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Resumen

Objetivo: evaluar la utilidad de la identificacion directa de microorganismos en muestras de orina y hemocultivos empleando la tecnologia MALDI-TOF MS, me-
diante el analisis de concordancia en la identificacion, tiempo necesario para la obtencién de un resultado y costos asociados a cada método de identificacion.
Materiales y métodos: estudio descriptivo de febrero de 2017 a octubre de 2017. Se seleccionaron a conveniencia 180 muestras de orinas y 129 hemocultivos de
pacientes de la Clinica El Rosario, Medellin, se realizé identificacion del microorganismo directamente de la muestra y a partir del cultivo por MALDI-TOF (Vitek ®
MS, bioMérieux). Se analizaron los costos y tiempo, para determinar la utilidad de esta tecnologia en los procesos del laboratorio de microbiologia.

Resultados: En el 79,6% de las orinas positivas y en el 76% de los hemocultivos se obtuvo una identificacién de microorganismos directamente por MALDI-TOF MS.
El tiempo de identificacion directa tuvo una media de 6 horas y por cultivo una media de 29 horas. El costo total por aislamiento identificado de forma directa (sin
incluir el valor del equipo) fue de $8.200 (2,58 USD) en muestras de orina y de $9.720 (3,06 USD) en hemocultivos positivos. El equipo introduce un costo variable
en cada identificacion de acuerdo con el nimero de identificaciones que se realicen en el laboratorio.

Conclusiones: Estos resultados confirman la utilidad del MALDI-TOF MS para generar identificaciones mas rapidas cuando se utiliza directamente en muestras
clinicas, sin embargo, tiene un bajo desempefio en la identificacion directa de bacterias gram positivas, siendo necesario evaluar otros protocolos que mejoren la
identificacion directa. El costo de los consumibles es bajo, pero la adquisicion de esta tecnologia introduce un costo variable que depende del volumen de muestras
identificadas en el laboratorio.
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Direct identification of microorganisms in urine and blood cultures samples, using MALDI-TOF MS

Abstract

Objective: To evaluate the utility of the direct identification of microorganisms in urine and blood cultures samples, using MALDI-TOF by evaluating concordance
for identification, time to obtain an identification result and associated costs.

Materials and Methods: A descriptive study from February to October 2017 in 180 urine samples and 129 positive blood cultures samples of patients from the El
Rosario Clinic in Medellin- Colombia. The clinical samples were processed directly for microorganisms identification by using MALDI-TOF (Vitek® MS, bioMérieux).
This result was compared with the result obtained with Maldi tof -MS done for the cultured microorganism. An analysis of cost and time to achieve an identification
result was made to determinate the utility of this technology in the laboratory procedures.

Results: 79,6 % of positive urines and the 76 % of blood cultures were identified directly from the sample by MALDI-TOF. MALDI-TOF applied directly had a mean
time for obtaining an identification of 6 hours compared to 29 hours to obtain an identification from cultures. The cost of direct identification was $8.200 (2,58 USD)
in urine samples and $9.720 (3,06 USD) in blood cultures (without including the equipment cost). This cost is variable depending of the number of identifications
that the laboratory performs.

Conclusions: These results support the usefulness of MALDI-TOF for getting rapid identification results using the direct methodology in clinical samples. However,
the capability to identify gram positive bacteria needs to be improved. The incorporation of this methodology in microbiology laboratories may improve the op-
portunity in the etiological diagnosis and should have a positive impact on patient care.
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Introduccién

Los métodos recomendados para establecer el diagndstico
etiolégico de las infecciones del torrente sanguineo (ITS) y
de las infecciones del tracto urinario (ITU), son el hemocul-
tivo y el urocultivo, respectivamente. La identificacion del
agente etioldgico cultivado se basa en pruebas fenotipicas,
incluyendo la coloraciéon de Gram, el crecimiento en medios
selectivos y las pruebas bioquimicas (manuales o automati-
zadas), las cuales pueden requerir hasta 48 horas en generar
un resultado final de identificacién’.

