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Resumen

El sistema de desorcidon-ionizacion laser asistida por matriz acoplada a
espectrometria de masas (MALDI-TOF MS) es una técnica que permite la identificacion
bacteriana con resultados sumamente rapidos y confiables. La identificacion rapida y
precisa de los patogenos causantes de infecciones del torrente sanguineo es fundamental, ya
que en estos pacientes el tiempo de respuesta del tratamiento Optimo es un factor
determinante de su supervivencia. El hemocultivo se mantiene como el estandar de oro en
el diagndstico de estas infecciones, sin embargo requiere del subcultivo en medios sélidos e
incubacioén durante la noche para poder obtener una identificacion a partir de colonias

aisladas de cultivo puro, prolongando significativamente el tiempo de respuesta.

Estudios previos han demostrado que el MALDI-TOF MS puede ser aplicado de
forma exitosa en extractos preparados directamente de los hemocultivos positivos,
eliminando la necesidad de subcultivar en medios so6lidos para poder obtener una
identificacion del agente etiologico. Existen kits comerciales disponibles para este
propdsito, sin embargo el costo de los reactivos y los tiempos de procesamiento los
convierten en opciones que no son aplicables en cualquier laboratorio de Microbiologia. En
los ultimos afios se ha generado un volumen creciente de publicaciones que describen
métodos internos que consiguen tasas de identificacion similares a las de los métodos
comerciales; sin embargo, no existe un consenso respecto a cudl método deberia ser

integrado por los laboratorios.

Ademas de reducir la morbi-mortalidad de los pacientes, una identificacion rapida
permitiria un desescalamiento de la terapia antimicrobiana, la deteccion pronta de brotes,
mejoramiento de la resistencia a los antimicrobianos y consecuentes reducciones en los
costos de manejo y hospitalizacion. El presente estudio efectia una evaluacion de un
método de extraccion modificado para la identificacion directa a partir de hemocultivos
positivos, empleando 126 muestras de pacientes con infecciones del torrente sanguineo,
presentando resultados promisorios para una eventual implementacion en un laboratorio de

Microbiologia Clinica.
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1. Introduccion

A pesar de que el diagndstico y el tratamiento han mejorado con el tiempo, las
infecciones del torrente sanguineo y la sepsis siguen siendo causas importantes de
morbilidad y mortalidad en todo el mundo; las cuales ademds conducen a estadias
hospitalarias prolongadas y costos médicos mas elevados (Goto y Al-Hasan, 2013). Los
datos epidemioldgicos son escasos, pero una estimacion reciente indicé que anualmente
ocurren 31,5 millones de casos de sepsis y 5,3 millones de muertes atribuibles a esta
(Fleischmann et al., 2016). Este calculo se basa en datos recopilados de paises de ingresos
altos y, por lo tanto, probablemente subestima la carga real de la enfermedad a nivel global,

especialmente en paises de bajos y medianos ingresos (Reinhart et al., 2017).

La mayoria de los estudios informan una incidencia creciente de sepsis e
infecciones del torrente sanguineo en las ultimas dos décadas, particularmente entre los
pacientes inmunocomprometidos, multimorbidos y de edad avanzada; o debido al fracaso
de los regimenes de antibidticos empiricos como resultado de la resistencia a los

antimicrobianos (RAM) (Cassini et al., 2019).

El reconocimiento temprano de los agentes infecciosos causales es clave para el
tratamiento eficaz de la sepsis; el tiempo desde el triaje hasta la administracion de los
antimicrobianos apropiados son determinantes criticos de la mortalidad (Hawiger, Veach y
Zienkiewicz, 2015; Kissoon y Carapetis, 2015). Seglin una revision de mas de 2600 casos
de 15 unidades de cuidados intensivos en cinco ciudades de EE. UU. y Canada, las
primeras 24 horas se han identificado como criticas en términos de administracion de un
tratamiento antimicrobiano eficaz. Ademas, cada hora de retraso en la administracion de los
antibidticos apropiados se asocia con una disminucion de la supervivencia del 7,6 %,
mientras que la administracion de antibidticos inapropiados se ha asociado con una tasa de
supervivencia aproximadamente cinco veces menor (Kumar et al., 2006; Kumar et al.,
2009). Es decir que para los pacientes con infeccion del torrente sanguineo, el inicio rapido
de la terapia antimicrobiana adecuada es esencial para reducir la mortalidad y la morbilidad

(Cattoir et al., 2018).



Con la propagacion alarmante de patdgenos multirresistentes a los antimicrobianos,
los regimenes de tratamiento empirico ampliamente adoptados para la sepsis basados en
penicilina o aminopenicilina en combinacidon con gentamicina estan siendo cuestionados.
En particular, la creciente carga de infecciones debidas a bacterias Gram negativas
productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) representa un problema de
salud importante. Estas bacterias, principalmente Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae, no solo son resistentes a todas las penicilinas y cefalosporinas de tercera
generacion, sino que también expresan con frecuencia corresistencia a la gentamicina (Taxt
et al., 2020).

Es decir, cada vez las opciones son mas limitadas y con la creciente RAM y riesgo
de fracaso del tratamiento, los médicos optan por antibidticos de ultimo recurso; como los
carbapenémicos, como terapia empirica. El tratamiento empirico de amplio espectro es un
enfoque comin pero a menudo costoso que puede fallar en atacar de manera efectiva al
microorganismo correcto, y puede aumentar la morbilidad de los pacientes por su propia
toxicidad o la resistencia antimicrobiana posterior (Martinez y Wolk, 2016). Se ha
observado que 20% de los pacientes con shock séptico son inicialmente asignados a
antimicrobianos inapropiados con graves consecuencias en términos de mortalidad (Bazzi
et al., 2016). Esta administracion de antibidticos de amplio espectro de forma innecesaria
resulta en un ciclo vicioso, ya que contribuye al desarrollo y la propagacion de la RAM y a
un mayor aumento de la carga de infecciones causadas por bacterias resistentes (Taxt et al.,
2020). Por lo tanto, la identificacion temprana del patogeno etiologico es vital para mejorar
el prondstico del paciente y reducir el numero de patdgenos resistentes a los

antimicrobianos (Ashikawa et al., 2018).

La terapia antibidtica rapida salva mas vidas que cualquier otra intervencién. En
casos de sepsis, la intervencion rapida con la terapia antimicrobiana adecuada puede ser
critica para la supervivencia del paciente (Nguyen et al., 2004). Para aerobios, anaerobios y
hongos, la terapia antibiotica adecuada aumenta la supervivencia en aproximadamente un
25 a 45%. La atencion antibidtica optimizada requiere antibidticos intravenosos de amplio
espectro con administracién diaria, reevaluaciéon para optimizar la eficacia, prevenir la

resistencia, evitar la toxicidad y minimizar los costos, con el objetivo maximo de suspender



la terapia de amplio espectro dentro de 3 a 5 dias y con continuar antibioticos dirigidos

contra el patdgeno causante (Sharma y Kumar, 2008).

Actualmente el diagndstico de infecciones del torrente sanguineo se basa en
hemocultivos y generalmente requiere de 1 a 2 dias para la identificacion del agente
bacteriano y de 2 a 3 dias adicionales para la determinacion del patron de susceptibilidad a
los antibidticos (PSA). El diagndstico de infecciones del torrente sanguineo y la
prescripcion de la terapia antimicrobiana adecuada son cruciales para la reduccion de la
morbilidad y la mortalidad causadas por estas infecciones, por lo que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades
(CDC) tienen como objetivo un tiempo de respuesta maximo de dos horas (Buehler et al.,

2016); lo cual dista bastante de la realidad actual (Taxt et al., 2020).

Desafortunadamente, a pesar del enorme impacto humano y financiero de la sepsis,
su diagnostico sigue siendo en gran medida clinico, debido a la falta de pruebas de
laboratorio rapidas, sensibles y especificas para detectar los patdgenos causantes (Martinez
y Wolk, 2016). Por lo tanto, con el fin de proporcionar un diagndstico mas preciso, es
evidente la apremiante necesidad de implementar técnicas fiables, rentables y faciles de
usar que mejoren la velocidad y la amplitud diagndstica, y asi logren reducir la morbilidad
y mortalidad derivadas de los cuadros de infeccion del torrente sanguineo y sepsis (Bazzi et

al., 2016).

