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1. RESUMEN

Introduccion: Las bacteriemias y fungemias son infecciones del torrente
sanguineo de alta prevalencia, comunes en pacientes hospitalizados los cuales
tienen mayor susceptibilidad y predisposicion para adquirir complicaciones
graves. En nuestro pais redes locales como GREBO (Grupo de Resistencia
Bacteriana de Bogotda) y Secretaria de Salud Publica muestran un
comportamiento de aproximadamente 12,7% de casos de infeccion del torrente
sanguineo como infeccion intrahospitalaria, lo cual la ubica en el tercer puesto
seguido de infeccibn de sitio operatorio e infeccion urinaria sintomatica
(Subsistema de Vigilancia Epidemiolégica de Secretaria de Salud Bogota
2010).

El Gold estandar para el diagndéstico de microorganismos en sangre a nivel del
laboratorio es el hemocultivo. Un crecimiento positivo es un resultado critico y
requiere de una identificacion eficiente y exacta del agente patégeno (Ferroni et
al., 2010) Tradicionalmente la identificacion de microorganismos a partir de
hemocultivos se realiza por medio de pruebas fenotipicas como caracteristicas
tintoriales, pruebas bioguimicas y cultivos convencionales, sin embargo estas
metodologias no permiten que resultados positivos sean resueltos en tiempos
idéneos para un manejo temprano y efectivo del paciente (Legarraga et al.,
2013). En las dltimas décadas los métodos molecularescomo PCR en tiempo
real, PCR multiple, hibridacién in situ fluorescente (FISH) y péptido de acido
nucleico-FISH (ANP-FISH), entre otros han logrado reducir el tiempo en la
identificacion de microorganismos patdégenos alrededor de 6 horas, pero
requieren de personal entrenado e infraestructura adecuada aumentando asi
los costos en la identificacion (Kok, Thomas, Olma, Chen, & Iredell, 2011).

En los ultimos tiempos el gran avance tecnoldgico ha promovido la creacion de
estrategias de identificacion con las cuales se han abarcado problemas de
funcion biolégica desde perspectivas amplias como la Protedmica. Los estudios
protebmicos se basan en técnicas de separacion, identificacion y
caracterizacion de proteinas mediante espectrometria de masas (Aebersold &
Mann, 2003). La espectrometria de masas es una técnica analitica con la cual
se obtiene la masa molecular de la muestra problema, esta se basa
principalmente en la formacion de iones del analito en fase gaseosa, los cuales
son separados e identificados segun su relacion masa/carga (m/z) originando
un espectro de masas especifico de los iones analizados (Theel, 2013)

La tecnologia MALDI-TOF MS (Matrix- assisted laser desorption-time of flight
mass spectrometry) en espafol: desorcion laser asistida por la matriz con
deteccibn de masas por tiempo de vuelo. Esta tecnologia ha permitido la
utilizacion de la espectrometria de masas en la identificacion microbiologica de
rutina mediante el andlisis de proteinas principalmente ribosomales
directamente de la muestra clinica a través de la creacion de un espectro de
masas especifico para cada especie, ha generado mayor expectativa en la
identificacion de agentes ya que representa la revolucion y el método de



eleccion demostrando la confiabilidad, rapidez y alta sensibilidad para la
obtencion del resultado en menor tiempo. El objetivo del presente estudio fue la
identificacion de agentes infecciosos por medio de la tecnologia MALDI-TOF
frente a los de métodos convencionales y determinar las discrepancias en
género y especie de los agentes identificados (Legarraga et al., 2013).

Metodologia y principales hallazgos: Este trabajo se realiz6 de forma
prospectiva en un periodo de 5 semanas en las cuales se obtuvieron 43
botellas positivas para crecimiento de los microorganismos por medio del
sistema BacT/ALERT en pacientes hospitalizados en el Hospital Universitario
San Ignacio HUSI. Alicuotas de todas las botellas fueron usadas para la
identificacion de los agentes infecciosos por medio de la tecnologia MALDI-
TOF. La metodologia con la cual se obtuvieron mejores resultados fue con
Extraccion en tubo. Los principales microorganismos identificados fueron:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis. Enterococcus
faecium, klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis y Haemophylus
parainfluenzae. De las 43 botellas de hemocultivo positivas incluidas en el
estudio, 39 fueron identificadas por el MALDI-TOF MS obteniendo una
identificacion a nivel de género y especie del 74.35 % (29/39), de las cuales un
28,2 % (11/39) fueron identificadas a nivel de especie y el 48,72% (19/39)
anivel de género. EI 23,08% (9/39) de las muestras identificadas por MALDI-
TOF MS se identificaron pero no de manera ideal (score >1.69), los resultados
de este estudio demuestran que la tecnologia MALDI TOF MS permite una
rapida identificacibn de microorganismos en muestras de hemocultivo positivas
en <90 minutos y alta confiabilidad a pesar de que el nivel de identificacién no
fue el ideal ya que predominaron resultados con bajos scores de identificacion.

Conclusiones: La tecnologia MALDI-TOF es rapida, eficaz, sencilla y confiable
convirtiéndola en la técnica de eleccibn no solo de identificacion de
microorganismos clinicamente relevantes sino también de diagnostico de
infecciones del torrente sanguineo.



INTRODUCCION

Las bacteriemias y fungemias son infecciones del torrente sanguineo de alta
prevalencia en pacientes hospitalizados. Estas infecciones han aumentado
significativamente por lo cual se ha avanzado en el diagndstico oportuno y
tratamiento de infecciones del torrente sanguineo. El gold estandar para la
deteccién de infecciones del torrente sanguineo es el hemocultivo donde la
identificacion de microorganismos a partir de hemocultivos se realiza por
medio de pruebas tradicionales como pruebas bioquimicas tintoriales, sin
embargo estas metodologias presentan varios inconvenientes como: su lentitud
(Ferreira et al., 2013). En la ultima década los métodos moleculares como PCR
en tiempo real , PCR multiple, hibridacién in situ fluorescente (FISH) y péptido
de acido nucleico-FISH, han reducido el tiempo en la identificacion de
microorganismos clinicamente relevantes en <6 horas, pero requieren de
personal entrenado e infraestructura adecuada aumentando los costos en la
identificacion. Actualmente los estudios proteémicos han permitido el avance
en técnicas de separacion, caracterizacion e identificacion de proteinas
mediante espectrometria de masas. La implementacion de la tecnologia MALDI
TOF MS en la identificacidbn de perfiles proteicos de proteinas ribosomales
convertidos en huellas digitales de microorganismos ha ganado importancia
gracias a la identificacion rapida, sencillez ya que solo necesita un par de dias
para la capacitacion del personal (Ferreira, Sanchez-Juanes, Munoz-Bellido, &
Gonzalez-Buitrago, 2011) vy confiabilidad en la identificacion de
microorganismos relevantes en muestras clinicas.




2. PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA JUSTIFICACION

La identificacion de agentes patdgenos causantes de bacteriemia y fungemia
no puede quedar estatica con metodologias convencionales que impiden los
avances en las ciencias biomédicas y el desarrollo de investigaciones en la
medicina actual. Recientemente, el desarrollo de la aplicacion de la tecnologia
MALDI-TOF MS permite la identificacion de microorganismos mediante el
analisis de proteinas, principalmente ribosomales, a partir de colonias o
directamente de muestras a través de la creacion de un espectro de masas
especifico para cada especie (Legarraga et al., 2013). Esta tecnologia ha
ganado paulatinamente importancia gracias a su rapidez, especificidad y
fiabilidad en la identificacion de bacterias, hongos y micobacterias clinicamente
relevantes convirtiéndola en una revolucién en las técnicas de deteccion.

La deteccion de microorganismos mediante tecnologia MALDI-TOF MS, es un
paso adelante para lograr que la identificacion esté exenta de pasos
intermedios, lo cual implica una reduccion en el tiempo bastante significativo,
en el caso concreto la identificacion de microorganismos a partir de muestras
biolégicas como sangre y orina. La deteccién de bacteriemias y/o fungemias en
pacientes se basa en el hemocultivo y la aplicacion de pruebas fenotipicas que
actualmente necesitan de largos periodos de incubacién y tiempo por parte de
microbidlogos para la entrega de resultados oportunos y confiables. (Legarraga
et al., 2013)

El presente trabajo tiene como objetivo implementar la tecnologia MALDI-TOF
MS para el diagnostico de bacteriemias y/o fungemias a partir de hemocultivos
positivos en pacientes hospitalizados en una Institucion de Tercer Nivel de
Bogota y comparar los resultados en la deteccién de los microorganismos con
los métodos convencionales utilizados en el laboratorio, donde se evaluo la
eficiencia y validez en nuestro medio (Kok et al., 2011). Es necesario promover
el uso de MALDI-TOF MS en el diagnéstico de infecciones del torrente
sanguineo y lograr prescribir rApidamente una gestién antimicrobiana eficiente,
disminuyendo las tasas de mortalidad de estos pacientes. Puesto que las
técnicas de cultivo e identificaciones convencionales para bacterias tardan por
lo menos 72 horas, en hongos el crecimiento en cultivo es de aproximadamente
de 1 mes y aunque la tincion de Gram puede realizarse en varios minutos, el
resultado de esta técnica de tincion por si sola no proporciona informacion
suficiente (Loonen, Jansz, Stalpers, Wolffs, & van den Brule, 2012). Este
hallazgo lograria un impacto en la disminucion de tiempos de entrega del
resultado y por lo tanto, en el tiempo de prescripcion médica y estancia
hospitalaria.



Finalmente podemos resumir que la identificacion de microorganismos por
medio de espectrometria de masas es una técnica sensible y rapida por lo
tanto deben realizarse numerosos estudios donde se compruebe su validez
para ser implementada en los laboratorios clinicos ayudando a mejorar la
calidad en los resultados, el diagnéstico oportuno y confiable.



3. ESTADO DEL ARTE

Actualmente el incremento de pacientes hospitalizados con sintomas y signos
compatibles con bacteriemia y fungemia se ha convertido en una alarma
importante, por lo cual se ha avanzado en el diagndéstico oportuno y tratamiento
de las infecciones del torrente sanguineo. (Walsh et al., 2013)

La bacteriemia y la fungemia son las causas principales de produccién de
sepsis en pacientes inmunosuprimidos. El tratamiento de estos estados clinicos
son considerados agresivos, por lo general, la terapia con farmacos de amplio
espectro se inicia de acuerdo a sintomas basados en la clinica, datos
demograficos del paciente, y las guias clinicas o programas de administracién
de antimicrobianos. Sin embargo, a pesar de las mejores intenciones, la terapia
empirica no es universalmente eficaz y produce un retraso en la prescripcion el
tratamiento adecuado lo cual se asocia con el aumento de la mortalidad, en
particular para los pacientes con shock séptico (Walsh et al., 2013) .

3.1 BACTEREMIAS Y FUNGEMIAS

Las bacteriemias son infecciones nosocomiales frecuentes, en pacientes
criticos, representan una grave complicacion que puede afectar de manera
negativa el prondstico del paciente. La fisiopatologia de las diferentes
infecciones nosocomiales difieren de las infecciones adquiridas en la
comunidad. La infeccion nosocomial es una infeccion que se desarrolla 48
horas después de su ingreso, o dentro de las 48 horas después de ser dado de
alta. El desarrollo de Ila infeccion nosocomial depende de factores
fisiopatologicos como: disminucion de las defensas del hospedero y la
colonizacion por bacterias patégenas, ademas las enfermedades de base los
convierten en pacientes con mayor susceptibilidad para adquirirla, los pacientes
ingresados en la UCI con frecuencia requieren dispositivos médicos invasivos
como catéteres urinarios, catéteres venosos centrales y arteriales y tubos
endotraqueales que comprometen barreras normales de la piel y de las
mucosas, lo que los predispone a adquirir infecciones (Custovic et al., 2014).
Las bacteriemias pueden ser primarias o0 secundarias. Las bacteriemias
primarias se presentan en ausencia de otra infeccion concomitante con el
paciente, las bacteriemias secundarias se dan en presencia de una infeccién
severa concomitante, en estos casos el agente etiolégico mas frecuentemente
implicado es la Escherichia coli (E. coli), la cual es la primera causa en
bacteriemia adquirida en la comunidad, y la tercera mas comun en bacteriemia
nosocomial. Sin embargo, se ha visto un incremento a nivel mundial de las
bacteriemias causadas por otras Enterobacteriaceae, como Klebsiella spp
(Adrianzen, Arbizu, Ortiz, & Samalvides, 2013) .