Con el fin de mejorar la oportunidad en los resultados, se
han desarrollado sistemas de deteccién mas rapidos basa-
dos en la identificacion directa del microorganismo presente
en las muestras clinicas, como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), la hibridacién fluorescente in situ (FISH) y
la espectrometria de masas MALDI-TOF. La eleccion de una
u otra depende de los requerimientos particulares de cada
laboratorio34,

El desarrollo de la tecnologia MALDI-TOF (matrix-assisted
laser desorption ionization time-of-flight, en espafol: Desor-
cién/lonizacion laser asistida por una matriz con deteccion
de masas por tiempo de vuelo) permite el analisis de pro-
teinas, principalmente de tipo ribosomal, para la identifica-
cion exacta de bacterias (incluyendo micobacterias), mohos
y levaduras a través de la creacion de un espectro de masas
especifico para cada microorganismo. Esta tecnologia genera
identificaciones rapidas y confiables, y tiene la capacidad de
analizar un gran nimero de aislamientos simultdneamente.
Ademas, tiene una aplicacion futura en la deteccién de me-
canismos de resistencia a los antimicrobianos*®.

Recientemente, diferentes estudios han evaluado el rendi-
miento y la utilidad del MALDI-TOF MS para la identificacién
rapida de microorganismos directamente de muestras biolo-
gicas (orina, sangre y liquido cefalorraquideo) utilizando di-
ferentes métodos de preparacién de la muestra. Para la iden-
tificacion directa desde hemocultivos se han descrito méto-
dos que incluyen pasos de centrifugaciones diferenciales®’,
el uso de detergentes como dodecilsulfato sédico (SDS) o
saponina®’, la utilizacién de tubos con gel separador de sue-
ro’, la filtracion a través de membranas' y la utilizacion de
un kit comercial MALDI Sepsityper'>131415; algunos autores
adicionan el paso de extraccién de proteinas con etanol/aci-
do férmico o acido trifluoroacético para obtener una mejor
identificacion™. En las orinas se han evaluado métodos de
identificacion directa por MALDI-TOF utilizando centrifuga-
cion diferencial'®', pre-tratamiento con Tween-80 o SDS™81
y extraccién de proteinas®®?.

Este estudio tuvo por objetivo evaluar la utilidad de la identifica-
cion directa de microorganismos a partir de muestras de orina 'y
hemocultivos utilizando MALDI- TOF MS mediante el anélisis de
concordancia en la identificacion, y la comparacion del tiempo
promedio del resultado y los costos asociados a cada prueba.

Material y método

Se realizd un estudio descriptivo de febrero de 2017 a octu-
bre de 2017, se seleccionaron a conveniencia 180 muestras
de orina (123 positivas y 57 negativas) y 129 hemocultivos
detectados como positivos por el sistema automatizado
BacT/ALERT® 3D (bioMérieux, Marcy |'Etoile, France), prove-
nientes de pacientes que consultaron o fueron hospitaliza-
dos en alguna de las dos sedes de la Clinica El Rosario en
Medellin, y se analizaron directamente y a partir del cultivo
por MALDI- TOF MS (Vitek® MS, bioMérieux).

Identificacién a partir del cultivo utilizando MAL-
DI-TOF MS

Orina

Se realizd coloracion de Gram, recuento de leucocitos y cul-
tivo cuantitativo en agar sangre y agar MacConkey (bioMé-
rieux, Marcy I'Etoile, France), incubados a 35 °C con CO2 al
5% durante 24 horas. Las colonias aisladas fueron analizadas
por MALDI-TOF MS de acuerdo con las instrucciones del fa-
bricante (Matriz VITEK® MS-CHCA, bioMérieux).

Hemocultivos

Los hemocultivos fueron previamente incubados en el sis-
tema automatizado BacT/ALERT® 3D (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, France). Después de la sefial de positividad, se les
realiz6 coloracién de Gram, y fueron sub-cultivados en agar
chocolate (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) e incubados a
35 °C con CO2 al 5% durante 24 horas. Los cultivos positivos
con colonias puras fueron identificados por MALDI-TOF MS.