Existe una amplia variedad de enfoques diagnosticos para la identificacion y el
tratamiento de la bacteriemia y la sepsis (Martinez y Wolk, 2016). A la actualidad, se han
reportado varias técnicas de extraccion de los microorganismos directamente de las botellas
de hemocultivo positivas para su identificacion directa mediante MALDI-TOF MS. Entre
estos, el método de extraccion con 4cido acético y tritdbn, propuesto por Bazzi et al. (2016),
presentd resultados satisfactorios ademas del atractivo de ser sencillo y requerir de
reactivos relativamente econémicos; por lo que este trabajo pretende evaluar el desempefio
de esta técnica, partiendo de la interrogante sobre la posibilidad de adaptarla a la rutina de
un laboratorio de Microbiologia de hospitales del sector publico, bajo la hipotesis de que su

implementacion segun las condiciones de trabajo locales, permitira la obtencion rapida de



resultados validos y confiables; en aras de la optimizacion del procesamiento de muestras

de tan gran importancia como los hemocultivos.



2. Pregunta de investigacion
(Es posible adaptar el método propuesto de extraccion con triton y acido acético
para la identificacion de microorganismos directamente de las botellas de hemocultivo

positivas empleando el sistema VITEK MALDI-TOF MS (bioMérieux)?

3. Hipotesis
El método propuesto de extraccion con triton y acido acético para la identificacion
de microorganismos directamente de las botellas de hemocultivo positivas empleando

el sistema VITEK MALDI-TOF MS (bioM¢érieux) proporciona resultados validos.

4. Objetivos

4.1. Objetivo General:
Evaluar un método propuesto de extraccion con triton y acido acético para la

identificaciéon de microorganismos directamente de las botellas de hemocultivo

positivas empleando el sistema VITEK MALDI-TOF MS (bioM¢érieux).

4.2. Objetivos Especificos:
a) Desarrollar un protocolo para la extraccion e identificacion directa a partir de las

botellas positivas de hemocultivo empleando el sistema VITEK MALDI-TOF MS
(bioM¢érieux).

b) Determinar si mediante el método propuesto de extraccion directa de
microorganismos de las botellas de hemocultivo positivas empleando el sistema
VITEK MALDI-TOF MS (bioMérieux) es posible obtener resultados de
identificacion confiables.

¢) Evaluar la concordancia entre los resultados del método propuesto con el método de
rutina y comparar su desempefio con el de las pruebas moleculares, empleando el

método de rutina como referencia.



5. Antecedentes

5.1 Infecciones del torrente sanguineo

La sepsis se define como la presencia probable o documentada de infeccion del
torrente sanguineo junto con manifestaciones sistémicas de esta, incluyendo la disfuncion
organica; la cual se puede presentar con presion arterial baja, reduccion de diuresis,
paralisis intestinal, reduccion de la circulacidon, aumento de la creatinina, reduccion del
oxigeno en el sangre, lactato elevado, bilirrubina elevada, coagulaciéon anormal o acidosis
metabolica. Si no se trata, esta puede transformarse en shock séptico, el cudl consiste en
una sepsis complicada por hipotension refractaria a los liquidos de reanimacién o por
hiperlactatemia, y eventualmente llevar a la disfuncion organica y la muerte (Angus y van
der Poll, 2013). A pesar de los avances modernos, la sepsis se mantiene como una de las

principales causas de muerte en todo el mundo (Cawcutt y Peters, 2014).

El reconocimiento temprano de esta enfermedad es esencial y el tratamiento incluye
estabilizacion de la presion arterial mediante el manejo temprano de liquidos y
vasopresores y el tratamiento de la infeccidon con la administracion inmediata de
antibidticos. Idealmente, los hemocultivos se obtienen del paciente antes de la
administracion de antimicrobianos, y la terapia empirica con agentes antimicrobianos de

amplio espectro se inicia dentro de la primera hora de diagndstico (Martinez y Wolk, 2016).

En un paciente inmunosupreso, el espectro de microorganismos causantes de
infecciones del torrente sanguineo ha cambiado durante la ultima década, pasando de Gram
negativos a Gram positivos. Las razones podrian deberse a modificaciones recientes en la
practica clinica que incluyen terapia antimicrobiana, cambios en los regimenes
Inmunosupresores o quimioterapéuticos y aumentos significativos en el uso de dispositivos
permanentes a largo plazo. Ademads, la resistencia antimicrobiana emergente afecta la
epidemiologia de las infecciones del torrente sanguineo que se encuentran en este tipo de

pacientes (Martinez y Wolk, 2016).



La sepsis grave puede ser el resultado de infecciones adquiridas en la comunidad o
asociadas a la atencion de la salud, pero pueden también ser producto de la diseminacion de
infecciones primarias, como neumonia, infecciones del tracto urinario e intraabdominales.
Los agentes bacterianos mas comunes incluyen Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Enterococcus spp., Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
y Klebsiella spp. (Martinez y Wolk, 2016). Por otro lado, las infecciones del torrente
sanguineo causadas por micobacterias no tuberculosas (NTM) y levaduras que no son
Candida estan en aumento. Por esto, como parte de la evaluacion inicial de un paciente
inmunosupreso con sospecha de infeccion del torrente sanguineo, se le debe realizar
hemocultivos por bacterias aerobias y anaerobias, asi como de levaduras.
Desafortunadamente, los hemocultivos no son una prueba diagndstica completamente
confiable; en algunas poblaciones, s6lo un tercio de los casos de sepsis resultan en
hemocultivos positivos (Angus y van der Poll, 2013); pero de igual forma se encuentran

entre los cultivos més importantes realizados por los laboratorios de microbiologia clinica.

Después de las 24 a 48 horas de deteccion, cuando los resultados de susceptibilidad
a los antimicrobianos ain no estan disponibles, los médicos pueden basarse en los
antibiogramas de su institucién como guia en la seleccion del tratamiento; y en algunos
casos, si la informacion esta disponible, basarse en antibiogramas de locaciones especificas
como la UCI (Unidad de Cuidados Intensivos) y el Servicio de Emergencias (Martinez y

Wolk, 2016).

Aunque algunos organismos, como los estreptococos del grupo viridans poseen
patrones predecibles y es posible que no se realicen pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos, los médicos deben tener en cuenta que pueden presentarse patrones
inusuales en los pacientes inmunosupresos. Por ejemplo, se ha observado que
Streptococcus mitis y S. salivarius, dos microorganismos que se consideran muy sensibles a
la penicilina, tienen CMI (Concentraciones Minimas Inhibitorias) de penicilina elevadas
cuando se recuperan de pacientes con neutropenia febril (Martinez y Wolk, 2016).
Asimismo, las infecciones por bacilos Gram negativos multirresistentes también se estan

convirtiendo en un problema grave en los inmunosupresos (Ramphal, 2004), por lo que



segun la frecuencia de resistencia de la institucion debido a BLEE (betalactamasas de
espectro extendido) o mecanismos mediados por AmpC, puede verse justificado el

tratamiento empirico con un carbapenémico (Martinez y Wolk, 2016).

5.2 Diagnostico de infecciones del torrente sanguineo

El hemocultivo sigue siendo el estdndar de oro para el diagndstico de las infecciones
del torrente sanguineo, y aunque este ha ido evolucionando continuamente a lo largo de los
afnos; su principal desventaja es el tiempo requerido en cada paso del procedimiento
analitico (incubacion del frasco, subcultivo, identificacion y antibiograma). Esto significa
que, en la mayoria de los casos, no se dispone de un resultado confiable antes de las 18 a 24
horas a partir de que los frascos de hemocultivo presenten positividad (a menudo tardan de
1 a 3 dias), ya que conllevan el subcultivo en medios solidos e incubacion durante la noche
para obtener colonias aisladas para la identificacion y las pruebas de susceptibilidad a los
antibioticos (PSA); ademas, el andlisis puede tardar ain més en el caso de bacterias u

hongos de crecimiento lento (Lucignano et al., 2011; Wieser et al., 2012).