Los principales microorganismos causantes de bacteriemias son:

Escherichia coli

Un pequefio porcentaje es capaz de causar infecciones extraintestinales,
definida como Escherichia coli patogénica extra intestinal la cual es
considerada uno de los principales agentes etiolégicos causantes de
bacteriemia (Koga et al., 2014). E.coli puede ser productora de BLEE
(betalactamasas de espectro extendido) las cuales son enzimas que le
confieren resistencia. En Latinoamérica se han reportado frecuencias entre 14
y 45 % de cepas BLEE en las bacteriemias causadas por este microorganismo
ello podria deberse al uso irracional de cefalosporinas y tratamientos empiricos
inadecuados (Adrianzen et al., 2013).

Klebsiella pneumoniae.

Klebsiella pneumoniae es una bacteria Gram negativa productora de una
escala de enfermedades clinicas como neumonia, tromboflebitis, infeccion del
tracto urinario (ITU), bacteriemia y septicemia. El uso de antibiéticos
indiscriminado es un factor importante que a menudo da lugar a cepas
resistentes a multiples farmacos. La produccion de amplio espectro (B-
lactamasas TEM-1, TEM-2, SHV-1, OXA-1) resulta en la resistencia a la
ampicilina, piperacilina y cefalosporinas, entre otros (Sugumar, Kumar,
Manoharan, Anbarasu, & Ramaiah, 2014).

Enterococcus faecalis

En los dltimos afios E. faecalis se ha convertido en un importante patégeno
oportunista en clinica. Los enterococos se encuentran entre las principales
causas de las infecciones nosocomiales en todo el mundo y son causantes de
bacteriemias. El tratamiento antibidtico es dificil, ya que los enterococos,
favorecidos por una alta tasa de conjugacion han adquirido los mecanismos de
resistencia frente a los antibidticos mas comunmente utilizados (Solheim et al.,
2014).

Enterococcus faecium.

Es patégeno emergente en los hospitales y se tiene gran dificultad para ser
tratado por glicopeptidos y aminoglicosidos por lo cual es un agente causante
de infecciones nosocomiales, produciendo bacteriemias. El riesgo de
adquisicién nosocomial de enterococos resistentes se incrementa a medida del
tiempo de hospitalizacion (Jahangiri, Talebi, Eslami, & Pourshafie, 2010).

Staphylococcus aureus.

Es reconocido como el patdbgeno humano mas importante entre los
Estafilococos. Puede ocasionar infecciones oportunistas a personas
inmunosuprimidas o inmunocomprometidas a pesar de que es un
microorganismo de la flora normal. S.aureus causa procesos infecciosos como:
infecciones cutaneas (forunculos, antrax) enfermedades sistémicas como



bacteriemias, endocarditis, meningitis, pericarditis, osteomielitis, entre otras
que pueden llegar a ser potencialmente mortales. S.aureus en su variedad
resistente a meticilina (SAMR) se encuentra entre los principales patégenos
productores de infecciones nosocomiales (Castellano Gonzalez, Perozo Mena,
Parra, Ginestre Pérez, & Rincén Villalobos, 2012).

Staphylococcus epidermidis.

Este microorganismo es aislado con mayor frecuencia en infecciones
pediatricas, cutdneas, oculares, asociadas a catéteres, entre otros, causa
infecciones adquiridas en hospitales y es considerado el agente causal de
diferentes entidades clinicas como Infecciones urinarias intrahospitalarias,
osteomielitis, endocarditis de valvula nativa, bacteriemia en pacientes
inmunosuprimidos, endoftalmitis después de cirugia ocular, infecciones de
dispositivos médicos o cuerpos extrafios (catéteres endovenosos, fistulas para
hemodidlisis, catéteres de dialisis peritoneal, marcapasos, articulaciones
protésicas, injertos vasculares, valvulas cardiacas protésicas (Legarraga et al.,
2013).

Streptococcus pneumoniae

Es reconocido como agente etiologico lider en neumonia, meningitis, sinusitis y
otitis media; con menos frecuencia es el agente causal de la endocarditis, la
artritis séptica, la peritonitis, y de manera infrecuente, bacteriemia, entre otras
enfermedades infecciosas. La resistencia a macrdlidos, y a otras clases de
antimicrobianos, se incrementa en asociacién con la resistencia a penicilina.
(Noda Albelo, Vidal Tallet, Vidal Tallet, & Hernandez Alvarez, 2011).

Haemophilus parainfluenzae

Reportado como causante de infecciones asociadas a marcapasos causando
bacteriemia. Los pacientes inician con sintomas clinicos subagudos, fiebre
leve, sintomas respiratorios y escalofrios. Los factores de riesgo para
endocarditis son la presencia de lesiones bucales, valvulas cardiacas dafadas,
presencia valvulas protésicas, entre otras (Pai, Pergam, Kedia, Cadman, &
Osborn, 2004).

Las levaduras del género Candida constituyen los patdgenos fungicos
predominantes de las infecciones hospitalarias , ocupando el cuarto lugar
dentro de los microorganismos recuperados en los hemocultivos .

La incidencia y la distribucion de las especies varian segun la regién, otros
géneros fungicos diferentes a Candida adquieren relevancia en aquellas
instituciones con atencién a pacientes inmunosuprimidos, especialmente con
infeccion por VIH. La evolucion de los pacientes con fungemias esta ligada a la



instauracién de un tratamiento adecuado y precoz. EI mismo dependera del
tiempo en el que se positivizan los hemocultivos y la rapidez del laboratorio en
comunicar la identificacion del género y la especie del microorganismo
recuperado. (Theel, 2013)

Candidemia

Definimos candidemia como el aislamiento en hemocultivo de especies de
Candida. Aunque hay pacientes en los que la candidemia puede resolverse de
forma espontanea, no existe ninguna variable que prediga esta evolucion y, por
consiguiente,la recomendacion es que todo paciente con aislamiento de
Candida en sangre, independientemente de si la muestra ha sido obtenida a
través del catéter o por puncién venosa, debe recibir tratamiento antifingico
eficaz. La incidencia de candidemia en pacientes hospitalizados ha
experimentado un incremento progresivo en los Ultimos afos. Este hecho es
debido a un incremento de pacientes en riesgo de sufrir esta complicacién
(pacientes ingresados en UCI, posquirdrgicos, neutropénicos,
inmunodeprimidos en general). Desde el punto de vista clinico la candidemia se
manifestard como sepsis, sepsis grave o shock séptico de origen nosocomial.
(Ferroni et al., 2010).

Las infecciones por Candida representan 70 a 90% de las micosis invasivas en
UCI y recientemente se ha observado un cambio en la prevalencia de sus
especies: C.albicans causa las dos terceras partes de los casos, y los restantes
se producen por especies no albicans; la frecuencia con la cual se identifican
es: C. albicans 57%; C. glabrata 16,7%; C.parapsilosis 7,5%; C. krusei 5.2% y
C. tropicalis 4,9%. Quienes presentan candidemia tienen una mortalidad de
hasta 60% (Ferroni et al., 2010).

3.2 DIAGNOSTICO CONVENCIONAL POR EL LABOTATORIO
DE LAS SEPSIS

Los hemocultivos son una técnica diagnostica estandar en el cuidado de
pacientes con sospecha de bacteriemia y fungemia pero tiene como limitante
que carecen de utilidad diagnostica inmediata. La extraccion para los
hemocultivos se obtiene por la técnica estandar de venopuncion percutanea,
por cada extraccion se inoculan tres sets de botellas correspondientes al medio
aerobio, anaerobios y hongos (Cisneros-Herreros et al., 2005), Ademas el
hecho de emplear tres botellas incrementa el grado de sensibilidad de la
prueba, estudios realizados demuestran que la utilizacion de tres sets
incrementan la sensibilidad, con el primer set la sensibilidad es de 73.2%, con
el segundo set 93.9% y con el tercero 96.9% esto conlleva a un rango de
deteccion mayor del 99% para la deteccion de una septicemia (Weinstein MP,
Reller LB, Mirrett S, & Lee A, 2007).



Los medios utilizados en los hemocultivos son polivalentes y enriquecidos
nutricionalmente. Suelen emplearse hidrolizado de soja o tripticasa soja,
peptona suplementada, infusion de cerebro y corazén, agar columnia CNA y los
caldos Brucella.(Ferreira et al., 2010). La mayoria de los medios de
hemocultivo que se venden contiene polianetolsulfonado (SPS) como
anticoagulante en concentraciones que varian entre 0,025% y 0.05%, la
anticoagulacién es necesaria porque ciertas bacterias no crecen bien dentro de
un coagulo donde la fagocitosis de los neutrofilos y de los macréfagos
permanece activa adicionalmente el SPS inactiva a los neutrdfilos y ciertos
antibidticos como estreptomicina, kanamicina, gentamicina y polimixina y
precipita al fibrindgeno, B-lipoproteinas, f1-C globulinas y otros componentes
del complemento sérico. Muchos frascos de hemocultivo tienen resinas
sintéticas que eliminan antibidticos y también mejora el aislamiento de los
patogenos (Cisneros-Herreros et al., 2005).

La mayoria de estudios demuestran que el sistema de hemocultivo
automatizado de eleccion por muchos laboratorios es Bact/ALERT®
(bioMérieux, Marcyl Etoile, France) sin embargo existen pocos estudios en los
cuales utilizan botellas BACTEC (Becton Dickinson, NJ, USA) (Loonen et al.,
2012).

La prueba de partida para la identificacion de microorganismos en la botella de
hemocultivo con resultado positivo es la tincibn de Gram, y basado en el
resultado de esta se realiza los respectivos cultivos, pruebas bioquimicas y
pruebas de susceptibilidad microbiana.

3.3 HISTORIA DE LA TECNOLOGIA MALDI-TOF-MS

La tecnologia fue desarrollada en 1980 (Karas, Bachmann, & Hillenkamp,
1988) si bien habia sido utilizada en el campo de la microbiologia basica, no se
habia adaptado para su uso en el laboratorio clinico de microbiologia
(Legarraga et al.,, 2013) hasta el afio 2008 en el cual dos publicaciones
reportan su uso para la identificacion de bacilos gran negativos aislados de
pacientes (Karas et al., 1988; Tanaka et al., 1988) y en el afio 2009 se reportd
por primera vez la identificacion eficiente de bacterias directamente de botellas
de hemocultivo en < 2horas después de la deteccién de la botella como
positiva(Fournier et al., 2013). Existen varias publicaciones en las cuales se
han descrito diferentes protocolos disefiados para el uso del MALDI-TOF
MS tales protocolos han sido puestos a punto en la rapida identificacion de
microorganismos causantes de bacteremias y fungemias. Estos protocolos han
usado generalmente lavados, centrifugaciones, extraccion de proteinas y
analisis de resultados usando bases de datos como Biotyper (Ferreira et al.,
2011; La Scola & Raoult, 2009; Seng et al., 2009).