Identificacién directa por MALDI-TOF MS

Orina

4 mL de orina fueron centrifugados a 3400 rpm por 5 mi-
nutos. El sobrenadante fue transferido a otro tubo estéril y
centrifugado a 3400 rpm por 15 minutos. El sobrenadante
fue descartado y el sedimento fue lavado dos veces con 1
mL de agua desionizada, seguido de una agitacion con vor-
tex y centrifugacion a 3400 rpm por 5 minutos, de acuerdo
a una adaptacion del protocolo previamente descrito por L.
Ferreira et al'. Se transfirié 5 uL del sedimento a un pozo
de la placa de montaje y se dejé secar para finalmente adi-
cionar 1 ulL de la solucién de matriz CHCA (4cido a-ciano-4-
hidroxicindmico), y se procesé en el MALDI-TOF.

Hemocultivos

Se utilizaron 2 tubos con gel separador de suero (BD Vacu-
tainer®) y a cada uno se le adicioné 4 mL del hemocultivo
positivo y se centrifugaron a 3400 rpm durante 10 minutos.
El sobrenadante fue descartado, y se adicioné a cada tubo
500 ul de agua desionizada, se resuspendid el sedimento
contenido en la superficie de la capa del gel, sin dafarlo. La
suspension obtenida de ambos tubos fue transferida a un
tubo Eppendorf de 1,5 mL, y se centrifugd a 1000 rpm por
1 minuto. El sobrenadante fue transferido a otro tubo Ep-

365



366

E. Sierra, et al

REVISTA INFECTIO

pendorf y centrifugado a 13000 rpm durante 1 minuto. Se
realizaron dos lavados del sedimento obtenido con 1 mL de
agua desionizada a 13000 rpm durante 1 minuto.

Extraccion de proteinas

El sedimento fue resuspendido en 1 mL de Etanol al 70% y
centrifugado a 13000 rpm por 2 minutos. Se descarté el so-
brenadante y se adiciond 50 ulL de acido férmico al 70%, se
mezclé rdpidamente con agitacion en vortex, y se adiciona-
ron 50 ulL de acetonitrilo, mezclando con vortex seguido de
centrifugacién a 13000 rpm por 2 minutos, de acuerdo a una
adaptacién del protocolo de Stevenson et al'®. Se adiciond 2
uL del sobrenadante a un pozo de la placa de montaje, y se
dejo secar, se adiciond 1 uL de la solucién de matriz CHCA
(acido a-ciano-4- hidroxicinamico) y se procesé por MALDI-
TOF MS.

Para el andlisis de las muestras se utilizo el sistema VITEK®
MS de bioMérieux, y la base de conocimientos V3.0. Las pla-
cas para el montaje en el MALDI-TOF se calibraron y con-
trolaron utilizando la cepa de referencia Escherichia coli
ATCC8739.

Analisis estadistico

Se calculd el porcentaje de identificacion obtenida por el mé-
todo directo comparado con la identificacién obtenida desde
el cultivo para muestras de orina y hemocultivos, respectiva-
mente. El porcentaje de concordancia se calculé para los ais-
lamientos positivos de acuerdo con la identificacion obtenida
a nivel de especie. Ademas, se determiné la concordancia de
lo observado en la coloracién de Gram con la identificacion
del microorganismo utilizando el método directo.

Analisis de tiempo y costos

El tiempo requerido para obtener un resultado de identifica-
cion de microorganismos por el método directo y por el cul-
tivo, fue medido en horas y se calculd desde la fecha y hora
en que se ingresé la muestra de orina al laboratorio, hasta el
reporte de la identificacion directa y a partir del cultivo, y en
los hemocultivos positivos se calculé desde la fecha y hora
en que el sistema BacT/ALERT® 3D detectd el hemocultivo
como positivo hasta el reporte de la identificacién directa y
por cultivo.