El tiempo hasta la positividad de las botellas de hemocultivo esta influenciado por
una serie de factores clinicos y microbiologicos, como la fuente de bacteriemia, el nivel de
bacteriemia, la presencia o ausencia de antibidticos preadministrados y la especie
bacteriana (Palmer et al., 2013). Por otro lado, el hemocultivo es poco sensible a algunos
patogenos, como Legionella pneumophila, Chlamydia pneumoniae y Mycoplasma
pneumoniae (responsables de enfermedades pulmonares comunitarias) y a algunos
patdgenos de dificil o imposible cultivo, como Bartonella spp., Francisella tularensis,
Hiphomycetes, Nocardia spp., Ricketia spp. y Coxiella burnetii (Stathopulos et al., 2004;
Fenollar y Raoult, 2007).

En sintesis, el diagndstico basado en hemocultivos generalmente requiere de 1 a 2
dias para la identificacion del agente bacteriano y de 2 a 3 dias adicionales para la
determinacion fenotipica del patrén de susceptibilidad a los antibidticos (PSA). Hasta la
obtencion de la PSA, la eleccion del tratamiento se basa en la evaluacion clinica, las pautas

empiricas y la epidemiologia local sobre la RAM.



La PCR (Polimerase Chain Reaction) de genes de amplio espectro y la
secuenciacion de material clinico proporcionan un método alternativo e independiente del
cultivo para detectar patogenos. Existen varios sistemas comerciales basados en PCR
multiplex o microarreglos que permiten la identificacion de patdgenos bacterianos y
fingicos a partir de hemocultivos positivos en 1-4 horas (Lamy et al., 2020). El gen diana
que se usa mas comunmente para detectar bacterias en una muestra de sangre es el ARN
ribosomal 16S (gen ARNr 16S o ADNr 16S), un gen de aproximadamente 1500 pares de

bases que codifica una porcion del ribosoma 30S (Lamy et al., 2020).

Algunos de estos sistemas incluyen marcadores de genes de resistencia
seleccionados en sus paneles multiplex. Se ha demostrado que esta informacién es
beneficiosa en el caso de la deteccion del gen mecA (Emonet et al., 2016) pero tiene un
valor practico limitado en muchas éreas; ya que para muchos mecanismos de resistencia, un
resultado negativo no excluye la resistencia fenotipica debida a otros mecanismos de
resistencia distintos de los incluidos en la prueba. Por lo tanto, los médicos a menudo no
modifican el régimen de antibidticos a la luz de los resultados moleculares, con una pérdida

de interés por un diagndstico tan rapido (Lamy et al., 2020).

El FilmArray Blood Culture Identification Panel (BCID), un sistema basado en PCR
multiplex completamente automatico (bioMerieux, Marcy-1'Etoile, Francia) (Altun,
Almuhayawi, Ullberg y Ozenci, 2013) identifica automaticamente hasta 24 patdogenos
microbianos, incluidos 19 géneros/especies bacterianas y cinco especies de Candida, asi
como los genes mecA, van A/B y blaKPC. Este sistema puede detectar con éxito los
patogenos causales con el uso de frascos de hemocultivo antes de que se puedan obtener

resultados positivos con los protocolos de cultivo convencionales (Almuhayawi, ALtun,

Stralin y Ozenci, 2014).

En general, el protocolo de deteccion basado en la prueba de amplificacion de
acidos nucleicos posee un buen potencial para el desarrollo de un método temprano de
diagnodstico de infecciones del torrente sanguineo; sin embargo, la pequefia cantidad de
ADN patégeno y la presencia de varios inhibidores de la PCR en los frascos de
hemocultivo influyen sustancialmente en los resultados de la amplificacion (Bloos et al.,

2012). Los inhibidores de PCR que se encuentran cominmente incluyen compuestos



derivados de la sangre, heparina, EDTA, sulfonato de poliacetal contenido en los medios de
cultivo, grandes cantidades de ADN humano y polisacéaridos derivados de bacterias (Trung
et al., 2016). Ademas, las paredes celulares de los cocos Gram positivos contienen altas
proporciones de pentaglicina y son resistentes a los tensioactivos como el dodecilsulfato de

sodio y al pretratamiento con proteinasa K (Unno et al., 2015).

Aunque los métodos moleculares proporcionan un resultado confiable para los
patogenos incluidos, todos comparten los inconvenientes comunes de ser costosos, solo
procesan unas pocas muestras simultdineamente y tienen paneles limitados de patdgenos
(Lamy et al., 2020). La promesa de esta técnica se ha mantenido fuerte, especialmente para
el dominio bacteriano, pero su aplicacion no ha sido confiablemente reproducible, debido
en gran parte a problemas de contaminacion y sensibilidad inadecuada (Martinez y Wolk,
2016); y a pesar de que permiten una comunicaciéon mas rapida de la identificacion de
especies a los médicos y una terapia antimicrobiana dirigida mdas temprana, no se ha

observado un efecto significativo sobre la mortalidad (Lamy et al., 2020).

En los ultimos afos, también se han puesto a disposicion ciertos métodos
automatizados y rapidos basados en la hibridacion, incluidas las pruebas de acido nucleico
de cultivo de sangre para Gram positivos y Gram negativos de Verigene (Nanosphere Inc.,
Northbrook, IL), que tienen la ventaja de poder detectar los patdégenos bacterianos mas
comunes y los posibles genes de resistencia a los antibidticos directamente de los
hemocultivos en 2,5 horas. La desventaja es la limitaciéon en los tipos de patogenos

detectables (Hayakawa et al., 2017).

Por lo tanto, mejorar la cobertura de patdgenos sigue siendo un desafio y como
método innovador de identificacion, el secuenciador de nanoporos MinlON (Oxford
Nanopore Technologies [ONT], Oxford, Reino Unido) se ha introducido en varios entornos
clinicos (Quick et al., 2015). Las innovaciones clave de la plataforma MinlON incluyen
costos iniciales y operativos sustancialmente reducidos y secuenciacion en tiempo real, a
diferencia de la secuenciacion de nueva generacion (NGS) y la secuenciacion Sanger (Cao

etal., 2016).

En 2018, Oxford Nanopore Technologies anuncié un nuevo modelo de celda de

fluyjo MinlON mas accesible y rentable para procedimientos analiticos mas pequefios
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(Ashikawa et al., 2018). Sin embargo, los costos de las tecnologias de secuenciacion no
dejan de ser significativos, ademas de que requieren de un personal altamente especializado
y capacitado para su operacion y de forma mas importante, para el manejo e interpretacion
de los datos. Ademas, no funcionan para abordar las infecciones polimicrobianas o la
contaminacion dentro de las botellas de cultivo. Desafortunadamente, también es evidente
que la secuencia de ARNr 16S en la taxonomia bacteriana no puede distinguirse entre
especies estrechamente relacionadas (Fox, Wisotzkey y Jurtshuk, 1992) y la contaminacion
con genes humanos reduce la cobertura de las secuencias bacterianas obtenidas con
MinlON, lo que puede complicar la identificacion precisa de especies bacterianas a partir

de hemocultivos positivos (Anson et al., 2018).

También es importante considerar las muestras con cultivo negativo con o sin
evidencia clara de infeccion; las cudles podrian resultar positivas por PCR debido a varios
factores, como la presencia de patdogenos dificiles de cultivar, terapia antibidtica previa y
contaminacion del ADN bacteriano en la Taq polimerasa. Se requieren mas investigaciones
para evaluar muestras con cultivo negativo y con PCR positivas en funcion de la

secuenciacion de amplicon con MinlON (Ashikawa et al., 2018).