En el 2010 Ferroni realizo una publicacién de la tecnologia MALDI TOF MS
para la identificacion de hongos en hemocultivos y en muestras de ufias
(Ferroni et al., 2010) pero aun no adquirido gran impacto en la identificacion de
hongos en gran parte por escasa libreria de hongos encontrada en los
diferentes espectrémetros de masas (Ferreira, 2013). En el 2013 se utilizé la
tecnologia MALDI-TOF MS para la identificacion de bacterias anaerobias de
importancia clinica en un laboratorio tomando como principales variables de
estudio los costos y el tiempo necesarios para la identificacidon en comparacion
con los métodos convencionales en el laboratorio de microbiologia, teniendo
como resultado una identificacion del 86.4% de los anaerobios estrictos por el
MALDI-TOF MS en relacion al 75% obtenido con sistemas automatizados como
el Phoenix® (Becton Dickinson) y Vitek-2® (bioMerieux) y al comparar los costos
cada identificacion por el MALDI-TOF MS cuesta ocho veces menos que los
métodos convencionales (Legarraga et al.,, 2013). En este mismo afio se
reportd la utilizacién del MALDI TOF MS en la deteccién fenotipica rapida de
resistencia antibiética especialmente de la actividad p—Lactamasa, un ejemplo
de ello mostro que es posible la deteccidén de la actividad carbapenemasa en
Enterobacterias detectando componentes carbapenemicos y productos de
degradacion en cuatro horas, avances con respecto a ello originaron un gran
impacto en el campo de la protedmica analizando "nuevos determinantes de
resistencia antibiotica” (Fournier et al., 2013).

Todos los autores de los diferentes estudios han llegado a conclusiones
“MALDI TOF-MS es un método confiable, de facil uso y de menor costo que los
utilizados hasta el momento en el laboratorio y su rapidez permite la
disminucién en el tiempo de respuesta de los resultados lo que tendra un
mayor impacto en el cuidado oportuno del paciente” (Legarraga et al., 2013;
Vlek, Bonten, & Boel, 2012).

3.4 TECNOLOGIA MALDI-TOF-MS EN LA TRANSICION A
LA MICROBIOLOGIA MODERNA

En la microbiologia moderna las técnicas de protedmica han tenido
numerosos avances en el campo de las ciencias biomédicas lo cual ha
promovido el desarrollo de practicas y estrategias que conllevan a analizar y
profundizar sobre problemas biolégicos a nivel funcional de proteinas poco
investigadas y que realizan funciones desconocidas, los estudios proteémicos
se fundamentan en dos tipos de técnicas: técnicas de separacion y técnicas de
identificacion y caracterizacion de proteinas mediante espectrometria de masas
(Aebersold & Mann, 2003).

La Espectrometria de Masas basada en protedmica disciplina con la cual se ha
logrado avances conceptuales y técnicos en diferentes areas bioldgicas
contribuyendo en las bases de datos de secuenciacion de genes y genoma
ademas el mayor reconocimiento se baso en el descubrimiento y desarrollo de
métodos de ionizacion de proteinas lo cual conllevo al premio nobel en Quimica
en el 2002 a los Doctores John Bennett Fenn, Koichi Tanaka , Kurt Wuthrich,
por el "desarrollo de métodos de identificacion y de analisis estructural de
macromoléculas bioldgicas’(Aebersold & Mann, 2003).



Los espectrometros de masas estan compuestos por una fuente de ionizacion,
analizador de masas y detector, la fuente de ionizacion puede clasificarse en
dos tipos de acuerdo a la transformacion de biomoléculas sin carga y grandes
en la produccion de iones en fase gaseosa (Theel, 2013) ; el ESI (Electro
Spray lonization) y MALDI (Matrix-Assisted Laser-Desorption lonization).

e ESI: En este tipo se usa un campo eléctrico sobre la muestra liquida, la
cual transcurre por un fino capilar, formando un spray de gotas minimas
reduciendo su tamafio, hasta el limite de formacién de iones.(Kaleta et
al., 2011)

e MALDI: Se usa una matriz de acido organico con la cual se polimeriza la
muestra, posteriormente es irradiada por un laser pulsatil, la energia del
laser expulsa los iones y biomoléculas cargadas de la matriz formando
una capa gaseosa compuesta por estos iones (Theel, 2013).

El desarrollo de la tecnologia MALDI-TOF MS ha permitido el uso de la
espectrometria de masas en el diagndstico microbiolégico, ya que logra la
identificacion de microorganismos mediante el analisis de proteinas
principalmente ribosomales, proteinas complejas de multisubunidades con
diversas actividades biolédgicas, las cuales son especificas de cada especie
microbiana (Legarraga et al., 2013).

La técnica de MALDI es una técnica de ionizacion que permite el andlisis de
biomoléculas. EI método se utiliza para la detecciébn y caracterizacion de
moléculas con masas moleculares entre 400 y 350.000 Da.(Vlek et al., 2012).
Por medio de esta tecnologia la viabilidad en la identificacion de MALDI-TOF
MS de las colonias bacterianas de los medios solidos se ha evaluado sobre
una amplia gama de cepas bacterianas clinicamente relevantes, asi como
aislamientos de levaduras. Se obtiene correcta identificacién a nivel de especie
en el 80-95% de las cepas bacterianas, y en 66 a 87% cuando se aplica
directamente en caldos de cultivo de sangre positivo (Vlek et al., 2012).

3.4.1 Fundamento de la técnica

La tecnologia MALDI-TOF (Matrix- assisted laser desorption ionization time of
flight mass spectrometry) en espafiol: desorcion laser asistida por la matriz con
deteccion de masas por tiempo de vuelo, es una balanza analitica utilizada
para la determinacién del compuesto principal de una muestra.

La muestra de composicién desconocida es aplicada sobre la placa de acero
del MALDI, posteriormente es agregada una matriz quimica que debe secarse
completamente antes de su analisis. La matriz es esencial para el proceso de
"ionizacion suave" y se elige tanto para su desorcion eficiente en fase gaseosa
y por su capacidad para absorber con eficacia la mayoria de la energia de
ionizacion, protegiendo las biomoléculas de la muestra de ser destruidas y
facilitando asi la ionizacion y vaporizacion (Theel, 2013).

Su fundamento principal consiste en ionizar los analitos originando moléculas
cargadas, los iones provenientes de las moléculas son separados de acuerdo a



su relaciébn carga/masa (m/z) después de ser acelerados en un campo
eléctrico; gracias a la fuente de ionizacién en este caso el MALDI, la cual se
asocia a un analizador de tiempo de vuelo (TOF, Time-Of- Flight) el cual es un
tubo presurizado que permite a los iones viajar a través de él, hasta colisionar
con el detector. La velocidad con la cual cada ion puede viajar depende de su
carga y masa, el detector mide el tiempo transcurrido del impacto y la carga
(figura 1), ademéas amplifica la sefal de cada ion, originando un pico de un
espectro de masas denominado “huella peptidica”, la cual se compara con la
libreria del equipo de espectrometria que se esté usando para la identificacion
de microorganismos (He, Li, Lu, Stratton, & Tang, 2010).
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Figure 2. Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization — Time of Flight Process

Figura 1 . Proceso Tecnologia MALDI TOF MS (BrukerBiotyper ).

Tomado de: Matrix Assisted Lase Desorption lonization —time of Flight Mass Spectometry for the
Identification of Bacterial and Yeast Isolates.(Theel, 2013)

Huella peptidica (PMF, PeptideMassFingerprinting) o andlisis de
masas de péptidos:

La digestion de una proteina origina un conjunto de péptidos de diferentes
tamafios determinados por su secuencia de aminoacidos, que es especifico de
cada uno y puede representarse como su huella caracteristica. Los espectros
originados por las masas de los péptidos las cuales son comparadas con las
masas de las digestiones de las proteinas de las bases de datos o librerias del
equipo de espectrometria (en el caso de nuestro estudio MBL (MALDI Biotyper
Library). Al existir mayor similitud de péptidos en la muestra problema con los
péptidos almacenados de forma tedrica en la libreria, se identificaran o
correlacionaran con mayor exactitud, asi se logra una interpretacion directa de
los espectros generados.



Librerias o Prototecas del Equipo MALDI TOF MS:

Los espectros de masas obtenidos con relacion a la identificacion que se quiera
lograr de colonias aisladas, microorganismos en muestras clinicas o la rapida
deteccion fenotipica de resistencia antibittica (figura 2) (Fournier et al., 2013),
son comparados con la base de datos o MBL (MALDI Biotyper Library) en
tiempo real correlacionados con el programa Biotyper. Esta libreria es la
recopilacion de los espectros generados de previas identificaciones de
bacterias y hongos (Theel, 2013).
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Nature Reviews | Microblology

Figura 2. Aplicaciones actuales de la tecnologia MALDI- TOF MS .
Modificado de : Modern clinical microbiology: new challenges and solutions. (Fournier et al., 2013).

Aunque estas bibliotecas estan actualizadas en cuanto a las bacterias con
mayor impacto a nivel hospitalario y clinico es importante aportar hallazgos en
la construccién y la validez estadistica de las bibliotecas de hongos que en
general requieren un mayor trabajo, debido a la complejidad bioldgica de estos
microorganismos (Ferreira et al., 2013).

Métodos utilizados para la identificacion de microorganismo por
MALDI- TO MS.

Los protocolos para la utilizacion del MALDI-TOF tienen variaciones, sin
embargo, los métodos directos y de extraccion de proteinas son los mas
utilizados para la lectura de la muestra en la placa.

Existen dos métodos de analisis de las proteinas en estudio:

Método de célula intacta (ICM): Método mas utilizado para la determinacion
de proteinas por espectrometria de masas y en la mayoria de los estudios es
utilizado como un control. Este método se basa en la aplicacion directa de parte
de la muestra a analizar sobre una placa del MALDI, después de realizar una
primera centrifugacion para remover los globulos rojos de la muestra estudiada
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y una segunda en la cual se recolecta el microorganismo de interés (Ferreira et
al., 2011) . Segun lo reportado en estudios, el método es efectivo en un 97%
,por ello se recomienda la utilizacion de ICM sin la necesidad de extraccion de
proteinas antes de agregar la muestra en la placa del MALDI-TOF ya que se
logra una identificacibn de microorganismos confiable a nivel de género y
especie en aproximadamente 10 min/muestra ahorrando tiempo y con menor
manipulacion de la muestra (Ferreira et al., 2010).

Método de extraccion de proteinas (PEM) o extraccién en tubo :Este
meétodo incrementa la lisis de la pared celular, extrayendo las proteinas con el
uso de disolventes como el Acido Férmico, etanol, acetonitrilo y/o &cido
trifluoroacetico para asi poder identificar proteinas ribosomas en las muestras
del paciente (Anexo 1). En cuanto al método de extraccion de proteinas (PEM)
es aconsejable la utilizacién de este, al no obtener una identificacién confiable
con el método de ICM (Ferreira et al., 2011), para nuestro estudio se utilizo
este método de extraccion ya que es el mas recomendado para obtener
muestras sin interferencias para su lectura.

3.5 EL IMPACTO DEL TIEMPO DE IDENTIFICACION DE
MICROORGANISMOS EN LA GESTION
ANTIMICROBIANA HOSPITALARIA

La identificaciéon de microorganismos en laboratorios clinicos se realiza por
medio de métodos convencionales (caracterizaciones morfologicas, pruebas
bioquimicas ,caracteristicas tintoriales y caracteristicas de crecimiento) los
cuales pueden requerir de varias horas de incubacion (Legarraga et al., 2013)
ademas pueden tardar en realizarse entre minutos, horas y en algunos casos
dias para identificacion microorganismos fastidiosos (Seng et al., 2009).Los
sistemas automatizados de identificacion microbiana se han convertido en
herramientas claves para el diagndstico rapido y efectivo. Un ejemplo de esta
revolucionaria tecnologia es el MALDI — TOF MS, la cual es menos costosa
que los métodos tradicionales. Ya que el costo por cada muestra es inferior al
costo de otros métodos diagndsticos, ademas de la entrega rapida del
resultado logrando identificar microorganismos en < 1 hora o en cuestion de
minutos.