Para el analisis de costos asociados a la identificacién de
microorganismos por el método directo y a partir del culti-
vo utilizando MALDI-TOF MS vy el sistema automatizado Vi-
tek®2, se calcularon los costos directos (costo de insumos,
reactivos, personal), y los costos indirectos (costo del arren-
damiento del laboratorio y servicios generales: electricidad,
agua, limpieza). El costo directo del equipo MALDI-TOF MS
fue calculado de acuerdo con el valor del arrendamiento
mensual (incluido el mantenimiento) sobre el promedio his-
térico del nimero de aislamientos identificados por mes en
el laboratorio, sin incluir aislamientos no identificados, ni re-
peticiones. Los costos aplicados para este analisis se basaron
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en una estimacion real de los costos en el laboratorio, y fue-
ron analizados en pesos colombianos y en ddlares (fecha del
calculo a diciembre de 2018).

Consideraciones éticas

Este estudio contd con la aprobacion del Comité de Etica e
Investigaciones de la Clinica El Rosario (acta 2017-A-02).

Resultados
Orina

En las muestras de orina positivas, el 79,6% (98/123) de los
aislamientos fueron identificados por el método directo.
Analizando los urocultivos negativos, el 100% (57/57) fueron
negativos por el método directo utilizando MALDI-TOF MS.
Los aislamientos identificados por el método directo tuvie-
ron una concordancia a nivel de especie del 100% al compa-
rarlo con los resultados obtenidos desde el cultivo. El 96,9%
de las orinas positivas identificadas directamente tuvieron
una coloracion de Gram de orina sin centrifugar positiva y el
76,5% presentaron leucocituria significativa.

Del total de bacterias gram negativas el 84,2% fueron iden-
tificadas por el método directo, siendo las mas comunes Es-
cherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabilis. No
se identificaron por el método directo: 13 aislamientos de
Escherichia coli, uno de Klebsiella pneumoniae, uno de Kleb-
siella oxytoca y un aislamiento de Pseudomonas aeruginosa.
Del total de bacterias gram positivas el 37,5% se identificaron
de forma directa por MALDI-TOF MS, una levadura (Candida
tropicalis) identificada a partir del cultivo, no fue identificada
por el método directo (Tabla 1). Del total de orinas positivas
identificadas por cultivo, el 92,7% presentaban un recuento
de méas de 100.000 UFC/mL, de los cuales el 85,1% se iden-
tificaron directamente. De las muestras de orina que no se
identificaron directamente, 8 presentaban un recuento en el
cultivo de 1.000 a 10.000 UFC/mLy 17 orinas un recuento de
més de 100.000 UFC/mL.

Hemocultivo

El 76% (98/129) de los aislamientos en hemocultivos posi-
tivos se identificaron utilizando el método directo. La con-
cordancia de los aislamientos identificados por el método
directo fue del 98,9% a nivel de especie al compararlo con la
identificaciéon obtenida desde el cultivo. Ademas, se obtuvo
una concordancia del 100% al compararlo con la coloracién
de Gram.

El 92,9% de las bacterias gram negativas fueron identificadas
al utilizar el MALDI- TOF MS directamente desde la botella
de hemocultivo positivo, y las especies mas comunes fueron
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. No se identificaron
por el método directo cuatro aislamientos de Escherichia coli,
uno de Pseudomonas aeruginosa y uno de Burkholderia ar-



Identificacion directa de microorganismos a partir de muestras de orina y hemocultivos utilizando MALDI-TOF

boris. En las bacterias gram positivas se obtuvo una identifi-
cacion del 42,8% por el método directo, y se evidencid una
menor identificacion directa en los Staphylococcus coagulasa
negativo y Streptococcus spp. Uno de los dos aislamientos de
Candida albicans obtenidos desde el cultivo se identificé por
el método directo (Tabla 2).

El tiempo de identificacién directa fue evaluado en 70 mues-
tras de orina y en 70 hemocultivos y se obtuvo tuvo una me-
dia de 6 horas con desviacion estandar (DS+) de 2,2 en orinas
y DS+2,5 en hemocultivos. Para la identificacién por cultivo
la media fue de 29 horas, DS+8,9 en orinas y DSt4,3 en he-
mocultivo. La diferencia en los tiempos para el reporte de
resultados fue de 23 horas.