Aunque los investigadores han demostrado la capacidad de detectar bacterias
directamente de la sangre con la amplificacion y secuenciacion del gen 16S ARNr, no se
recomienda su realizacion de forma rutinaria ya que el cultivo sigue siendo una prueba de
diagnostico mas sensible. Ademas, la PCR de amplio rango se asocia con contaminacion, y
un resultado positivo siempre debe correlacionarse con la historia clinica (Martinez y Wolk,

2016).
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5.3 MALDI-TOF MS en la identificacion rapida de agentes de sepsis

El sistema de identificacion por MALDI-TOF MS es una técnica rapida y confiable
para la identificacién microbiana, siendo que la mayoria de los resultados que produce son
similares a los obtenidos por secuenciacion del ARNr 16S, pero con mayor rapidez y
menores costos. Numerosos reportes indican que esta técnica genera resultados de
identificacion mas exactos que los generados por varios métodos fenotipicos y bioquimicos

convencionales en laboratorios de microbiologia (Paauw et al., 2008)

La identificacion rapida de microorganismos que causan infecciones del torrente
sanguineo es una de las aplicaciones mas impactantes del MALDI-TOF MS en la
microbiologia clinica (Rodriguez-Sanchez, Cercenado, Coste y Greub, 2018). Esta
tecnologia ha demostrado la identificacion oportuna y precisa de una amplia variedad de
microorganismos directamente a partir de hemocultivos positivos y tiene la ventaja afiadida
de ser econdmica y eficiente (Opota, Croxatto, Prod’hom, y Greub, 2015). La mayoria de
los laboratorios de Microbiologia en todo el mundo han implementado este enfoque para
que los médicos puedan iniciar rapidamente un tratamiento antimicrobiano dptimo, que se
ha demostrado que se correlaciona con tasas mas altas de resultados favorables para el

paciente (Oviafio et al., 2021).

El sistema MALDI-TOF MS aprovecha la alta sensibilidad de la espectrometria de
masas con el enlace a grandes bases de datos microbianas para proporcionar espectros
especificos de cada especie, de forma que se pueden usar para identificar de manera
reproducible, tanto aislamientos puros o patdégenos de frascos de hemocultivos positivos
(Schieffer et al., 2014). El método consiste en la ionizacion directa de una colonia
bacteriana intacta o un extracto de proteina bacteriana y la identificacion se produce
después de correlacionar la firma espectral (segun la relacion masa a carga [m/z]) de un
aislamiento con una base de datos de espectros recopilados de cepas de referencia. Los
biomarcadores que se miden son proteinas intracelulares implicadas en mantenimiento y
que poseen altos niveles de expresion, como componentes ribosémicos, chaperonas y
factores de transcripcion/traduccion; lo que las hace altamente conservadas y utiles para la

identificacion (De Groote y Huitt, 2006).
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Este sistema permite la identificacion rapida de bacterias Gram positivas, Gram
negativas, micobacterias, levaduras y hongos filamentosos (Di Gaudioa et al., 2018) y se
usa ampliamente por su alta precision, bajo costo de consumibles y velocidad de anélisis.
Ademas, la identificacién por espectrometria de masas presenta diversas posibilidades, ya
que es un método rapido y sensible para medir proteinas, lipidos y otras dianas, y no

requiere conocimiento previo sobre el organismo a identificar (Martinez y Wolk, 2016).

Entre sus limitaciones, actualmente este sistema no es capaz de distinguir entre
Shigella y E.coli, Bordetella pertussis y Achromobater ruhlandii, A. xylosoxidans y A.
ruhlandii y entre Bacteroides nordii y B.salyersiae. Similarmente, el complejo E. cloacae,
un grupo de 6 especies estrechamente relacionadas (E.asburiae, E. cloacae, E.hormaechei,
E.kobei, E.ludwigii y E. nimipressuralis) no puede ser distinguido por este método (Paauw

etal., 2008).

Actualmente la utilizacion estandar del sistema MALDI-TOF MS requiere colonias
puras de los microorganismos cultivados y una pequefia cantidad de matriz (normalmente
menos de 1 pl/muestra), sin embargo, con los afios se han desarrollado varias técnicas de
pre-procesamiento para la identificacion directa mediante MALDI-TOF MS de patdgenos
presentes en hemocultivos, que abarcan diferentes métodos internos y tres kits comerciales:
(1) el kit Sepsityper® vy (ii) el kit Vitek® MS Blood Culture, que se basan en el uso de un
buffer de lisis y limpieza mejorada de las bacterias por centrifugacion o filtracion, y (iii) el
kit Rapid BACpro® II; que contiene un copolimero de polialilamina-poliestireno para la

recuperacion de los microorganismos (Oviaio et al., 2021).

El kit Sepsityper® (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) etiquetado como CE-IVD
(In vitro Diagnostic) y aprobado por la FDA, es ampliamente utilizado y numerosos
estudios han informado resultados de identificacion exitosos. El kit Vitek® MS Blood
Culture (bioM¢érieux, Lyon, Francia) actualmente esta etiquetado como RUO (Research
Use Only) y ha presentado altas tasas de identificacion correcta a nivel de especie de
diferentes microorganismos; sin embargo, las publicaciones de revision por pares sobre este
kit ain son escasas y es posible que sea necesaria una evaluacion adicional para conocer su
rendimiento, ademas de que su utilizacion esta limitada al area de la investigacion. El Rapid

BACpro® II (Nittobo Medical Co., Tokio, Japon) es relativamente reciente y posee
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etiqueta CE-IVD (Oviafio et al., 2021). Su funcionamiento se basa en que los aislamientos
bacterianos se adhieren a polimeros cargados positivamente, formando agregados
macroscopicos que pueden recuperarse facilmente mediante centrifugacion (Oviafio et al.,
2021), pero su rendimiento analitico no se ha estudiado en grandes muestras clinicas

prospectivas (Yonezawa et al., 2018).

A pesar de la existencia de estos kits; en términos de costos de funcionamiento y
rendimiento analitico, la aplicacién de un método interno ha demostrado ser mejor opcion
para un entorno de microbiologia de diagndstico. Los resultados de Di Gaudioa et al.
(2018) sugieren que la identificacion basada en MALDI-TOF MS directamente a partir de
hemocultivos no es mucho mas laboriosa (en particular, reduce los pasos de extraccion), y
requiere costos de reactivos mas bajos en comparacion con los métodos convencionales o

con los sistemas de PCR multiplex automatizados.

Es asi como esta tecnologia simplificada que ha reducido drasticamente tanto el
costo como el trabajo y tiempo involucrados, se ha convertido en una alternativa util en el
diagnostico rapido de las infecciones del torrente sanguineo (Ashikawa et al., 2018) y se ha
introducido recientemente como un enfoque innovador para la identificacion de bacterias a
partir de las botellas de hemocultivo positivas (Stevenson, Drake y Murray, 2018). Se ha
demostrado que la identificacion de microorganismos directamente a partir de hemocultivos
positivos mediante MALDI-TOF MS reduce significativamente el tiempo de respuesta en
comparacion con los métodos convencionales (Lagacé-Wiens et al., 2012); permitiendo una
identificacion muy rdpida con un tiempo de procesamiento de 20-40 minutos, lo cual

implica un efecto muy positivo en el manejo de los pacientes (Lamy et al., 2020).

Asimismo se ha demostrado un gran beneficio de esta identificacion microbiana
rapida en el ajuste de la terapia antimicrobiana empirica (Martiny et al., 2013; Huang et al.,
2013; Clerc et al., 2013). Clerc et al. (2013) evaluaron el impacto clinico de realizar
MALDI-TOF MS directamente a hemocultivos positivos, donde esta metodologia permitio
ajustar el tratamiento antibidtico en el 35,1% de los casos. Ademds observaron que la
estancia hospitalaria se redujo en aproximadamente 2 dias y la aplicacion rutinaria de la

identificacion directamente de hemocultivos mediante MALDI-TOF MS presentd un claro
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beneficio en la racionalizacion de los antimicrobianos, con reduccion del uso de

carbapenémicos y otros antibioticos de amplio espectro.

Jakovljev y Bergh (2015) encontraron varios casos de ajustes terapéuticos en
funcion de la resistencia antimicrobiana intrinseca o los patrones de resistencia local
conocidos de las especies bacterianas identificadas (NORM/NORM-VET, 2013). Ejemplos
de estos son los casos de bacteriemia por Enterococcus faecalis o E. faecium cuando la
terapia preventiva fue una cefalosporina, o la identificacion de Acinetobacter spp. y algunas
de las Enterobacteriaceae a nivel de género, lo que podria indicar la necesidad de cambiar a
una terapia mas amplia de cefalosporina a un carbapenémico. Ademas, la diferenciacion
rapida entre S. aureus y SCoN podria ser util tanto para la eleccion de la terapia
(cloxacilina o vancomicina) como para iniciar la busqueda de un posible foco de infeccion

del torrente sanguineo (Jakovljev y Bergh, 2015).

