). Otra posibilidad
es a partir de IRP; esto es muy facil de realizar, se integra
con mas facilidad al flujo de trabajo del laboratorio que
el procedimiento anterior y los resultados en general no
necesitan confirmacion; es mejor para identificar bacilos
gram negativos (82-99%) que para cocos gram positivos
(67-93%) y puede fallar cuando se trata de microorganis-
mos de lento crecimiento (2). Ambos métodos presen-
tan problemas cuando el cultivo es mixto (2).

Moussaoui et al. (3) encontraron sobre 15 cultivos po-
limicrobianos de hemocultivos, que MALDI-TOF detect6
un solo microorganismo en 12y no identificé ninguno en
tres. La Scola et al. (4) sobre 22 cultivos polimicrobianos
hallaron un solo microorganismo en 18, en dos casos no se
pudieron identificar y en un caso el resultado fue erréneo.

Ha et al. (5) demostraron la utilidad de la identifica-
ciéon con MALDI-TOF a partir de IRP. Sobre 254 hemo-

Tabla I. Identificacion correcta de los microorganismos por medio de Vitek MS.

Microorganismo

Total n

Identificacion

Correcta Incorrecta

Bacilos gram negativos

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

Serratia marcescens

Acinetobacter baumannii

Enterobacter cloacae

Klebsiella oxytoca

Proteus mirabilis

Burkholderia cepacia

Pseudomonas mendocina

Empedobacter brevis

Rhizobium radiobacter

Haemophilus influenzae

PRl lR,R|INDINDW|D>|O|O

Pseudomonas oryzihabitans

N[ |R|R|R|R[R|~R|IND|IND|W|D>|O]|O
—lOlO|O|lO|O|O|OC|O|O|O|O|O|O

—_

Subtotal gram negativos

38 37 (97,4%) 1(2,6%)

Gram positivos

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

—_
()]
—
—

Staphylococcus haemolyticus

Enterococcus faecium

Enterococcus faecalis

Streptococcus mitis

Staphylococcus hominis

Streptococcus pneumoniae

O~ IN|N|w|luo
—l—lOlO|lO|O|H~|O

Paenibacillus sp.

1 0

Subtotal gram positivos

49 43 (87,7%) 6 (12,3%)

Total global

87 80 (92%) 7 (8,0%)
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Tabla Il. I/dentificacion correcta de los microorganismos por medio de Micro-Flex LT.

Microorganismo Total n Identificacion
Correcta Incorrecta
Bacilos gram negativos
Klebsiella pneumoniae 20 20 0
Serratia marcescens 20 20 0
Escherichia coli 15 14 1
Enterobacter cloacae 11 11 0
Proteus mirabilis 7 7 0
Acinetobacter baumannii 5 4 1
Herbaspirillum 3 2 1
Pseudomonas aeruginosa 2 2 0
Achromobacter sp. 1 1 0
Stenotrophomonas maltophilia 1 1 0
Subtotal gram negativos 85 82 (96,5%) 3 (3,5%)
Gram positivos
Staphylococcus epidermidis 40 38 2
Staphylococcus aureus 30 30 0
Staphylococcus hominis 19 17 2
Staphylococcus haemolyticus 8 6 2
Enterococcus faecalis 4 4 0
Enterococcus faecium 3 3 0
Bacillus spp. 5 4 1
Staphylococcus carnosus 2 1 1
Staphylococcus lugdunensis 1 1 0
Streptococcus agalactiae 1 0 1
Streptococcus dysgalactiae 1 1 0
Streptococcus mitis 1 1 0
Staphylococcus simulans 1 1 0
Staphylococcus pettenkoferi 1 1 0
Corynebacterium jeikeium 1 1 0
Enterococcus hirae 1 1 0
Subtotal gram positivos 119 110 (92,4%) 9 (7,6%)
Total global 204 192 (94,1%) 12 (5,9%)

cultivos monomicrobianos la identificacion fue correc-
ta con Vitek MS en 79 y 86,6% a nivel de especie y de
género respectivamente, en tanto que los valores para el
sistema de Micro-Flex LT fueron de 82y 87,4% respec-
tivamente; si se considera el total de microorganismos
la identificacién fue correcta a nivel de especie en 82%
para Micro-Flex LTy 78 % para Vitek MS. Este protocolo
representa una simplificacién practica considerable sin
que aumente en forma significativa el tiempo de resul-
tados a lo largo del dia. Estos datos son comparables
a los resultados obtenidos en el presente trabajo en el
que se analizaron 299 cepas provenientes de hemo-
cultivos monomicrobianos, dado que la identificacion
correcta a nivel de especie para bacilos gram negativos
estuvo en el orden del 96-97% y para gram positivos en
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88-92% y en 92-94% para el global de las cepas. Del total
de cepas no identificadas por ambos equipos (n=19), la
mayoria (n=12) correspondi6 a estafilococos coagulasa
negativos y solo cinco a bacilos gram negativos, de los
cuales dos son microorganismos infrecuentes de bacte-
riemia (Herbaspirillum y Pseudomonas oryzihabitans), en
tanto que otros patégenos importantes como S. aureus
(n=48), levaduras (n=b5) y enterococos (n=13) se identi-
ficaron correctamente a nivel de especie en el 100% de
los casos; no se obtuvieron identificaciones erroneas, lo
que resulta importante porque podria conducir a tra-
tamientos antimicrobianos erréneos. En el trabajo de
Ha et al. (5), las principales fallas también se dieron en
estafilococos coagulasa negativos y en cocobacilos gram
positivos.



En una revisiéon publicada por Idelevich et al. (6) que
abarcé a 25 paises de Europa y 209 laboratorios, se hall6
que la técnica rdpida mds usada (37%) fue la de IRP, en
tanto que la identificacion con MALDI-TOF directamen-
te desde el frasco se utilizé en 21% de los laboratorios.

Pliakos et al. (7) emplearon dos modelos estadisticos
(probabilistico con la simulacién de Montecarlo y otro
basado en casos) y encontraron que las técnicas rapidas
tenian un 85% de probabilidad de ser costo-efectivas en
comparacion a la microbiologia tradicional sin un pro-
grama de uso racional de antibi6ticos (PROA). Dentro
de las técnicas rapidas, MALDI-TOF con PROA demos-
tré mayor costo-efectividad dado que evitaba una muer-
te cada 14 pacientes y luego las técnicas de PCR con o
sin PROA que evitaron una muerte cada 25 pacientes.
En ese trabajo, sin embargo, no se analizaron los dis-
tintos protocolos de identificacion con MALDI-TOF a
partir del frasco de hemocultivo positivo.

En conclusion, la identificacion por medio de MAL-
DI-TOF a partir de IRP es un método practico, sencillo,
confiable y brinda una orientacién rapida que comu-
nicada en forma inmediata al médico responsable del
paciente, puede servir para optimizar la terapia antimi-
crobiana a la vez que se identifica sin demora a microor-
ganismos potencialmente contaminantes.
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