Sin considerar el valor de la adquisicion o arrendamiento del
equipo (MALDI-TOF), el costo total por aislamiento identifi-
cado de forma directa fue de $8.200 (2,58 USD) en muestras
de orina y de $9.720 (3,06 USD) en hemocultivos positivos.
El costo total de identificar un aislamiento a partir del culti-
vo por MALDI-TOF fue $11.536 (3,63 USD), y por el Vitek®2
$19.560 (6,16 USD) (Tabla 3).

Tabla 1. Identificacion directa de microorganismos en muestras de orina
por MALDI-TOF comparada con la identificacion a partir del cultivo puro por
MALDI-TOF.

N° ID por N° ID directa % ID directa
Aislamiento cultivo por MALDI-  por MALDI-
MALDI-TOF TOF TOF
Escherichia coli 84 71 84,50%
Klebsiella pneumoniae 12 11 91,60%
Proteus mirabilis 5 5 100%
Morganella morganii 2 2 100%
Klebsiella oxytoca 2 1 50%
Pseudomonas aeruginosa 2 1 50%
Escherichi i
SC e'rtc ia coli / ' 1 1 100%
Klebsiella pneumoniae*
Escherichi i
scherichia coli / ) 1 1 100%
Morganella morganii**
Enterobacter aerogenes 1 1 100%
Entert?bacter cloacae/ 1 1 100%
asburiae
Citrobacter freundii 1 0 0
Citrobacter koseri 1 0 0
Serratia marcescens 1 0 0
Enterococcus faecalis 4 1 25%
Streptococcus agalactiae 3 1 33,30%
Staphyl
TR 1 1 100%
epidermidis
Candida tropicalis 1 0 0

* Por el método directo se identificaron ambos microorganismos
** Por el método directo se identificé solo Escherichia coli

Al considerar el valor del arrendamiento mensual del equipo
MALDI-TOF MS (bajo las condiciones que la compafia aplica
en Colombia) y el nUmero promedio de aislamientos identi-
ficados por mes (n=485) en el laboratorio donde se realizé el
estudio, el costo de utilizacion del equipo le agrega $23.917
(7,54 USD) a cada identificacién realizada.

Discusion

En este estudio se identificaron microorganismos en el 79,7%
de las muestras de orina y en el 76,7% de los hemocultivos
utilizando MALDI-TOF MS directamente en las muestras. La
concordancia a nivel de especie de los aislamientos identif-
cados por el método directo al compararlo con las identifica-
ciones obtenidas desde el cultivo fue del 100% en orinas y del
98,9% en hemocultivos. El porcentaje de identificacion directa
fue mayor para la identificacion de bacterias gram negativas
(84,2% en orinas y 92,9% en hemocultivos) comparado con
la identificacién de cocos gram positivos (37,5% en orinas y
42,8% en hemocultivos). Lo anterior concuerda con estudios
previos que han obtenido porcentajes de identificacién direc-
ta mas altos para bacterias gram negativas comparado con las
bacterias gram positivas. Sin embargo, algunos autores han
obtenido porcentajes de identificacién maés altos de 64,8%* y
67%' para bacterias gram positivas en hemocultivos.

Una importante diferencia entre las bacterias gram negativas
y las bacterias gram positivas, que podria estar relacionada
con la dificultad que presenta esta metodologia para la iden-
tificacion de esta Ultimas, es la composicion diferente y el gro-
sor de la pared celular en las bacterias gram positivas. Para
mejorar el desempefio de la identificacion directa en bacterias
gram positivas se ha recomendado la utilizacién de pre-trata-
mientos en la muestra que mejoren la disrupcién de la pared
y faciliten la extraccion de proteinas, como por ejemplo la adi-
cion de acido fluroacético (FA), buffer de lisis o el uso de de-
tergentes como dodecilsulfato sédico (SDS) o saponina®892,

En la identificacidn directa las muestras con crecimiento bac-
teriano mixto no son identificadas, o el MALDI-TOF MS solo
genera un espectro de masas para un aislamiento, lo cual
dificulta el diagnostico de coinfecciones. En este estudio dos
muestras de orinas y un hemocultivo presentaron crecimien-
to mixto identificado a partir del cultivo, pero por identifica-
cion directa solo se identifico uno de los dos aislamientos
que tenia la muestra.