La identificacion répida también resulta especialmente 1til cuando se detectan
patogenos raros; por ejemplo Jakovljev y Bergh (2015) lograron la identificacion de
Listeria monocytogenes a partir de hemocultivos, que aunque obtuvo una puntuacion
maxima no confiable (1,497, en el caso del equipo Bruker®), las diversas especies de
Listeria, incluida L. monocytogenes, clasificadas sucesivamente como las siete primeras
propuestas en la lista de identificaciones, proporcionaron informaciéon valiosa sobre una
posible listeriosis que provoco la realizacion inmediata de una PCR que resultod positiva.
Segun las observaciones de Moussaoui et al. (2010) cuando al menos cuatro propuestas de
especies sucesivas con puntuaciones iniciales mayores a 1,4 se obtuvieron directamente de
hemocultivos, la identificacion de especies no es falsa en su serie (Jakovljev y Bergh,

2015).

Actualmente el desafio mas importante de la implementacion de una identificacién
directamente de las botellas de hemocultivo positivas mediante el sistema MALDI-TOF
MS, es la preparacion de las muestras; que son matrices complejas que incluyen células
sanguineas y proteinas plasmaticas. Varios estudios recientes se han centrado en el
desarrollo de métodos Optimos para este fin, por ejemplo, tubos separadores de suero
(Moussaoui et al., 2010; Stevenson et al., 2010; Wimmer et al., 2012), la centrifugacién

diferencial, filtros (Fothergill et al., 2013), procedimientos mejorados de lisis de eritrocitos
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que emplean cloruro de amonio, dodecilsulfato de sodio (SDS) o saponina (Oviafio et al.,
2021), y los kits comerciales. Sin embargo, estas técnicas reportadas también tienen
algunas deficiencias, como el requisito de equipos sofisticados, altos costos y una precision
de identificacion relativamente baja (Pan et al., 2018), no existe una estandarizacion y el
rendimiento a menudo depende de las habilidades de los operadores y por lo tanto, solo se

emplean a nivel local (Kayin, Mert, Aydemir y Ozenci, 2019).

Con su protocolo de identificacion rapida de microorganismos mediante lisis con
saponina, Martiny et al. (2013) lograron identificar correctamente el 73,7 % de las bacterias
del hemocultivo a nivel de especie en menos de una hora. En este estudid se observo una
disminucién de 26,85 horas en el tiempo necesario para la identificacion y un aumento del
13,38% en la proporcion de pacientes que reciben un tratamiento antimicrobiano adecuado
24 horas después del hemocultivo positivo; resultados que concuerdan con los presentados
por Vlek et al. (2012) (28,8 horas, 11,3 %). Por otro lado, su método result6 ser hasta 10
veces mas econdmico, ademas de mas rapido y facil de implementar que el kit comercial
Sepsytyper ™ (Martiny et al.,, 2013). El kit Sepsityper® permite resultados de
identificaciéon en 30 minutos y hasta ahora, los resultados publicados muestran que su
rendimiento analitico se encuentra entre el 76 y el 90 % (Morgenthaler y Kostrzewa, 2015);
pero cabe mencionar, que los estudios que comparan este kit comercial con algunos de los
métodos internos no han mostrado un beneficio significativo en la aplicaciéon de este

método (Chen et al., 2013; Juiz et al., 2012; Meex et al., 2012).

Martiny et al. (2013) encontraron que la identificacion rapida de especies de
Enterococcus y estreptococos B-hemoliticos fue responsable del 30% de las modificaciones
del tratamiento antimicrobiano, lo que sugiere que puede ser de interés aplicar estas
técnicas en hemocultivos positivos que muestren cocos Gram positivos en pares o cadenas;
a pesar de las limitaciones conocidas del sistema MALDI-TOF MS, que no consigue la
discriminacion de Streptococcus mitis/oralis de Streptococcus pneumoniae (Martiny et al.,

2013).

Aunque no siempre puede conducir a la modificacion del régimen de tratamiento, la
identificacion rapida de los patdgenos juega un papel importante, y lamentablemente dificil

de cuantificar, en el manejo global del paciente. La confirmacion de un contaminante es de
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especial interés para pacientes no hospitalizados y puede ayudar a evitar la administracion
de antibidticos innecesarios. Por otro lado, la confirmacion de una infeccion relacionada
con el catéter, generalmente realizada mediante la determinacion del "tiempo hasta la
positividad", permite la extraccion rapida de los dispositivos infectados y puede ayudar a
prevenir mas infecciones. La deteccion de organismos particulares también puede permitir
que el médico identifique el origen de la sepsis y, por lo tanto, contribuir a las medidas de

ahorro de costos (Martiny et al., 2013).
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6. Materiales y métodos

Se realiz6 un protocolo modificado de identificacion directa de los microorganismos
a partir de 126 botellas de hemocultivo positivas inoculadas con muestras de pacientes del
Hospital México, en el periodo de mayo a setiembre del 2022. El método se baso en el
procedimiento de lisis-centrifugacion descrito por Bazzi et al. (2016); empleando triton y
acido acético. Se selecciono aquellas botellas monomicrobianas en las que se observo
bacilos Gram negativos o cocos Gram positivos en la tincion de Gram que se realiza
rutinariamente posterior a que el equipo BACT/ALERT® VIRTUO® | (bioMérieux) las

indique como positivas.

Para la extraccion directa de cada cultivo positivo seleccionado la metodologia
consistié en colectar 3 mL de cada botella seleccionada y dispensar 1 mL en cada uno de 3
tubos Eppendorf (1.5 mL). Se afiadi6 50uL de Tritén (10%) a cada tubo, seguido de una
agitacion con vortex y centrifugacion 1 minuto a 13 000 rpm. Posteriormente se
removieron los sobrenadantes y se resuspendio los pellets en 1 mL de solucion salina
(0.9%), seguido de una centrifugacion de 1 minuto a 13 000 rpm; este lavado del pellet se
efectiio tres veces. Nuevamente se removié los sobrenadantes y se aiiadié 50 puL Acido
acético (30%), seguido por agitacion con vortex y una ultima centrifugacion de 1 minuto a
13 000 rpm. Finalmente, se vertié 1 pL, 2 pL. o 3 pL del sobrenadante de cada tubo
correspondiente a 3 distintos pocillos de la ldmina de MALDI-TOF MS consecutivamente
y se seco al aire; seguido por la adicion de 1 pL de matrix CHCA a cada spot de la lamina y
secado al aire para efectuar la corrida de identificacion en el sistema VITEK MALDI-TOF
MS (bioM¢érieux). En la Division de Microbiologia semanalmente se realiza controles de calidad a
los reactivos CHCA y acido férmico con una cepa de Klebsiella aerogenes ATCC 13098 y una cepa

de Candida glabrata ATCC MY A-2950; ademas de la calibracion realizada en cada corrida con la
cepa de E.coli ATCC 8739.
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6.1.  Analisis estadistico

Para el analisis de los datos obtenidos se aplico la prueba de Chi cuadrado de
MacNemar para comparar los datos de exactitud obtenidos mediante el método propuesto
con los resultados obtenidos por el método molecular, empleando el método de rutina como
referencia. Se utiliz6é la prueba Chi cuadrado para comparar los resultados de exactitud
obtenidos para microorganismos Gram positivos y Gram negativos obtenidos por el método
propuesto y las pruebas moleculares; considerando una significancia estadistica cuando p <

0.05 (Jakovljev y Bergh, 2015).
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7. Resultados

Se incluyd un total de 126 frascos de hemocultivo positivos monitorizados
continuamente con un sistema BACT/ALERT® VIRTUO® | (bioM¢érieux). Se realizd
microscopia de la tinciéon de Gram de cada frasco y se incluyeron solamente muestras
monomicrobianas (82 Gram negativos y 44 Gram positivos). Los scores de identificacion

entre 60% y 99,9% se consideraron validos, segun Wang et al. (2014).

Los hemocultivos seleccionados se analizaron a la mafiana siguiente después de
informar la sefial de positividad via el método propuesto de extraccion con triton y acido
acético para la identificacion directa usando MALDI-TOF MS a partir de las botellas de
hemocultivo. Asimismo, todos se procesaron de manera rutinaria de acuerdo a los
procedimientos del laboratorio por el método estdndar de oro dependiente de subcultivo en
medios solidos e incubacion durante la noche para la identificacion de colonias aisladas
empleando MALDI-TOF MS; asi como los paneles moleculares disponibles en el centro
hospitalario: el ensayo GeneXpert® MRSA/SA BC de Cepheid, los paneles de sepsis
(BCID) ePlex® de GeneMark Diagnostics para Gram positivos y Gram negativos y el
panel de sepsis (BCID) FilmArray® de BioFire®. Las especies identificadas con el

método propuesto se enlistan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Especies bacterianas identificadas mediante extraccion directa de las botellas de

hemocultivos positivos con triton y acido acético, empleando MALDI-TOF MS.