En estudios recientes (Theel, 2013) se describe la tecnologia MALDI —TOF MS
como el método de eleccion rapido y poco costoso con el cual se logra la
identificacion de microorganismos acelerando la entrega oportuna del
resultados. Ademas esta rapida identificacion de microorganismos causantes
de bacteriemia y fungemia permite prescribir el tratamiento indicado
dependiendo del género y especie identificada, reduciendo el desarrollo
potencial de resistencia y efectos secundarios. La aplicacién directa de MALDI-
TOF MS en muestras de hemocultivo después de la identificacion de
crecimiento por los métodos automatizados como el sistema BACTEC 9240
(Becton-Dickinson, Sparks, EE.UU.) o BacT / Alert FA (bioMérieux,
Marcyl'Etoile, Francia) podria permitir la confirmacion de la rapida deteccion y
sensibilidad que tiene la tecnologia (Vlek et al., 2012).



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

¢ Implementar la tecnologia MALDI-TOF MS para la identificacion de
agentes infecciosos a partir de hemocultivos positivos en pacientes
hospitalizados en una Institucion de Tercer Nivel de Bogota.

4.2 Objetivos Especificos

Evaluar el tiempo requerido para la identificacion de microorganismos
directamente de hemocultivos positivos.

Analizar la concordancia en la identificacion de microorganismos por
métodos convencionales y por la tecnologia MALDI-TOF MS.



5 MATERIALES Y METODOS

El estudio titulado; “Implementacion de la tecnologia MALDI- TOF para la
identificacion de agentes infecciosos a partir de hemocultivos en pacientes
hospitalizados en una institucion de tercer nivel de Bogotd” se realizdé en
conjunto con la Unidad de Investigacion en Protedmica y Micosis Humana de la
Pontificia Universidad Javeriana — Area de microbiologia del Hospital
Universitario San Ignacio en Bogota.

La metodologia fue prospectiva experimental desarrollada de la siguiente
manera:

5.1 Muestra clinica

Se utilizd hemocultivos positivos previamente obtenidos por venopuncion e
inoculados en tres botellas Bact/ ALERT FAN dos para aerobios y una para
anaerobios (Anexo 2) sin carbén y manejados de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Se recogieron un total de 43 hemocultivos positivos.
Proporcionados por el Hospital Universitario San Ignacio en un periodo de 5
semanas.

Sistema de hemocultivo Bact/ALERT®
(bioMérieux, Marcyl Etoile, France)

Cada frasco tiene una capacidad de 10 mL de sangre. Dado que los
microorganismos crecen en una mezcla de sangre y caldo de cultivo, se libera
CO?2. Un sensor quimico sensible al CO?, separado de la mezcla de sangre-
caldo de cultivo por medio de una membrana unidireccional permeable al CO?,
estd unido al fondo de cada frasco. En presencia de CO? el color del sensor
vira del azul-verdoso a amarillo lo cual es percibido por el detector sensible a
la luz que se encuentra dentro del instrumento, en intervalos de 10 minutos.
Los diodos (uno para cada pocillo) emiten un haz de luz que se proyecta a
través de un filtro de excitacion y se refleja en el sensor sensible al CO? en el
fondo e cada frasco. (Anexo 2) La luz reflejada se dirige a través de un filtro de
emision hacia un detector fotosensible que, a su vez esta conectado a un
compilador del ordenador. Tan pronto como se acumula suficiente CO? en el
frasco como para alterar el sensor, se genera un “alerta” visible o audible y el
ordenador marca de inmediato la posicion del frasco positivo (Loonen et al.,
2012).

Cada unidad de procesamiento es una cabina del tamafio de un pequefio
refrigerador que cumple en si misma la funciébn de incubador, agitador y
dispositivo de deteccion, con una capacidad de 240 o 120 frascos, segun el
modelo. Se pueden conectar hasta cinco médulos bajo el control de un mismo
ordenador, lo que da como resultado un total de 1440 frascos que pueden
controlarse en forma conjunta. Los pocillos estan organizados en dos filas
dentro de un estante, cada estante contiene 20 frascos, una unidad para 240
frascos contiene 12 estantes. Cada frasco esta identificado por un cédigo de



barras grabado en su etiqueta el cual lo examina el ordenador y realiza la
correlacion con los datos de identificacion del paciente. (Loonen et al., 2012)

Los hemocultivos detectados positivos por el sistema BacT / AlertFA
(bioMérieux, Marcyl'Etoile, Francia) en el laboratorio del HUSI seles realizé la
tincion de Gram y basandose en el resultado, se realizaron subcultivos
adicionales y pruebas bioquimicas (figura 3). Si se observaba bacilos Gram-
negativos en la tincion de Gram, se cultivaban en medios para subcultivos
(agar Sangre y agar Mac Conkey), pero si observaban cocos Gram positivos
en la tincion de Gram los cultivaban en agar sangre. Para continuar con la
identificacion del microorganismo se realizaron pruebas bioquimicas y de
sensibilidad por medio del sistema de identificacion automatizado Micro Scan
Walk Away plus System. En algunos casos si la tincion de Gram revela la
presencia de levaduras estas deben ser sembradas en Agar Saboraud, en este
estudio no se detectd ninguna levadura.

Hemocultivo positivo por el sistema
Bact/ALERT
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Gram Gram
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FIGURA 3. Representacion esquematica de la identificacién de microorganismos por el laboratorio del HUSI

5.2 Método de procesamiento para el MALDI-TOF MS

La identificacion de microorganismos se realizo en la Unidad de Investigacion
en Protedmica y Micosis Humana de la Pontificia Universidad Javeriana por
medio de la Tecnologia MALDI-TOF MS Biotyper (Bruker Daltonics) utilizando



el método de extraccion en tubo, ya que este procedimiento es clave para
obtener una muestra adecuada del hemocultivo, ya que este puede tener varias
proteinas que pueden interferir en la lectura por el MALDI-TOF MS.

5.2.1 Extraccion en tubo

Este método incrementa la lisis celular obteniendo las proteinas libres (PEM),
(figura 4).El método de extraccion en tubo fue desarrollado y descrito por
Ferreira (Ferreira et al., 2010)en nuestro estudio se hicieron algunos ajustes a
los protocolos descritos (Ferreira et al., 2010; Loonen et al., 2012) para obtener
una muestra mas purificada. Todos los métodos investigados resultan en un
pellet obtenido por centrifugacién de la muestra a partir del hemocultivo, al cual
se le realizaron cuatro lavados, tres con agua desionizada y el cuarto con agua
ultrapura, para cada lavado se centrifugo a 12000 rpm durante 5 minutos
posteriormente se disolvio el pellet en 300 ul de agua ultrapura y 900 ul de
etanol 100%. La mezcla se centrifugo a 12000 rpm durante 5 minutos y el
sobrenadante fue descartado. 50 pl de &cido férmico al 70%(Anexo 3) fue
adicionado al pellet, pasados 5 minutos se adiciono 5 ul de acetonitrilo, la
mezcla se centrifugo a 12000 rpm durante 5 min, antes de todas las
centrifugaciones se utilizd el vortex en cada muestra. Un microlitro del
sobrenadante fue puesto en el pozo de la placa de acero y se esperd que se
secara a temperatura ambiente.

El sobrenadante obtenido de la extraccion de proteinas fue recubierto por un
microlitro de la matrix HCCA (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany).
Solucién saturada de acido a- ciano- 4- hidroxicinamico en 50% acetonitrilo y
2.5% acido trifluoroacético) (Anexo 4). El secado se realizé a temperatura
ambiente.
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TuboVacutainerde gel (SST BD product)
Centrifugar(2,000 g for 10 min)
[
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| ' |
BT T [ R
\,/J Lavarcon agua desionizada

800 pl (trc?s lavados)
| Vortex +Centrifugacién 12000 rpm/5min
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Agregar 50 pl Re sus
o pender 300 pl agua Centrifugar
Aeetonitnlo +900 i Etanol = 12000 'IPmEI’Zmin
Re suspender en 50m pl Acido
Farmicn le— | Pellet | | Sobrenadante @) |
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| Sobrenadante |

[
| Aplicar 1yl Placa del MALDI |—> 2. Método de Extraccion




FIGURA 4. Procedimiento para obtencion de muestra por el método de extraccion en tubo

5.2.2 Lavado de placa para MALDI-TOF MS

Para aumentar la sensibilidad y especificidad de la técnica realizo un lavado de
placa estricto para eliminar residuos de proteinas y matriz (figura 5). Esta se
puede limpiar una vez que todos los pozos se hayan utilizado, no es necesario
limpiar diariamente la placa si no esté utilizada completamente. El control sobre
las muestras que se inoculan en la placa del acero del MALDI TOF se llevé en
un mapa que facilito tener la ubicacion exacta de los pozos (Anexo 5)para
controlar posibles errores en los resultados de la lectura de la placa ya que en
ella se pueden agregar muestras de diferentes dias y el grado de confusién
sobre las muestras agregadas es alto lo cual permite.

Todas las muestras recibidas de HUSI fueron reportadas con su respectiva
identificacion en el formato de resultados (Anexo 6) asi mismo la identificacidon
obtenida por la tecnologia MALDI TOF en la Unidad de Investigacion en
Protedmica y Micosis Humana de la Pontificia Universidad Javeriana, de esta
manera se observara la concordancia entre los resultados obtenidos por el
método convencional utilizado en el Hospital Universitario San Ignacio para
identificacion de microorganismos y la tecnologia MALDI-TOF MS utilizada en
el estudio.
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I
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FIGURA 5. Limpieza de la placa para MALDI-TOF para eliminar residuos de proteinas y matrix

5.2.3 Espectrometria de masas (MALDI-TOF MS)

La lectura de la placa de acero fue realizada en un Microflex LT MALDI- TOF
MAS (BrukerDaltonics, Leipzing, Germany). Equipado con un laser de 200 Hz.
Los espectros se registran en el modo positivo lineal con una frecuencia de
laser de 200 Hz dentro de un rango de masas de 400 a 40.000 Da. La tensién
de 1S1 era 20 kV, la tension de 1S2 se mantuvo a 18,6 kV, la tension de la lente
fue de 6 kV, y el tiempo de retardo de extracciéon fue de 40 ns.

Para cada espectro, se recogen 240 disparos de laser en diferentes posiciones
de la placa del MALDI. El espectro fue calibrado externamente con el uso de un
estandar bacteriano BTS (Anexo 7);prueba estandar en la cual se puede
observar el perfil proteico bacteriano de una cepa de Escherichia coli DH5 alfa
que posee proteinas adicionales (Legarraga et al., 2013) como son RNasa A y
mioglobina, BrukerDaltonics). Las Masas de calibracion son las siguientes:
RL34, 5381,4 Da; RS33, 6255,4 Da, RS32, 5096,8 Da; RL29, 7274,5 Da; RL29,
3637,8 Da; RS19, 10300,1 Da; RNasa, 13683,2 Da; mioglobina, 16.952,3
Da.(Figura 6)

E um | dertification E Bruker Taxonomy - (R

e | Sample Camer | Detection | Spectrometer | Processing | Calbration | Setup | tatus|

o Caibration strategy | mass Controlust [veT Standard v [ Edite
[nteracwve ]
B

Name Ref. Mass/Da  Cur. Mass/Da  Err/ppm
1 M W

o El 10 5 20 Calbrants Std dev (ppm): Before Last Fit In LastFit

e ] 03]

- RLZM+2HI2+ 363780000
- RS32 M+H]+ 5096.80000
- RS3A M+ 535140000
- RS33meth M+...  6255.40000
- R MH+ 7274.50000
- RS13 M+H]+ 10300 10000
- RNAse A[M+H]+  13683.20000
- Myoglobin [M+...  16952.30000

FIGURA 6: Espectro del calibrador con su respectivo score y las masas de calibracién.