La morfologia observada en la coloracion de Gram y la iden-
tificacion directa del microorganismo mostraron una buena
concordancia (96,9% en orinas y 100% en hemocultivos). Esto
sugiere que la integracién de ambos métodos puede pro-
porcionar informaciéon complementaria que ayude a mejorar
la oportunidad en el diagndstico. Estos resultados son muy
similares a los obtenidos por Burillo y colaboradores, que
evaluaron un algoritmo secuencial que incluia la coloracion
de gram con la identificacion directa por MALDI-TOF MS en
muestras de orina y encontraron que el uso de ambos méto-
dos aport6 informacién anticipada en el 82,7% de los casos'.
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Muestras de orina

-

Qrinas positivas
por cultivo
N* 123

Orinas negativas
por cultiva
N® 57

Crinas positivas
por método directa
98123 (79,6%)

Crinas negativas
por método directa
S7IST (100 %)

E A
Bacterias gram Bacterias gram

negativas par positivas por
meiode directo meétoda directo
951114 (84,2%) 308 (37,5%)

Hemocultivos

L]
Hemooultives positves

por cultiva
129

Hemecultves pesitives por
método directo 98129
(76%)

i« ¥ -

Bacterias gram Bacterias gram .
negatias por paositivas por n?:;ddlaﬁdsnrgcot:;
métodao directo métada directa 112 (50%)
78195 (92,9%) 18142 (42,8%)

Flujograma 1. Resultados de la identificacion directa por MALDI-TOf

Los resultados de este estudio confirman la utilidad del sis-
tema MALDI-TOF MS para generar identificaciones mas rapi-
das cuando se utiliza la identificacién directa, demostrando
una reduccién promedio en el tiempo de identificacion de
23 horas, comparado con el proceso de identificacion a par-
tir del cultivo. Estos datos son similares al estudio realizado
por Lagacé-Wiens y colaboradores en el que obtuvieron una
reduccion del tiempo de respuesta de 34,3 horas al utilizar la
identificacion directa en una situacién ideal en la que todos los
microorganismos pudieron ser identificados y de 26,5 horas
en una situacion en la que se necesité de métodos adicionales
para su identificacion final™. Lo anterior, evidencia que la in-
corporacién del MALDI-TOF MS en la identificacién directa de
microorganismos en los laboratorios de microbiologia mejora
la oportunidad en el diagndstico y tiene el potencial de gene-
rar un impacto positivo en el manejo adecuado del paciente.

En este estudio se observé una disminucién en los costos por
procedimiento de identificacion cuando se utiliz6 la identi-
ficacion directa desde la muestra, sin incluir la adquisicion
o el arrendamiento del equipo. El costo directo del equipo
incremento el costo agregandole $23.970 a cada aislamien-
to identificado. Este Ultimo costo es variable y depende del
numero de identificaciones que realice el laboratorio, a un
mayor numero de identificaciones disminuye el costo directo
del equipo que se adiciona a cada identificacion.

En un estudio realizado por Seng y colaboradores se hizo un
andlisis de costos, en el cual incluyeron el costo de consumi-
bles especificos, el costo del salario del personal y el costo
del equipo con una depreciacion de 5 afios sobre la base de
20,000 aislamientos analizados por afo. Los resultados mostra-
ron una reduccién en los costos por aislamiento al utilizar MAL-
DI-TOF MS como método de identificacion comparado con
otros sistemas de identificacion (2,44 € vs 4,60-8,23 €)*. Tran
y colaboradores, realizaron un analisis de costos que incluia el
costo de reactivo, técnico, y costos de mantenimiento del equi-
po, y encontraron un ahorro de costos anual en el laboratorio
del 51,7% al compararlo con la identificacion tradicional®.
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Tabla 2. Identificacion directa de microorganismos en hemocultivos positivos
por MALDI-TOF comparada con la identificacion a partir del cultivo puro por
MALDI-TOF.