Especies Gram negativos Numero Especies Gram positivos Nimero
K. aerogenes 5 Enterococcus faecalis 7
Escherichia coli 23 Staphylococcus aureus 10
K.pneumoniae 18 S. hominis 5
E.cloacae/asburiae 4 Streptoccoccus agalactiae 3
P.orzyhabitans 1 S.lugdunensis 2
P.aeruginosa 5 S.epidermidis 9
Haemophilus influenzae 1 S.warneri 2
P.putida 2 S.haemolyticus 3
Moraxella catarrhalis 2 S.capitis 1
Salmonella enterica spp. 3
enterica
Aeromonas punctata 1
A. hydrophila 1

Serratia marcescens

K.oxytoca

Citrobacter braakii

Burkholderia cepacia

W N D | b

E.hormachei

Los resultados de identificacion obtenidos con el método propuesto se compararon
con los obtenidos por el método de rutina para evaluar la exactitud de la identificacion. La
exactitud del método a prueba se calculdé mediante la comparacion del ntimero de
resultados correctos generados por el método a prueba dividido por el numero generado por

el método estandar de oro, multiplicado por 100%.

Como se muestra en la Tabla 2, en el caso de los Gram negativos se obtuvo una

exactitud de 81,7%, mientras que para los Gram positivos la exactitud fue de 77,27%. En
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todos los casos en los que se obtuvo una identificacion, la concordancia fue del 100% con
el método estandar de oro y las pruebas moleculares. Segliin los datos obtenidos, si existe
una diferencia significativa en los valores de exactitud reportados para el método propuesto

y las pruebas moleculares (p<0,05).

Tabla 2. Exactitud y concordancia del método propuesto de extraccion con tritdn y acido
acético directamente de botellas de hemocultivo positivas monomicrobianas para su
identificacion mediante MALDI-TOF MS, en relacion con el método de referencia y la

identificacion basada en PCR.

Organismo Exactitud Concordancia Concordancia
(%) Referencia (%) Molecular (%)

Gram negativos (n=82) 81,7 100 100

Gram positivos (n=44) 77,27 100 100

Asimismo, se efectlio una comparacion entre los resultados obtenidos por el método
a prueba y las pruebas moleculares; empleando el método de rutina como referencia. Los
datos se resumen en la Tabla 3. Este estudio no muestra diferencia significativa entre la
identificacion de Gram negativos y Gram positivos (p<0,05), como si lo indican otros
estudios. Ademas, tampoco se observa una diferencia significativa entre los resultados de
identificacion de Gram negativos entre el método propuesto y el método molecular
(p<0,05), mientras que la diferencia si es significativa entre los resultados de identificacion

de Gram positivos entre el método propuesto y el método molecular (p<0,05).

Tabla 3. Exactitud del método propuesto de identificacion directa de los microorganismos
directamente de las botellas de hemocultivo positivas mediante MALDI-TOF MS vy

exactitud del método molecular.

Método Propuesto Molecular

Organismo Exactitud nivel Exactitud nivel Exactitud nivel
de especie (%)  de especie (%) de género (%)

Gram negativos 81,70 75,61 89,02

(n=82)

Gram positivos 77,27 54,55 70,45

(n=44)
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8. Discusion

La identificaciéon de bacterias mediante MALDI-TOF MS es dependiente de su
perfil proteico unico y requiere, en general, colonias puras (Krishnamurthy y Ross, 1996).
Por lo tanto, la identificacion precisa de microorganismos directamente de los frascos de
hemocultivo empleando esta técnica, constituye un desafio que requiere la separacion de las
células bacterianas de otras sefiales perturbadoras, incluidas las células humanas, los
medios de cultivo y otros desechos que estan presentes en el caldo de hemocultivo (Ozenci

y Stralin, 2019).

Los protocolos reportados hasta el momento generalmente incluyen la suspension
con un agente detersivo seguido de un procedimiento de centrifugacion y, en algunos casos,
extraccion de proteinas con etanol y acido formico (Lamy et al., 2020). En este caso, la
accion detergente fue ejercida por el triton, mientras que el acido acético se empled como

agente para la extraccion proteica.

El rendimiento analitico del método, el disefio experimental y la epidemiologia de
las especies bacterianas que causan infecciones del torrente sanguineo son factores
importantes que pueden influir en el resultado del método probado. Por lo tanto, no es
adecuado comparar estudios sobre el desempefio de métodos de extraccion distintos
utilizados en la identificacion directa de bacterias a partir de hemocultivos (Kayin, Mert,
Aydemir y Ozenci, 2019). Hasta el momento, los articulos publicados han mostrado
resultados variables en el rendimiento de diversos métodos de preparacion que oscilan entre
el 61 y el 98 % (De Carolis et al., 2014), por lo que los resultados obtenidos en el presente

estudio se ubican dentro un nivel satisfactorio segun estos datos.

Es importante destacar que el volumen de muestra empleado para la extraccion
refleja el tamafio del inoculo y este probablemente sea uno de los factores mas importantes
en el rendimiento del MALDI-TOF MS directo a partir de métodos de hemocultivo, ya que
a mayor volumen obtiene mayor cantidad de las proteinas bacterianas para la generacion de
espectros y la consecuente identificacion. Estudios previos incluyeron un rango de
volimenes de muestra de 0,2 (Ferroni et al., 2010) a 8 ml (Stevenson, Drake y Murray,

2010). Los datos actuales con rendimientos mas altos con el Rapid BACpro® II y el kit
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Sepsityper® muestran que el volumen de muestra de 1 ml es suficiente si el método de
preparacion es efectivo (Kayin, Mert, Aydemir y Ozenci, 2019), el cual fue el volumen
empleado en el presente trabajo. La escasa concentracion de bacterias en los frascos de
hemocultivo, asi como los perfiles protedmicos insuficientes en la base de datos,
teoricamente podrian explicar la obtencion de identificaciones no confiables (Stevenson,
Drake y Murray, 2010). Se considera necesaria una concentracion minima de 10® UFC/mL
para obtener espectros de alta calidad (Stevenson, Drake y Murray, 2010; Christner et al.,
2010); sin embargo, algunos autores informan una mayor sensibilidad de MALDI-TOF MS
con suficiente relacion senal-ruido generada a partir de una muestra que contenga al menos

10* UFC/mL (Demirev y Fenselau, 2008).

Se debe tomar en cuenta que ademas de estas implicaciones del volumen de
muestra, el radio de biomasa entre las células sanguineas y los microorganismos en un
hemocultivo positivo es mucho mayor que 1:1000, en donde las células humanas estan en
extremo exceso sobre las células bacterianas. Esto hace esperable que los espectros de
biomasa resultantes presenten una menor calidad en comparacién con la identificacion a
partir de colonias crecidas cultivo puro, ya que la cantidad de células sanguineas
remanentes pueden resultar en picos de masa adicionales. Es decir que el volumen de
muestra no solamente es el aspecto mas determinante del rendimiento del método, sino que

al mismo tiempo es el que podria generar mayor interferencia.

La reduccion en la calidad de los espectros deriva en una reduccion en su resolucion
para especies estrechamente relacionadas. Esta relacion entre espectros de masa de menor
calidad; y por lo tanto peor resolucion de espectros de especies, es muy comuin y una
propiedad fundamental de los métodos de identificacion basados en MALDI-TOF MS y

por lo tanto, esperable.