5.2.4 Analisis de MALDI-TOF

En nuestro estudio se realizaron las mediciones por medio del sistema MALDI
—TOF MS BrukerBiotyper el cual incluye el instrumento Microflex LT/ SH MS
equipado con un laser y 2 programas: FC Control Flex con el cual se adquiere
el espectro de la proteina y RTC (Biotyper real- time classification) para realizar
el andlisis del espectro (Theel, 2013). Los espectros de masas obtenidos son
comparados con la base de datos o MBL (MALDI Biotyper Library) en tiempo
real correlacionados con el programa RTC Biotyper, esta libreria tiene
5627(Anexo 8) microorganismos identificados los cuales son una recopilacion
de los espectros generados de previas identificaciones de bacterias y hongos,
por medio de propiedades algoritmos de reconocimiento de patrones usando
las posiciones de los picos, las distribuciones de intensidad de los picos y las
frecuencias del pico. El nivel de semejanza entre el espectro desconocido y los
que se encuentran en la MBL es comparado permitiendo la asignacion de un
puntaje especifico. Los puntajes reportados se encuentran en un rango 0.0



(identificado con el color rojo) indicando no semejanza y 3.0 (identificado con el
color verde) que corresponde exactamente al espectro de la MBL (Tablal)
(Theel, 2013).

SCORES INTERPRETACION

1.700- 1.999 Identificacion a nivel de "genero”

Tabla 1. Criterios de identificacién ajustados por BrukerDaltonics a la tecnologia MALDI =TOF MS.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

Se procesaron un total de cuarenta y tres hemocultivos positivos por el sistema
BacT/ALERT 3D por los métodos convencionales y por el MALDI-TOF MS. La
identificacion por los dos métodos tuvo una concordancia del 60% (Tabla 2).
Doce muestras mostraron la presencia de Gram positivos, veinte y cuatro
mostraron presencia de Gram negativos. En seis muestras se reporto la
presencia de mdultiples bacterias por medio de diagndsticos convencionales y
en cuatro muestras no hubo identificacion por MALDI-TOF MS pero si por
meétodos convencionales donde las muestras correspondian a S. epidermidis,
E. coli y K. pneumoniae. Se identific6 que la causa por la cual hubo baja
identificacion ocurrié por una falla en la fuente de voltaje del magneto que tiene
como funcién estabilizar los iones para que estos inicien el vuelo en el mismo
momento, este fue el motivo por el cual se altero la lectura en el calibrador y
en las muestras.

El método utilizado en este estudio fue la extraccion en tubo ya que es el
indicado para obtener una muestra con mayor grado de pureza (Ferreira
2010), en el laboratorio la extraccién de la muestra tomo un tiempo aproximado
de 45 a 60 minutos. Se realiz6 una serie de adaptaciones al protocolo para
aumentar la sensibilidad de la prueba como fue la centrifugaciéon de las
muestras de hemocultivos en tubos vacutainer de 12500 rpm/5min para una
mejor separacion de los globulos rojos, otra de estas modificaciones fue el
namero en los lavados de la muestra que por lo general era uno, nosotras
realizamos cuatro para eliminar con mayor seguridad proteinas que pudieran
interferir en la lectura como albumina , proteinas del plasma ,entre otras y crear
interferencias en el momento de la identificacion.

Por los métodos convencionales los microorganismos con mayor prevalencia
entre las bacterias Gram positivas fueron: E. faecium-S. epidermidis y entre las
bacterias Gram negativas E.coli. Por MALDI-TOF la bacteria Gram positiva
identificada con mayor frecuencia fue E. faecium y de las Gram negativas
E.colilo cual indica que los dos métodos coincidieron en los resultados solo que
el MALDI-TOF no posee la capacidad en detectar la presencia de varios
microorganismos en la muestra (tabla2).



No DE MUESTRAS
NO
IDENTIFICACION POR No DE MUESTRAS | IDENTIFICADAS
METODOS IDENTIFICACION POR IDENTIFICADAS | POR MALDI-TOF
ORGANISMO CONVENCIONALES MALDI-TOF MS POR MALDI-TOF MS
Staphylococcal spp
S. aureus S. aureus 2(4,6%) 0
S. epidermidis S. epidermidis 3(7%) 2(4,6%)
S. lentus 1(2,3%) 0
Enterococcal spp
E. faecalis E. faecalis 2(4,6%) 0
E. aerogenes E. aerogenes 1(2,3%) 0
Mixta
E. faecium-S.epidermidis |E. faecium 6(14,1%) 0
E. coli E. coli 14 (32,5%) 1(2,3%)
K. pneumoniae K. pneumoniae 6(14,1%) 1(2,3%)
K. pneumoniae K. oxytoca 1(2,3%) 0
H. parainfluenzae H. influenzae 3(7%) 0
TOTAL (N =43) 39(90,7%) 4(9,3%)
NO CONCORDANCIA 4 40%
CONCORDANCIA 6 60%
TOTAL 10 100%

TABLAZ2: Microorganismos identificados por métodos convencionales y por MALDI-TOF.

Por el método convencional no se identific6 una muestra y por el MALDI-TOF
MS se identificé S. lentus. Los métodos convencionales son los mas utilizados
actualmente en los laboratorios clinicos pero son un grupo de técnicas que no
proporcionan el 100 % en la identificacion ya que su identificacion se basa en
las pruebas bioquimicas y estas no tienen el poder de detectar cambios en las
proteinas, lo cual es una desventaja frente a las nuevas tecnologias que se
deseen implementar en el laboratorio clinico. En este estudio se demostré que
la tecnologia MALDI-TOF MS es eficaz y confiable aunque también tiene sus
restricciones. Entre ellas se encuentra la deficiencia del equipo en cuanto a la
identificacion de varios microorganismos en la muestra, ademas se logro
identificar una desventaja sobresaliente. Aunque la implementacion no se ha
logrado por causas del equipo poner a punto esta clase de tecnologia en
nuestro pais es complicado por la falta de asistencia técnica y demora en la
importacion de los reactivos.

En el presente estudio se detecté en el laboratorio una muestra con dos
microorganismos E. faecium- S. epidermidis y MALDI-TOF MS solo identifico
E.faecium. Este es un limitante importante del equipo ya que las infecciones
mixtas son altamente frecuentes en pacientes inmunosuprimidos Yy
hematoncoldgicos los cuales son la poblacion que mas frecuenta el Hospital
Universitario San Ignacio (HUSI) por lo cual es aconsejable hacer un cultivo
cuando se sospecha de una infeccién por mas de un microorganismo.



El MALDI-TOF MS tuvo un porcentaje de identificacion del 90,7% y de no
identificacion del 9,3%(Tabla 2) esto puedo ser por la deficiencia en el
generador del voltaje el cual no emite el voltaje necesario para acelerar los
analitos. De las 43 muestras obtenidas a partir de hemocultivos,39fueron
identificadas por el MALDI-TOF MS. De las 39 muestras identificadas por
MALDI-TOF, 76,92 % (30/39) fueron a nivel de especie y género (Tabla3).El
28,2 % (11/39) fueron identificadas a nivel de especie y el 48,72% (19/39) fue
identificada a nivel de género. El 23,08% (9/ 39) de las muestras identificadas
por MALDI-TOF MS se identificaron pero no de manera ideal (puntaje <1.69),
estos resultados demuestran que el nivel de identificacién en el estudio no fue
el adecuado ya que predominan resultados con bajos puntajes de
identificacion. Este resultado se debid a la deficiencia en el equipo el cual no
ha podido ser calibrado, se cree que es la fuente de voltaje de salida de los
analitos, por lo tanto los puntajes obtenidos no tienen validez. El BTS tuvo un
puntaje de 1.048 es decir no calibro. En esta prueba debe observarse el perfil
proteico de la cepa E.coli DH5 alfa con ocho picos que corresponden a las
siguientes proteinasRL34 con peso molecular de 5381,4 Da; RS33; 6255,4 Da,
RS32; 5096,8 Da; RL29; 7274,5 Da; RL29; 3637,8 Da; RS19; 10300,1 Da;
RNasa; 13683,2 Da; Mioglobina; 16.952,3 Da, esto demuestra la importancia
de la calibracion para la medicion de los picos correctos en la identificacion.
(Figura 7).

MALA IDENTIFICACISN

ESPECIE GENERO

0
9 (64,3%)
0
1(16,7%)
5 (83,3%)
1 (100%)
2 (66,7%)
1 (50%)
0
0
19/39 (48,72%)

E. aerogenes
E. coli

E. faecalis

E. faecium

K. pneumoniae
k. oxytoca

H. influenzae
S. aureus

S. epidermidis

S. lentus

TOTAL

SCORES INTERPRETACION

1.700- 1.999 Identificacion a nivel de "genero”

TABLA 3: Microorganismos identificados por MALDI-TOF con sus respectivos scores y relacion con
identificacion a nivel de especie y género
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FIGURA 7: Comparacién de espectro del BTS (estandar bacteriano). lzquierda espectro BTS ideal. Derecha espectro
BTS del estudio

6.1 Espectros obtenidos en la identificacion por MALDI-
TOF MS.

Los espectros con el score mas relevante de cada microorganismo se
analizaron para identificar la similitud entre los picos obtenidos en el estudio y
los picos de la libreria del MALDI-TOF MS. Estos espectros fueron obtenidos
por dos programas : FC (Control Flex) con el cual se adquiere el espectro de la
proteina y RTC (Biotyper real- time classification) para realizar el analisis del
espectro, después son comparados con la base de datos obteniendo la
identificacion de los agentes patégenos.

6.1.1. Escherichia coli
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6.1.2 Enterococcus aerogenes
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6.1.3 Enterococcus faecium
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6.1.4 Enterococcus faecalis
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6.1.6 Klebsiella oxytoca
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6.1.7 Klebsiella pneumoniae
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6.1.8 Staphylococcus aureus
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6.1.9 Staphylococcus lentus
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6.1.10 Streptococcus epidermidis

Una posible causa por el cual no se logré la identificacion de algunos de los
microorganismos en el MALDI-TOF MS pudo ser debido a los diferentes niveles
de biomasa microbiana en las botellas de hemocultivo ya que segun lo
reportado en la literatura, para la generacion de excelentes espectros por
medio de la tecnologia es necesario que la minima densidad bacteriana sea de
108 UFC/ ml y como ya se ha discutido antes por la deficiencia en la emisién
del voltaje por el generador (Stevenson, Drake, & Murray, 2010).

No se identificacion hongos en los hemocultivos que nos proporcionaron del
Hospital Universitario San Ignacio ya que ninguno de estos poseia una
infeccion del torrente por estos microorganismos como se demuestra en los
datos de los pacientes Hospitalizados de la HUSI que se le realizaron
hemocultivos.




7 CONCLUSIONES

En nuestro estudio la tecnologia MALDI-TOF MS tuvo un mayor impacto de
tiempo en comparacidon con los meétodos convencionales y moleculares,
tomando tan solo un tiempo de identificacion de 90 minutos, dividido en dos
etapas: procesamiento de la muestra (extraccion en tubo) 60 minutos y la
lectura de la placa 30 minutos.

Se determind la baja capacidad de identificacion de varios microorganismos en
una misma muestra ya que el equipo se limita al espectro de referencia de la
base de datos, es decir solo los espectros que tenga la libreria seran los
correlacionados.

A pesar de tener problemas en el generador de voltaje, el MALDI-TOF tuvo un
60% de concordancia comparado con la identificacién por medio de métodos
convencionales, es decir, si el equipo esta calibrado y en condiciones ideales
tendra una gran capacidad de identificacion con alta sensibilidad.

El personal requerido no necesita de una capacitacion prolongada ni a
profundidad ya que el uso de esta tecnologia es sencillo al proporcionar los
resultados de identificacion, a diferencia de la interpretacion de los espectros y
alimentacion de la libreria donde si es necesaria la participacion de personal
con alto grado de experticia para esta lectura y el conocimiento de los
microorganismo identificados por el equipo que pueden estar ocasionando la
infeccion en el paciente.