N° ID por N° ID directa % ID directa
Aislamientos cultivo por MALDI- por
MALDI-TOF TOF MALDI-TOF
Escherichia coli 40 36 90%
Klebsiella pneumoniae 22 22 100%
Proteus mirabilis 6 6 100%
Pseudomonas aeruginosa 6 5 83,30%
Haemophilus influenzae 5 5 100%
Klebsiella oxytoca 2 2 100%
Bacteroides fragilis 1 1 100%
Bacteroid
ac e-rm . . 1 1 100%
thetaiotaomicron
Enterobacter cl
n er? acter cloacae/ 1 1 100%
asburiae
Burkholderia arboris 1 0 0
Staphylococcus aureus 15 9 60%
St
reptacoc‘cus 5 0 0
pneumoniae
Staphylococcus hominis 5 3 60%
St
qphyloFc?ccus c 0 0
epidermidis
Enterococcus faecalis /
Staphylococcus aureus* 2 2 100%
Streptococcus agalactiae 2 2 100%
Listeria monocytogenes 2 2 100%
St
aphyloc?ccus 1 0 0
haemolyticus
Micrococcus luteus 1 0 0
Streptococcus anginosus 1 0 0
Streptococcus constellatus 1 0 0
Streptococcus gallolyticus
ssp. pasteurianus 1 0 0
Candida albicans 2 1 50%

* Por el método directo se identifico solo Enterococcus faecalis



Identificacion directa de microorganismos a partir de muestras de orina y hemocultivos utilizando MALDI-TOF

Actualmente se dispone de un kit comercial Sepsityper™
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany) que es utilizado en el
sistema MALDI Biotyper de Bruker Daltonics, sin embargo, tie-
ne un alto costo debido a los reactivos que utiliza, por tanto,
una gran alternativa es el uso de protocolos caseros, donde la
principal ventaja es que estos protocolos se pueden adecuar
segun las necesidades de cada laboratorio, ademas, diferentes
autores han documentado que los protocolos caseros tienen
un mejor desempefio al compararlo con el kit comercial™ ™,

Una de las limitaciones de este estudio es que no se evalud
el impacto clinico de la identificacién directa por MALDI-TOF,
siendo el impacto mas importante del uso de MALDI TOF
la disminucion de los costos de atencion de los pacientes
al generar resultados mas rapidos. Diferentes estudios han
demostrado el impacto de su uso a nivel hospitalario, Huang
y colaboradores, mostraron que la integracion del MALDI-
TOF MS con la intervencién del equipo de administracion
antimicrobiano mejoré el tiempo de instauracion de la te-
rapia antibiotica efectiva (30,1 h frente a 20,4 h) y el tiempo
de terapia 6ptima (90,3 h frente a 47,3 h) y se asocié con la
disminucion de la mortalidad, la disminucién de la estancia
en la unidad de cuidados intensivos y la disminucion de bac-
teriemias recurrentes®. Similarmente, Pérez y colaboradores
demostraron la disminucion de la estancia hospitalaria y una
reduccion del 43% en costos hospitalarios al utilizar la tec-
nologia MALDI-TOF MS?. En conclusion, la introduccion del
sistema MALDI-TOF MS en los laboratorios de microbiologia
genera identificaciones mas rapidas cuando se utiliza direc-
tamente de muestras clinicas, lo cual mejora el tiempo en el
diagnostico etioldgico por el laboratorio y tiene el poten-
cial de generar un impacto positivo en el manejo adecuado
del paciente. Sin embargo, tiene un bajo desempefio en la
identificacion directa de bacterias gram positivas, y por tanto
es necesario evaluar la utilizacion de otros protocolos que
mejoren la identificacion directa. Su integracién en el flujo
de trabajo del laboratorio genera una disminucién en los
costos de los consumibles; sin embargo, la eleccion de esta
tecnologia conlleva costos importantes relacionados con la
adquisicion o arrendamiento del equipo. Este Ultimo costo es
variable y depende del volumen de muestras identificadas en
el laboratorio que puede influir en los costos finales de cada
aislamiento identificado.
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Tabla 3. Costo total por aislamiento identificado mediante MALDI-TOF y otro método alternativo*