Barnini et al. (2015) mencionan que entre posibles factores influyentes en el
rendimiento se encuentra una dependencia del tiempo durante el proceso de extraccion, ya
que en su método observaron que una prolongacion del tiempo de reaccidon con acetonitrilo
(agente para extraccion de proteinas, en su caso) durante solo unos minutos influy6 en la
identificacion proporcionando resultados inconsistentes. Algunos otros puntos excluyentes

fueron la necesidad de una mezcla absolutamente cuidadosa de los pellets durante la

28



extraccion y, en algunos casos, el ajuste de los volimenes de 4cido férmico y acetonitrilo
agregado dependiendo de los tamafios variables de los pellets; ya que las botellas de
hemocultivo son inoculadas a partir de muestras sanguineas de pacientes con distintos
valores de hematocrito, leucocitos y otros interferentes. Estos podrian ser factores a
considerar en el andlisis de los resultados de exactitud obtenidos en el presente estudio y en
la posible optimizacion del procedimiento propuesto, efectuando un ajuste de los

volumenes de tritén y acido acético de forma proporcional al pellet obtenido.

Casi todos los estudios publicados anteriormente han demostrado que la
identificacion de bacterias Gram negativas es mds exitosa que la de bacterias Gram
positivas mediante MALDI-TOF MS directa a partir de hemocultivos (Faron, Buchan y
Ledeboer, 2017; Bazzi et al., 2016). Aunque se desconoce la razén subyacente de esta
discrepancia, es razonable sugerir que los componentes de la pared celular bacteriana
pueden generar interferencias (Kayin, Mert, Aydemir y Ozenci, 2019). Sin embargo, los
resultados de exactitud del presente estudio de 81.7% contra 77.3% respectivamente, no
poseen una diferencia estadistica significativa que concuerde con este hallazgo; pero se
mantienen como un aspecto a considerar en el contexto de una posible optimizacioén e

implementacion a futuro de un método de extraccion directa.

Robinson y Ussher (2016) indican que de los aislamientos que no lograron
identificar con su método de extraccion con SDS y centrifugacion diferencial, la mayoria se
tratd de Gram positivos, principalmente S. epidermidis y S. pneumoniae. La menor
identificacion de estas bacterias podria estar relacionada con menores concentraciones en
los hemocultivos al momento de la positividad (De Cueto et al., 2004, Tan et al., 2008),
mayor cantidad de peptidoglican en la pared proveyendo mayor resistencia a la lisis y una
presencia aumentada de proteinas sanguineas residuales que tienen mayor propension a

adherirse a bacterias Gram positivas (Schubert et al. 2011).

Respecto a esta menor exactitud para el caso de los Gram positivos, es oportuno
mencionar que es ampliamente reconocido que los estreptococos del grupo viridans son
dificiles de identificar a nivel de especie. Aunque MALDI-TOF se ha reconocido como un
método prometedor para superar esta dificultad, puede verse afectado, por ejemplo, por una

mala resolucion de Streptococcus mitis de S. pneumoniae, de manera similar a la
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identificaciéon basada en la secuencia del gen ARNr 16S. Jakovljev y Bergh (2015)
hipotetizan que el material protedmico insuficiente, posiblemente debido a la autdlisis,
podria ser una explicacion. Prod'hom G et al. (2010) informaron una proporcion similar de
resultados negativos donde 8/10 aislamientos de S. pneumoniae no alcanzaron puntuaciones

validas (Jakovljev y Bergh, 2015).

La identificacion de estreptococos también ha sido problematica en otros estudios
que utilizan MALDI-TOF (Kok et al., 2011) y se ha sugerido que hasta que las bases de
datos MALDI-TOF se amplien para incluir més espectros de especies de estreptococos bien
identificadas, esta técnica no es adecuada para la identificacion de estreptococos (Van
Veen, Claas y Kuijper, 2010). Sin embargo, aunque una identificacién directa de un
hemocultivo para el cual la tinciéon de Gram mostro estreptococos probables no confirmaria
la presencia/ausencia de S. pneumoniae, probablemente excluiria o confirmaria la presencia
de una especie de Enterococcus o Streptococcus B-hemolitico, lo cual seria un dato valioso

para el manejo de la infeccion (Martiny, Dediste y Vandenberg, 2012).

Otro factor que podria pensarse influyente en los resultados es el de la incubacién
adicional de las botellas de hemocultivo, desde la positividad hasta el montaje mediante el
método propuesto ya que al trabajar con los hemocultivos positivos del dia anterior este
tiempo era variable para cada uno. Se ha reportado previamente que se obtiene menores
identificaciones con el sistema VITEK MALDI-TOF MS al emplear hemocultivos viejos
que con hemocultivos frescos (Robinson y Ussher, 2016). Sin embargo Martiny, Dediste y
Vandenberg (2012) observaron que el tiempo de incubacidn adicional no pareci6 afectar la
tasa de identificaciones correctas de especies de su método propuesto (lisis con saponina).
Sin embargo, dicha evaluacion debe realizarse preferentemente sobre un mayor nimero de

aislamientos y para cada especie por separado a fin de obtener conclusiones precisas.

Otro desafio con el uso del MALDI-TOF MS directamente de hemocultivos es el
andlisis de los resultados de la prueba. Las puntuaciones obtenidas directamente de
muestras clinicas suelen ser mas bajas que el uso de cultivos puros de placas de agar
(Kayin, Mert, Aydemir y Ozenci, 2019), por lo que debe tenerse en cuenta al observar

menor calidad de los espectros y por lo tanto de los porcentajes de identificacion.
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En cuanto a las limitaciones, este trabajo no incluyé hemocultivos con crecimiento
polimicrobiano o levaduras; sin embargo, el objetivo del estudio era determinar el
rendimiento del método en términos generales y es sabido que el software de analisis de
datos MALDI-TOF MS actual no puede identificar de forma fiable todos Ilos
microorganismos presentes en los hemocultivos polimicrobianos (Hong., Chang, Song y
Kim, 2014). Asimismo, la utilizaciéon de unicamente hemocultivos monomicrobianos no
constituye un inconveniente significativo ya que solo una minoria de hemocultivos
positivos involucra mas de una especie (Lamy et al., 2020). Sin embargo, cabe mencionar
que cuando se analiza un hemocultivo positivo que contiene varios microorganismos, el
MALDI-TOF MS generalmente conduce a la identificacion exitosa de la especie
predominante y existen varios reportes que indican que no hubo una identificacion errénea
como resultado de la presencia concomitante de varias especies de bacterias empleando el
sistema Microflex LT (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) (Martiny, Dediste y
Vandenberg, 2012).

Cabe destacar que la identificacion de microorganismos por espectrometria de masas
se basa en su proteoma, el cual se define como la serie completa de proteinas que son
sintetizadas por la célula en un momento dado. Es decir que el proteoma estd sujeto a
modificaciones segun las condiciones de crecimiento en las que se encuentren las bacterias.
Por lo tanto, la temperatura y tiempos de incubacién y el medio de cultivo deben
mantenerse lo mas estables posible para obtener resultados de identificacion confiables y
reproducibles. Para las bacterias, la mayoria de biomarcadores empleados en su
identificacion son proteinas ribosomales y se conoce que estas varian su expresion bajo el
déficit de nutrientes o condiciones de estrés por temperaturas bajas. Incluso, para prevenir
identificaciones erroneas, los cultivos no deben ser expuestos a almacenamiento en frio y
los microorganismos que no puedan ser identificados de forma inmediata deben preservarse
en etanol 70% (Pavlovic, Huber, Konrad y Busch, 2013). Se debe considerar que este
trabajo se desarroll6 como un estudio piloto, en el que las extracciones proteicas a partir de
las botellas de hemocultivo positivas se realizaban al dia siguiente de la positividad de las
mismas y que por lo tanto, la protedmica bacteriana naturalmente se vio modificada,
afectando el rendimiento obtenido. Bazzi et al. (2012) emplearon una centrifuga

refrigerada; que debido a limitaciones de equipo no pudo ser empleada para el desarrollo de
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este trabajo, pero se desconoce el impacto que podria implicar esta medida; sin embargo, la
mayoria de estudios revisados no utilizan este tipo de equipo. En una implementacion del
método propuesto, la extraccion seria efectuada de forma mas inmediata y con mayor
homogeneidad en las condiciones de procesamiento para cada cultivo, por lo que seria de

esperarse resultados de calidad superior.

Por otro lado, Martiny, Dediste y Vandenberg, (2012) incluyeron el analisis de
cinco hemocultivos negativos que dieron lugar a perfiles espectrales similares. Esto sugiere
que el desarrollo de un algoritmo que permita discriminar varias especies de un mismo
espectro también podria ser de ayuda para la identificacion bacteriana directa a partir de

hemocultivos positivos (discriminacion de proteinas sanguineas de proteinas bacterianas).