Es importante resaltar que el equipo es innovador en Colombia por lo tanto adn
no tiene representantes en el pais para que realicen los respectivos
mantenimientos en el momento adecuado y la facilidad de obtener los reactivos
es restringida es decir mientras la tecnologia toma fuerza en nuestro pais la
practicidad esta limitada.



8 RETOSY PERSPECTIVAS

La exactitud en la identificacidon de microorganismos por medio de la tecnologia
MALDI-TOF es muy alta pero requiere de cuidado en los procedimientos de
extraccion de la muestra y estandarizacion de los pasos intermedios de la
metodologia para garantizar una muestra ideal. Es necesario inculcar en el
personal que trabaja con el MALDI-TOF el seguimiento de la metodologia
utilizada para lograr resultados adecuados y exitosos, ya que de acuerdo a
nuestra experiencia el método de extraccion y sus pasos deben seguirse de
forma estricta con los reactivos y las concentraciones indicadas para evitar
errores o dificultades en la lectura de la placa .

Los hemocultivos deben ser procesados de forma rapida después de conocer
la positividad de la muestra ya que cultivos viejos o con tiempos prolongados
puede llegar a afectar la identificacion de microorganismos (Theel, 2013) por
medio de la tecnologia ya que el proteoma es cambiante y dindmico de
acuerdo a cambios en la temperatura, condiciones de estrés ,entre otros , por
ello es muy importante resaltar estos factores a tener en cuenta por personal
que trabaja con el equipo.

El reto es demostrar los alcances de la tecnologia en el campo de la
microbiologia clinica para que sea implementada y ayude a agilizar la entrega
de resultados y un pronto diagnostico en pacientes critico asi mismo identificar
el microorganismo correcto para no aplicar tratamiento errado y aumentar la
resistencia en los microorganismos.
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Anexo 1

Procedimiento de extraccidn dcido férmico
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INDICA SECCION MODIFICADA
Ver al final de la ficha técnica el glosario de simbolos.

USO PREVISTO

Los frascos de cultivo BacT/ALERT® FA se utilizan con el
sistema de deteccion microbiana BacT/ALERT®, en
procedimientos cualitativos para la recuperacion vy
deteccion mejoradas de microorganismos aerobios Yy
anaerobios facultativos (bacterias y hongos), en la sangre
y en otros liquidos corporales normalmente estériles.

RESUMEN Y EXPLICACION

El sistema de deteccion microbiana BacT/ALERT se utiliza
para determinar si hay microorganismos en la sangre o en
otros liquidos corporales normalmente estériles, obtenidos
de un paciente que se sospecha que presenta una
bacteriemia o fungemia. El sistema y los frascos de cultivo
BacT/ALERT proporcionan un sistema de deteccion
microbiana y un medio de cultivo con condiciones
nutricionales y ambientales, adecuadas para micro-
organismos presentes habitualmente en las infecciones de
la sangre y de otros liquidos corporales normalmente
estériles. Se coloca el frasco inoculado en el instrumento,
donde es incubado y controlado continuamente para
detectar la posible presencia de microorganismos que
creceran en los frascos BacT/ALERT FA.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El sistema de deteccion microbiana BacT/ALERT utiliza un
sensor colorimétrico y la luz reflejada para controlar la
presencia y la produccion de diéxido de carbono (CO»),
disuelto en el medio de cultivo. Si hay microorganismos en
la muestra de la prueba, se producirda CO, a medida que
estos metabolicen los sustratos presentes en el medio de
cultivo. Cuando el crecimiento de los microorganismos
produce CO,, el color del sensor permeable al gas
instalado en el fondo de cada frasco de cultivo cambia de
color azul-verdoso a amarillo’. Este color méas claro provoca
un aumento de las unidades de reflectancia controladas por
el sistema. El instrumento monitoriza y registra la
reflectancia del frasco cada 10 minutos.

REACTIVOS
Solo para uso en diagnostico in vitro.

PRECAUCION: Manipule las muestras y los frascos de
cultivo inoculados como si fueran capaces de
transmitir agentes infecciosos. Todos los frascos de
cultivo inoculados, las agujas para toma de muestras
y los dispositivos de exiraccion de sangre deben ser
descontaminados de acuerdo con los procedimientos
del centro®.

BacT/ALERT® FA (color verde claro) — Los frascos de
cultivo desechables BacT/ALERT FA contienen 22 ml de
medio complejo y 8 ml de una suspensién de carbon con
una densidad media de 1,0155 g/ml. El componente del
medio esta compuesto de digerido caseinico de soja

(2,0% pl/v), solidos de infusion de cerebro-corazoén
(0,1% p/v), polianetol sulfonato de sodio (SPS)
(0,05% p/v), clorhidrato de piridoxina (0,001% p/v),
menadiona (0,0000725% p/v), hemina (0,000725% p/v),
L-cisteina (0,03% p/v), y otros sustratos de carbohidratos
y aminoacidos complejos en agua purificada. Los frascos
contienen una atmdésfera de CO, en oxigeno, bajo vacio.
Es posible ajustar la composicion del medio para que
cumpla requisitos de prestaciones especificas.

PRECAUCION: Los frascos de cultivo BacT/ALERT
contienen policarbonato. No todos los desinfectantes
estan indicados para usarse con superficies de
policarbonato, y pueden causar el deterioro del
frasco. Compruebe la compatibilidad del
desinfectante con el policarbonato antes de usario en
las superficies de los frascos de cultivo BacT/ALERT.

PRECAUCION: Es posible que determinados
microorganismos exigentes raros no crezcan o
crezcan lentamente en el medio de crecimiento del
frasco de cultivo BacT/ALERT FA. Si se sospecha la
presencia de organismos exigentes raros que
requieren medios y condiciones de cultivo especiales,
debe considerarse la posibilidad de utilizar métodos
alternativos o tiempos de incubacion ampliados para
su recuperacion.

PRECAUCION: Los frascos de cultivo BacT/ALERT FA
utilizados para cultivar muestras distintas a sangre
(liguidos corporales normalmente estériles) pueden
requerir la adicion de sangre u otros supiementos,
como sangre equina desfibrinada estéril (5% v/v), para
favorecer el crecimiento, especialmente para la
recuperacion de organismos exigentes tales como
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae y
Neisseria gonorrhoeae.3

PRECAUCION: En raras ocasiones pueden
encontrarse microorganismos que crezcan en los
medios de crecimiento de los frascos de cultivo
BacT/ALERT FA, pero sin que produzcan suficiente
CO, para dar un resultado positivo. Un factor que
puede dar lugar a esta situacion es la presencia de
antibiéticos activos en una muestra.

Materiales adicionales requeridos

Sistemas de deteccion microbiana BacT/ALERT®

Sistema para la extraccion de sangre

Agujas estériles de toracocentesis/unidades para
subcultivo

Guantes desechables

Recipientes apropiados para desechos de riesgo biologico
de materiales potencialmente contaminados con
agentes infecciosos

Materiales disponibles en bioMérieux

Capuchon protectior para recogida de sangre
BacT/ALERT®

Sistemas de deteccion microbiana BacT/ALERT®

Agujas estériles de toracocentesis/unidades para subcultivo

bioMérieux, Inc. Espafiol - 1
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Instrucciones de conservacién

Los frascos de cultivo BacT/ALERT FA se presentan listos
al empleo. Conserve a temperatura ambiente (15-30 °C)
protegidos de la luz directa del sol. En la etiqueta de cada
frasco viene impresa la fecha de caducidad. No utilice los
frascos de cultivo después de la fecha de caducidad
indicada. La exposicion de los frascos a una temperatura
menor de 15°C puede causar la formacion de
precipitados, que desapareceran cuando se calienten los
frascos a temperatura ambiente. Los frascos deben estar
a temperatura ambiente antes de su uso.

Indicadores fisicos o quimicos de inestabilidad

Antes de su uso, deben examinarse los frascos de cultivo
BacT/ALERT FA en busca de signos de danos o deterioro
(cambio de coloracién). Los frascos que muestren signos
de danos, fuga o deterioro deben desecharse. El medio
en los frascos sin utilizar debe estar transparente, aunque
podria haber una leve opalescencia o rastros de
precipitado debido a la evidencia de SPS anticoagulante.
No confunda la opalescencia con turbidez. No utilice
frascos en los que el medio de cultivo esté turbio, el
sensor esté de color amarillo o la presion de gas sea
excesiva, ya que todos ellos son signos de posible
contaminacion.

INSTRUMENTQOS
Consulte el manual del usuario del sistema de deteccion
microbiana BacT/ALERT correspondiente antes de utilizarlo.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

NOTA: Los frascos de cultivo BacT/ALERT FA deben ser
utilizados por personal de laboratorio con la experiencia
adecuada. Al obtener muestras de sangre para cultivo es
muy importante recoger la muestra de manera correcta.
Consulte en Cumitech 1C° el procedimiento correcto para
la recogida de muestras.

NOTA: Debe procurarse evitar la contaminacién durante
la preparacion del frasco y la inoculacion de la muestra
del paciente. Es esencial desinfectar adecuadamente la
piel para reducir la incidencia de contaminacion.

NOTA: Aunque bioMérieux no lo recomienda, puede
extraerse la sangre directamente en tubos de recogida
que contengan SPS. Nunca deben usarse para
hemocultivo tubos que contengan otros anticoagulantes.”

NOTA: bioMérieux recomienda colocar los frascos de
cultivo inoculados en el sistema de deteccion microbiana
BacT/ALERT lo antes posible después de su recogida.
Los frascos de cultivo inoculados cuya introduccion se
difiera deben mantenerse a temperatura ambiente hasta
que puedan colocarse en el instrumento.

Preparacion de los frascos

1. Etiquete el frasco de cultivo con la informacion del
paciente. Los iconos en la etiqueta del frasco (©,#,®)
pueden ser definidos por el usuario.

2. Retire la tapa plastica abatible del frasco de cultivo.
Antes de la inoculacion, desinfecte el frasco de cultivo
con una gasa impregnada en alcohol o su
equivalente. Deje secar al aire.

3. Limpie el lugar seleccionado de la venipuncion segin
las recomendaciones del procedimiento aprobado de
su centro.

Procedimiento de inoculacién directa

NOTA: Si se inocula mas de un tipo de frasco de
hemocultivo BacT/ALERT utilizando un equipo de
mariposa para recogida de sangre y un capuchén
protector de extraccion directa, inocule primero el
frasco de cultivo para aerobios y después el frasco de
cultivo para anaerobios para que el oxigeno que
pueda haber atrapado en el tubo del adaptador no
sea transferido al frasco para anaerobios.

NOTA: Monitorice el proceso de extraccion directa
detenidamente en todo momento durante la recogida
para asegurarse de obtener un flujo apropiado y para
evitar que el contenido del frasco fluya al interior del
tubo del adaptador. Debido a la presencia de aditivos
quimicos en el frasco de cultivo, es importante seguir
todos los pasos que aparecen a continuacion para
evitar un posible retroceso y las reacciones adversas
subsiguientes.

a. Sujete el frasco de cultivo en una posicién por
debajo del brazo del paciente, con el frasco en
posicion vertical (el tapon hacia arriba).

b. Recoja la sangre utilizando un equipo de mariposa
para recogida de sangre y el capuchon protector
para recogida de sangre BacT/ALERT segun lo
recomienda el procedimiento aprobado por su
institucion e inocule directamente en el frasco de
cultivo BacT/ALERT MB a la cabecera del paciente.
Aunque pueden utilizarse volimenes de muestra
menores, la recuperaciébn puede mejorarse
utilizando un volumen de muestra préximo al valor
recomendado de 10 ml. Para evitar una inoculacion
excesiva, vigile el volumen de sangre que entra en
el frasco de cultivo utiizando las marcas
incrementales de 5ml de la etiqueta del frasco.

c. Suelte el depresor apenas comienza a fluir la
sangre en el frasco de cultivo, o dentro de los
2 minutos de aplicacion.

d. No permita que el contenido del frasco de cultivo
toque el tapon ni el extremo de la aguja durante el
procedimiento de recogida.