Valor en pesos por unidad ($)

ID a partir del

Costos directos e indirectos ID directa por ID directa por cultivo por ID a partir del cultivo ID por otro
MALDI-TOF MALDI-TOF MALDI $OF por MALDI-TOF sistema

Orina Hemocultivos ! Hemocultivo (Vitek®2)

Orina
Materiales y reactivos 5977,9 6395,7 9313,9 9446,8 173379
Personal 1102,5 2205 1102,5 1102,5 1102,5
Cost el Erenhm e 11202 11202 11202 11202 1120,2
laboratorio, energia, agua, limpieza)

Total 8200,6 9720,9 11536,6 11669,5 19560,6

*No se tiene en cuenta el costo del equipo considerado como un costo directo variable de acuerdo con el nimero de identificaciones procesadas.
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Material suplementario 1. Costos directos e indirectos por aislamiento identificado mediante MALDI-TOF MS, y otro método alternativo (Vitek2)

Valor en pesos por unidad ($)

ID directa por

ID a partir del

ID a partir del

insumos Mx;:’_‘:g: g‘r’i’na MALDI-TOF cultivo por MALDI-  cultivo por MALDI-  '° p‘:;:’t::: ;izs)tema
Hemocultivos TOF Orina TOF Hemocultivo

Matriz MS-CHCA (1ul) 900 900 900 900 -
Placas para el montaje MS 3331,3 33313 33313 33313 =
Asas desechables 1332 133,22 1332 1332 °
Puntas 0.5 ulL a 2 uL 66,9 66,9 66,9 66,9 -
Agua desionizada 2 mL/3 mL* 5 7,5 - - -
Tubo conico x 2 7984 = = = =
Puntas 5uL a 10 uL 44,5 - - - -
Puntas 50 uL a 1000 uL** 100,1 200,2 - - 50,1
Guantes latex 303,5 303,5 303,5 303,5 303,5
Cepa ATCC 8739 Escherichia coli *** 295 295 295 295 -
Etanol al 70% (1mL) - 95,2 - - -
Acido férmico al 70% (50 uL) = 9,9 - - -
Acetonitrilo (50 ul) - 3,8 - - -
Tubo VCT con gel separador x 2 - 868,7 - - -
Tubo Eppendorf x 2 = 47,6 = = =
Jeringa 5mL - 1329 - 132,9 -
Tubos plasticos - - - - 0
Solucioén salina - - - - 0
Medio de cultivo = = 4284 4284 4284
Tarjeta de identificacion GN o GP - - - - 12700
Personal microbiologia **** 1102, 2205 1102,5 1102,5 1102,5
EZ?;Z:T:?;;?';Zi?'ﬁ:;::;) 1120,2 11202 11202 1120,2 11202
TOTAL COSTOS 8200,6 9720,9 11536,6 11669,5 19560,3

* 1 mL de agua desionizada tiene un valor de $2,5. En orinas se utiliza 2 mL ($5), y en hemocultivos 3 mL ($7,5)
** El valor de la unidad es de $50,06. Para orinas se utilizan 2 puntas ($100,1), y para hemocultivos se utilizan 4 ($200,2).
*** Cepa ATCC 8739 Escherichia coli para 30 dias equivale a $143.150: $6.645 por dia con capacidad de montaje en promedio de 192 pruebas, lo cual equivale a

un total de $34,6 por prueba.

**+* E| tiempo de procesamiento directo en orinas es de 5 minutos, y en hemocultivos 10 minutos en hemocultivos
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