Respecto a las ventajas del método propuesto en este trabajo, la mas significativa es
el poco tiempo de procesamiento requerido por muestra (menos de 15 minutos) en
comparacion con los métodos comerciales; ademas de la drastica reduccion en el tiempo de
respuesta para el reporte de la identificacion bacteriana, después de que se presente la
positividad de un hemocultivo. El tiempo de analisis se reduce porque no incluye un
procedimiento de extraccidon muy prolongado (Martiny, Dediste y Vandenberg, 2012); y
ademas de la rapidez, el método requiere la utilizacién de insumos baratos, como lo son el
acido acético y triton. A modo de ejemplo, Martiny, Dediste y Vandenberg (2012)
encontraron que su método interno es 10 veces mas barato que la opcion comercial (0.72
vs. 7.45 €/andlisis) y su tiempo de procesamiento fue de aproximadamente 20 minutos
contra los 40 minutos requeridos por el kit Sepsityper™ (Martiny, Dediste y Vandenberg,
2012).

Ademas, es importante mencionar que aunque una identificacion rapida mediante el
sistema MALDI-TOF MS no proporciona informacién sobre el perfil de susceptibilidad
antimicrobiana del organismo, una técnica de identificacion rapida puede ofrecer varias
ventajas. En primer lugar, puede permitir el uso de un antimicrobiano de espectro mas
reducido, incluso antes de obtener los resultados de las pruebas de susceptibilidad, esto con
base en el PROA y la epidemiologia local del centro de salud. Asimismo, la identificacion
rapida puede ayudar al médico a identificar la fuente de la infeccion, reduciendo asi los

costos asociados a estudios complementarios (Martiny, Dediste y Vandenberg, 2012),
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ademas de que la identificacion répida permite la deteccion temprana de brotes, pudiendo

optar por medidas de contingencia de forma oportuna.

En el presente estudio, se observa que en los casos en los que se logré la
identificacion directamente de las botellas de hemocultivo positivas, se presentd una
concordancia completa con los resultados obtenidos tanto por el método estdndar como por
las pruebas moleculares. Superando inclusive los resultados del panel en casos en que este
solamente permite reportar el género del microorganismo. Dado que los métodos basados
en MALDI-TOF MS proporcionan la identificacion a partir de hemocultivos positivos en
un tiempo similar a las pruebas moleculares para una gama mdas amplia de
microorganismos, con un costo mucho menor y con la posibilidad de combinarlo con una
PSA répida, las ventajas de los sistemas moleculares no son claramente reconocibles (Lamy
et al., 2020). Hasta ahora, se ha demostrado que la deteccion del patdégeno causante de
infeccion del torrente sanguineo mediante técnicas moleculares es subdptima y el
hemocultivo sigue siendo el estandar de referencia y la herramienta de primera linea en el

diagnostico de sepsis (Rhodes et al., 2016).

En los ultimos afios al menos dos metandlisis han demostrado tanto la rentabilidad
como las mejoras terapéuticas cuando se utilizan métodos rapidos de identificacion de
microorganismos (Pliakos et al., 2018). El impacto aun leve sobre la mortalidad se debe en
parte al hecho de que a pesar de las mejoras, aun no hay suficiente rapidez antes y después
de producir los resultados, ya que practicamente todos los estudios se han realizado sin
optimizar el tiempo de carga de botellas y; lo que es mas importante, la mortalidad se
redujo solo cuando los métodos rapidos se acompafiaron con administracion de terapia
antimicrobiana (Timbrook et al., 2017). Por ejemplo, es de considerar que solo el 42 % de
los laboratorios europeos insertan botellas de hemocultivo las 24 horas del dia y solo el 13
% 1nicia el procesamiento de las botellas positivas las 24 horas, y menos del 5 % establece
un servicio de 24 horas para la validacion y transmision de la identificacion y los resultados
de PSA a los médicos (Idelevich et al., 2019), por lo que estos factores son los primeros

pasos por mejorar en el procesamiento de estas muestras (Lamy et al., 2020).

Es decir que estos desarrollos técnicos su vez a exigen mejoras en todos los demas

aspectos, especialmente en la logistica preanalitica y postanalitica, incluyendo desde el
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muestreo hasta el informe de resultados; de forma que se pueda promover una plena
reciprocidad de estas técnicas en el manejo del paciente. El progreso en el diagnostico de
patogenos se basa en la optimizacion de los parametros preanaliticos, el inicio rapido de la
incubacion, el uso de métodos rapidos, y la reorganizacioén en aspectos como el transporte

de muestras y una relacion y comunicacion estrecha con los equipos PROA de cada centro

de salud (Lamy et al., 2020).

Por lo tanto, la implementacion de este tipo de métodos seria oportuna en centros de
salud que como en el que se desarrolld este estudio, cuenten con un equipo PROA
establecido, donde se realicen estudios de epidemiologia local y se encuentren consolidados
buenos flujos de trabajo y sistemas de comunicacion entre los médicos y el laboratorio. El
hecho de que existan tres turnos laborales que emiten resultados de identificacion y PSA
con reporte inmediato a los médicos, presenta las condiciones idoneas para el
aprovechamiento de un método de identificacién a partir de extraccion directa de las

botellas de hemocultivo positivas.

La alta variabilidad en la utilidad, la difusion y el costo de las nuevas técnicas como
el MALDI-TOF MS, hace que sea dificil definir el estandar actual de diagndstico de
patogenos del torrente sanguineo. A falta de directrices especificas, los nuevos métodos se

han adoptado de forma muy diferente (Idelevich et al., 2019).
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9. Conclusiones

Este trabajo demostro la posibilidad de desarrollar un protocolo para la extraccion
e identificacion directa a partir de las botellas positivas de hemocultivo empleando el
sistema VITEK MALDI-TOF MS en un laboratorio de Microbiologia Clinica de un
hospital de Clase A. Ademas, los resultados obtenidos presentaron completa concordancia
con el método estindar empleado en el centro hospitalario asi como con las pruebas
moleculares, siendo superior a estas Ultimas en el caso de microorganismos no incluidos en
los paneles. Por otra parte, el desempefio observado es comparable con el reportado para
otros métodos de extraccion, ubicandose en niveles satisfactorios y con alta probabilidad de
mejora en el caso de una implementacion. Por lo anterior, los datos derivados de este
trabajo podrian funcionar como base para una posible implementacion que considere las

optimizaciones correspondientes y segun las capacidades de los servicios interesados.

Estos hallazgos presentan la oportunidad de incorporar un método de identificacion
rapida y precisa de los agentes causantes de infecciones del torrente sanguineo en la rutina
de un laboratorio de Microbiologia Clinica que retna las condiciones Optimas de
funcionamiento; incluyendo personal calificado en tres jornadas laborales que emiten
resultados de identificaciones y PSA de forma inmediata, donde se trabaja en la mejora
continua en todos los pasos preanaliticos, que cuente buenos sistemas de comunicacion
entre los médicos y el laboratorio y con un equipo PROA con gestion y actualizacion de la
epidemiologia local de forma periddica. Segin lo reportado por los estudios supra citados
esto podria tener un impacto muy positivo en el manejo de los pacientes que presentan estas
infecciones, ademas de tener efecto en la epidemiologia local y posiblemente amortiguar la
creciente problematica de la resistencia a los antimicrobianos al prevenir la utilizacion
innecesaria de antibidticos de amplio espectro. Genera ademds, un panorama optimista
sobre la implementacion y aprovechamiento de las tecnologias modernas de las que ya se

dispone y sus ventajas atn en el contexto de laboratorios de paises subdesarrollados.

Se debe considerar que a pesar de sus grandes ventajas, los métodos rapidos son en
general complementarios a los métodos estandar y que sus resultados deben de manejarse
en estrecha comunicacion con los médicos y los equipos PROA, de forma que los recursos

y las ventajas de estos sean realmente aprovechados; todo orientado a la mejora continua en
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la atencion a los pacientes; ya que el hemocultivo se mantiene como el estandar de oro para

el diagnostico de estas infecciones (Ozenci y Rossolini, 2019; Ozenci y Stralin, 2019).
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