Un frasco de cultivo contaminado podria contener

presion positiva, y si se utiliza para extraccion directa,

puede causar un reflujo al interior de la vena del
paciente. La contaminacion del frasco de cultivo tal
vez no sea facil de observar. Monitorice
detenidamente el proceso de extraccion directa para
evitar el reflujo. No utilice frascos en los que el medio
de cultivo esté turbio, el sensor esté de color amarillo

o la presion de gas sea excesiva, ya que todos ellos

son signos de posible contaminacion.

Procedimiento de inoculacion por extraccion de la
jeringa
NOTA: Si se inocula mas de un tipo de frasco de
hemocultivo BacT/ALERT mediante extraccion en
una jeringa, inocule primero el frasco de cultivo para
anaerobios y después el frasco de cultivo para
aerobios para que el oxigeno que pueda haber
atrapado en la jeringa no sea transferido al frasco
para anaerobios. Deben utilizarse las marcas de la
etiqueta del frasco para calcular el volumen de la
muestra.
a. Realice la venipuncion y la transferencia de sangre
al frasco de cultivo BacT/ALERT de acuerdo con
los procedimientos establecidos del centro.
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PRECAUCION: Para evitar salpicaduras de la
muestra, nunca fuerce el émbolo de la jeringa
hacia abajo durante la inoculacién. Quite la
jeringa cuando se alcance la cantidad de llenado,
ya que el vacio extraera por si solo una cantidad
superior al maximo recomendado. Perfore el
tapén del frasco verticalmente, para evitar la
pérdida de vacio; no inocule un frasco que no
esté al vacio.

4. Transfiera rapidamente el frasco de cultivo inoculado
al laboratorio de analisis.

PROCEDIMIENTO DE ANALISIS DE LOS FRASCOS DE
CULTIVO BacT/ALERT FA

Precauciones y comentarios preliminares

1. Utilice guantes desechables y manipule los frascos
inoculados con precaucién como si fueran capaces de
transmitir agentes infecciosos. Consulte inmediatamente
a un médico en caso de ingestion de materiales
contaminados o si éstos entrasen en contacto con
laceraciones abiertas, lesiones u otras heridas cutaneas.

2. Limpie inmediatamente cualquier salpicadura de
material contaminado utilizando una dilucién 1:10 de
hipoclorito sédico al 5%. Deseche los materiales de
limpieza utilizando un método aceptable.

3. Todos los frascos de cultivo inoculados, las agujas
para toma de muestras y los dispositivos de
extraccion de sangre deben ser descontaminados de
acuerdo con los procedimientos del centro.?

4. Estos frascos deben ser utilizados por personal de
laboratorio con la formacion adecuada.

Notas relativas al procedimiento y precauciones

1. Debe tenerse mucho cuidado de evitar la
contaminacion de la muestra del paciente durante la
venopuncion y la inoculacién en el frasco de cultivo,
ya que la contaminacion podria provocar resultados
positivos en muestras que en realidad no contienen
cepas clinicamente relevantes.

2. Obtenga las muestras de sangre antes de iniciar el
tratamiento con antibiéticos. Si esto no es posible,
extraiga la sangre justo antes de administrar la
siguiente dosis de antibiético.

3. Silos frascos de cultivo inoculados han sufrido algun
retraso en su llegada al laboratorio o han sido
incubados antes de su introduccion en el instrumento
BacT/ALERT, deben inspeccionarse visualmente en
busca de signos de crecimiento microbiano. Si es
evidente el crecimiento microbiano, trate los frascos
como positivos y absténgase de introducirlos en el
sistema de deteccion microbiana BacT/ALERT para
su control.

Procedimiento de laboratorio

PRECAUCION: Deben tomarse precauciones generales
al subcultivar los frascos de cultivo positivos, ya que
podrian haberse llenado excesivamente o confener
organismos productores de cantidades grandes de
gas. El contenido de los frascos de cultivo positivos
podria enconfrarse a una presion interna mayor. Es
preciso ventilar momentaneamente los frascos de
cultivo positivos antes de teiiirlos o desecharlos a fin
de liberar el gas que pueda haberse generado durante
el metabolismo microbiano.

1. Inspeccione visualmente los frascos antes del
analisis. No utilice frascos que presenten signos de
dafos, fuga o deterioro. Los frascos que presenten
hemolisis, turbidez, presidon excesiva de gas,
sensores amarillos o signos de crecimiento deben
considerarse positivos. Realice un frotis y subcultivos.
No incube los frascos a menos que el frotis sea
negativo.

2. bioMérieux recomienda enérgicamente escanear
todos los frascos antes de cargarlos en el instrumento
BacT/ALERT. Escanear el codigo de barras del
frasco garantiza el uso del algoritmo correcto para
cada frasco.

3. Una vez cargados, los frascos de cultivo deben
incubarse en el instrumento entre cinco y siete dias o
hasta que se los designe como positivos.

4. Realice un frotis y subcultivos de todos los frascos
positivos. Si el frotis es negativo, podria indicar un
resultado falsamente positivo, y debe volver a
colocarse el frasco en el instrumento hasta que sea
redesignado como positivo o hasta que se detecte
crecimiento del subcultivo. Los frascos que
inicialmente  produjeron  resultados falsamente
positivos y que sean redesignados como positivos
deben someterse a frotis y subcultivos.

5. Los frascos negativos se pueden comprobar
mediante un frotis y/o subcultivo antes de
desecharlos como negativos.

6. En el manual del usuario se especifican los
procedimientos para cargar y extraer los frascos de
cultivo en el instrumento BacT/ALERT.

7. No reutilice los frascos de cultivo BacT/ALERT.
Deseche los frascos de cultivo BacT/ALERT
inoculados conforme al protocolo del laboratorio. Los
frascos BacT/ALERT inoculados pueden procesarse
en autoclave o incinerarse.’

8. La utilizacion de dispositivos perforadores (es decir,
agujas con punta roma) para perforar el septo puede
resultar en fugas del frasco.

CONTROL DE CALIDAD

Con cada lote de frascos de cultivo se proporciona un
certificado de conformidad. Si se desea, cada laboratorio
puede realizar analisis de control de calidad de los frascos
de cultivo BacT/ALERT FA. Consulte el manual del
usuario de BacT/ALERT y el documento M22-A3 de
CLSI®.®

Instrumento

Con cada instrumento se proporciona un kit de estandares
de reflectancia BacT/ALERT para los procedimientos de
calibracion y control de calidad. Todos los controles de
calidad deben formar parte del mantenimiento normal del
sistema. Consulte el manual de usuario de BacT/ALERT
para obtener mas informacion.

RESULTADOS

El software de toma de decisiones instalado en los
sistemas de deteccién microbiana BacT/ALERT clasifica
los frascos de cultivo como positivos o negativos. No se
requiere tomar ninguna medida hasta que el instrumento
BacT/ALERT sefiale un frasco de cultivo como positivo o
negativo.
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LIMITACIONES DE LA PRUEBA
Existen muchas variables implicadas en el analisis de
hemocultivos que no pueden controlarse en la practica

para proporcionar

una confianza total de que los

resultados obtenidos se deban exclusivamente a un
rendimiento apropiado o inapropiado de un sistema de
deteccién o de un medio de cultivo concretos.

1.

CARACTERISTICAS DE LAS PRESTACIONES DE LA PRUEBA

Se recomienda un volumen de muestra de 10 ml. Los
volumenes mayores de 10ml no mantienen la
relacion éptima sangre:medio de cultivo.

lLas muestras de paciente que BacT/ALERT sefale
como positivas pueden contener microorganismos
que produzcan resultados positivos mediante frotis
pero que no crezcan en los medios de subcultivo
sistematicos. Si se sospecha esta situacion, deben
subcultivarse las muestras en medios de cultivo
especiales. Ademas, las muestras clasificadas como
positivas por BacT/ALERT pueden contener
microorganismos que no se detecten con los métodos
habituales de frotis y puede que requieran tanto
métodos de frotis como medios de subcultivo
especializados para su deteccion y recuperacion.

La presencia de carbon activado aparece como un
precipitado negro en el frotis, lo que inicialmente
podria ser dificil de interpretar. La facilidad de
interpretacion mejora con la experiencia.

Determinadas cepas de Haemophilus influenzae,
Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae vy
Peptostreptococcus anaerobius pueden ser sensibles
al anticoagulante SPS, lo cual puede causar la
ausencia de crecimiento o una baja produccion de
CO; por estas cepas si se inocula una cantidad
insuficiente de muestra de sangre en los frascos de
cultivo.

En raras ocasiones, si existe un nimero muy alto de
leucocitos en la muestra el instrumento BacT/ALERT
puede sefalar un frasco de cultivo como positivo. En
este caso, los resultados del frotis y del subcultivo
pueden ser negativos.

Los microorganismos a menudo estan presentes en
un numero escaso y pueden  aparecer
intermitentemente en el torrente sanguineo; por
consiguiente, deben extraerse muestras de sangre
consecutivas de cada paciente.

Extraiga sin demora los frascos de cultivo positivos
cuando asi sean clasificados por el instrumento
BacT/ALERT para evitar la posibilidad de cultivos no
viables debido a autdlisis u otras razones. Ciertas
cepas de Streptococcus pneumoniae pueden ser
especialmente propensas a la autolisis si no se las
extrae poco tiempo después de que hayan sido
sefaladas como positivas.

En ocasiones, un frotis tefiido con Gram de un frasco
negativo. puede contener un pequefio nimero de
microorganismos no viables que proceden de
componentes del medio de cultivo, reactivos de
tincion, aceite de inmersion o portaobjetos; por
consiguiente, se trata de resultados falsamente
positivos.

Los frascos que se cargan de forma anonima se
analizan con un algoritmo predeterminado. En
algunos casos, segun el tipo de frasco, dicho
algoritmo predeterminado no es el correcto para ese
frasco concreto. El uso de un algoritmo incorrecto
podria dar lugar a un resultado falso positivo. Por
consiguiente, es importante escanear todos los
frascos con el codigo de barras correcto.

Se realizaron estudios internos de siembra utilizando los siguientes microorganismos a niveles < 10 UFC/frasco vy

< 100 UFCl/frasco en sangre humana de una poblacion adulta sana.

Tiempo de deteccion (horas)®
BacT/ALERT FA

Inoculo
Microorganismo (UFClfrasco) (Plastico)
Grampositivos
(M. luteus, S. aureus,
S. epidermidis, S. agalactiae, <100 13,3-35,1
E. faecalis, S. pneumoniae,
S. pyogenes, streptococcus del grupo C, <10 14,4-61,2
L. monocytogenes, S. sanguis)
Gramnegativos
(E. coli, H. influenzae,
N. meningitidis, P. aeruginosa, <100 10,8-35,2
S. maltophilia, S. marcescens,
A. baumanii, E. cloacae, <10 12,0439
A. faecalis, K. pneumoniae)
Levaduras
(C. albicans, T. glabrata, <100 17,3-74,4
C. tropicalis) <10 20,9-82,8

# Se analizé cada microorganismo por triplicado y se obtuvieron las medias. Los valores mostrados son un intervalo de estas medias.
NOTA: Puedg solicitarse a bioMérieux una lista de organismos raros y exigentes recuperados con los frascos de cultivo
BacT/ALERT.
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Anexo 3

Preparacion De Soluciones Para El MALDI-TOF
Biotyper



PREPARACION DE SOLUCIONES PARA EL MALDI BIOTYPER

Introduccion: El Bruker MALDI Biotyper utiliza diversas soluciones de &cidos orgénicos
para los siguientes procedimientos:

1) Preparar el Estandar bacteriano (BTS) y HCCA (matrix)
2) Completar el proceso de extraccion con acido férmico y
3) Para limpiar la placa de acero pulido.

Este documento ha sido creado para ayudar con la preparacion de estas soluciones stock
iniciales y no sustituye los insertos originales.

Por favor revise este documento hasta cuando se realicen los procesos anteriores de
manera estandarizada. Los volimenes preparados a continuacion son solamente ejemplos
y usted puede ajustar el volumen de la solucion de trabajo segun sea necesario.

Materiales:

. Cabina de Bioseguridad Bioldgica

. Etanol al 100% (HPLC / MS Grado)

. Acido férmico al 100% (HPLC / MS Grado)

. Acetonitrilo al 100%(HPLC / MS Grado)

. Acido trifluoroacético al 100%(HPLC / MS Grado)

. Agua ultrapura (HPLC / MS Grado)

. Guantes de seguridad quimica

. Pipetas y puntas Eppendorf

. Tubos Eppendorf de 1,5 ml

10. (4) Tubos de centrifuga de 50 mL de alta calidad de plastico (o botellas de vidrio)
11. (2) Botellas de plastico Squeeze (para etanol al 70% y agua)
12. Abrebotellas para destapar los productos quimicos

O©CONOOOOTA~NWN =

NOTA: El 4cido trifluoroacético es muy corrosivo; el acetonitrilo es altamente
inflamable

Preparacion Solvente Organico
Debe prepararse en la cabina de bioseguridad y utilizar guantes de seguridad quimica y se

utiliza para reconstituir el Standard Bacteriano (BTS) y HCCA (matrix); muy importante que
este solvente sea preparado con mucho cuidado y con una medida exacta;!!!!

Almacenar a temperatura ambiente; DEBE mantenerse con la tapa bien asegurada ya que
el disolvente orgéanico como el acetonitrilo es altamente volatil y la evaporacion afecta
negativamente la concentracion del solvente; siempre afadir agua Al tubo primero y luego
afnadir el Acido trifluoroacético y el acetonitrilo.




Para preparar una solucion de 1 ml en un tubo Eppendorf de 1.5 ml:
475 ul agua grado HPLC + 25 ul de acido trifluoroacético (TFA) al 100% + 500 ul de
Acetonitrilo (AN)al 100% = 1 ml Solvente organico

Solucion de acido férmico de exiraccion

El proceso de extracciéon de acido férmico se utiliza para romper las paredes celulares
gruesas para que las proteinas puedan ser liberadas, proceso necesario para la
generacién de espectros. Por favor, consultar el procedimiento de "Extraccion con Acido
férmico” para obtener informacion mas detallada.

Cuatro diferentes soluciones /disolventes deben prepararse:

1) Acido férmico al 70%: preparar en cabina de seguridad y utilizar guantes de seguridad
guimica, consultar las condiciones de almacenamiento del fabricante, agregar primero el
agua al contenedor y a continuacion, el acido férmico.

300 ul agua grado HPLC + 700 ul de acido formico al 100% = 1 ml acido férmico al 70%

2) El acetonitrilo al 100%: preparar en cabina de seguridad y utilizar guantes de seguridad
quimica, colocar aproximadamente 5 ml de acetonitrilo al 100% en un contenedor seguro,
consultar las condiciones para su almacenamiento segun el fabricante y mantener la tapa
bien ajustada para evitar la evaporacion, en ningin caso utilice el envase primario (botella
original) para preparar las muestras.

3) Etanol al 100%: colocar aproximadamente 50 ml de etanol al 100% en un vial de
plastico de alta calidad o botella de vidrio; almacenar a temperatura ambiente y en ningin
caso utilizar el envase original para preparar las muestras.

4) Agua ultrapura Grado HPLC: Colocar aproximadamente 50 ml de agua grado HPLC en
un vial de plastico de alta calidad o botella de vidrio, almacenar a temperatura ambiente,
debe reemplazarse de inmediato si tiene apariencia turbia.

Limpieza placa de acero )
Una vez la placa de acero este completa, se necesita limpiarse con etanol al 70% y Acido
trifluoroacético 80%. Por favor, consulte la seccion "Limpieza de la placa de acero pulido”

para obtener informacion mas detallada.

Para preparar 100 ml de la solucion de etanol al 70%: Utilizar una botella de plastico y
almacenar a temperatura ambiente.

30 ml agua filtrada/purificada + 70 ml de etanol al 100% = 100 ml de etanol al 70%



Para preparar 1 ml de acido trifluoroacético al 80%; preparar en cabina de seguridad
biolégica utilizando guantes de proteccién quimica y tubos Eppendorf de 1.5 ml.

Un volumen mas grande puede ser preparado, sin embargo debe ser almacenado en una
botella de vidrio de color marron.

200 ul de agua filtrada/ purificada grado HPLC / MS + 800 ul de &cido trifluoroacético al
100%= 1 ml de TFA al 80%.
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Guz’a(D’é Referencia RAPIDA HCCA (Matrix)



GUIA DE REFERENCIA RAPIDA HCCA (Matrix)

Nota: Este documento fue creado como una guia de ayuda rapida.
Numero del producto 255344: 10 tubos por caja; Aprox. 250 tests por tubo

Al momento de recibir el producto almacenar a 0 °C o menos.

Reconstitucion y almacenamiento (para una placa Maldi Biotyper MSP 96 posiciones o una
placa de acero pulido):

1. Anadir 250 ul del solvente organico

2. Llevar a vortex por 1 minuto

3. Marque con la fecha de preparacion

4. Una vez reconstituido, conservar en la oscuridad a temperatura ambiente hasta por tres
semanas.

5. Llevar a vortex antes de cada uso, compruebe si hay formacion de cristales en el fondo del tubo.
6. Si se forman cristales, anadir 30 ul de acetonitrilo y mezclar para disolverlos pero si permanecen

preparar un nuevo tubo matrix.
7. Otra opcion es colocar el HCCA por 2 minutos a 13000 rpm y usar el sobrenadante.

. Preparacion de la muestra:

1. Utilice un frotis directo de la muestra o el producto de la extraccion con acido férmico para

inocular una posicion en la placa.

2. Dejar secar a temperatura ambiente

3. Agregar encima de la muestra 1ul de HCCA

4. Dejar secar a temperatura ambiente

. 5. Realizar las mediciones en el MALDI-TOF Biotyper.

Nota: .
Debe trabajarse rapidamente con este reactivo debido a la evaporacion.



Anexo 5

Mapa de La Placa De Acero Para El MALDI-
TOF MS.
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Anexo 6

Formato De Resultados
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Anexo 7/

Test bacteriano estdndar (BTS) guia de
referencia rapida



TEST BACTERIANO STANDARD (BTS) GUIA DE REFERENCIA RAPIDA
Nota: Este documento fue creado como una guia de referencia rapida.

Nuamero de producto 255343: 5 tubos por caja; 40 tests por tubo
Tan pronto se reciba el producto almacenar a -18 °C o menos.

Reconstitucion y almacenamiento:

1. Ahadir 50 pL de Solvente orgdnico

2. Disolver suavemente pipeteando hacia arriba y hacia abajo 20 veces, evitando
la formacién de burbujas.

3. Dejar reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos

4. Repetir el pipeteo, 20 veces.

5. Centrifugar por 2 minutos a 13000 rpm.

6. Alicuotar 5pL en tubos de microcentrifuga Eppendorf y almacenar a -18 °C por
5 a 6 meses; no volver a congelar una vez descongelado y marcar con la fecha de

preparacion y las iniciales del Bacteridlogo.

Preparacion de la muestra:

1. Colocar 1uL de BTS en las dos primeras posiciones de la placa Maldi Biotyper
2. Dejar secar a temperatura ambiente.

3. Inmediatamente, superponer 1puL de HCCA.

4, Dejar secar a temperature ambiente.

5. Realizar las mediciones en el MALDI Biotyper.



Notas:
1. El vial debe usarse rapidamente cuando se destape, debido a la evaporacién.!!!

2. SI LA CALIBRACION esta fuera de rango, descongele una alicuota nueva y repita

el proceso.
3. SI LA CALIBRACION continua fuera de rango, reconstituya un nuevo BTS y repita

el proceso.
4. S| LA CALIBRACION continua fuera de rango, prepare un nuevo solvente

orgdnico y un BTS fresco.



Anexo 8

Libreria MALDI-TOF MS



Libreria MALDI-TOF MS

The accompanied setup 'eldiBiotyperDEResTore_Standard. exe” restores the
VALDD EicTyper Gatabese to the initial state comeiming the stancanc Wsps

Tister beiow.

attention: This setup shouic be applisd ieseciately after che da‘amv
1GALDI BioTyper server installation. The default set of 50 1Ps 3
by the standard set A1 other datz ir. the gatabase {projec
results, metnods) are raset e The initial state Eer the £

instailation.

In order To update & runming syster, the appropriate update

requirec insteacd of this restere se Tap.

List of the 3999 standard Msps contain2d n DE version .1.2:

Abiorrophie defactive 42_A241 iHH

Abiotrophiz defactive Dv- 9""9; psY

Abrotrophie defective SROD: IRS

Acetobacter aceti BZIZ UFL

acetobacter aceti B2L3 UFL

Acetobacter pasteurianus B20E UFL

scetobacter pasteurianus B21% UFL

Acetobacter pasteurianus B220 UFL

‘Acetobacter pastauriamus BS4E UFL

Acetcbacter pasteurianus ssp pastedrianus 8210 UFL
Acetobacrar pasteurianus ssp pesteurianus B2 UL
achoieplasnz laidiawii FLK

Achromobacter denitrificans psv 11850 DS

Achromobacrer denjtriticans OSK 300287 bSY

Achromobacter genitriticans DS 4617 oS

Achromshacter insolitus (MG 60027 Hav

Achromabacter piechaudii D3 103427 D¢

achromobacter piechaudii D3 11366 DS

Achromobacter ruhlandii psv €537 D

achromsbacter sp DSV 30126 DI

Achromobacter sp{3] ALD0BE30_Br14Q41 UKH

Achromobacter spamus 075 W0k KFI

Athromobacter spanius LKG 58L1T HAM

Achromobacter xylosoxidans 30 FIv

achromobacter xylosoxigans MU_15202_1 CHE

Achromobacter xvlosoxidans ssp xylosoxidans DSV 11851 D3
Achromobacter xylosoxidans ssp xylosexidans DS 24027 DS
Achromobacter xylosoxidans ssp Xylosoxivans D 636t DS
acidaminococcus Terrentans DS+ 207217

Acidaminococc 7136 N3
Acidaminecoccus intestini DS 215057 DS\
Acidiphiliue acidophilus 8349 LFL
Acrdovoray avenas ssp avenae DSV 727
Acidovorax avenae ssp citrulli Lie §
Acidovoray defluvi® DS 126447 Ha
voray delafieldi] DS 647 Hav
acidovoray facilis 853t wrL

Aridovarax .a:ﬂis D3F 8487 Ha¥
Acidovorsx T DS TABLT Hav
ATI00 O TUE
-zfia‘cm an ’ce,'ﬁ:)erant b 72707 Ham

ACinetobacter
’y etobacter i
Azinetobacter b
Acinetobacter baumansii 05 300077 Wa
ATinetobacter baumannii 0S¥ 30008 DK
Acinetobacter baumannii DS 20011 DS
acinetobacrer baumannii LKG 994 Haw
Acinetcbacter baylyi DS 14955 DS
ATinetobacter baylyi D¢ 149617 DSk
Acinetcbacter baylvi DS 14962 D
acinetobacter bouvetii D3 149647 D¢
AZinetobacter calcoaceticus 28 PIN
Azinetobacter celcoaceticns B3BE UFL
Acinetcbacter calcoacericus COM 4505 CCK
acinetobacrer calcoaceticus CCK 4§53 CCk
Acinetohacter calcoaceticus DSF 1139 D
rinetobacter calcoaceticus DS 300067 HAM
Acinetobacter genomospecies 11 D3¢ 590 D&
Acinetobacter fenoros _3 serovar 1 USW 0‘3‘ Dg
ATinetobacter Qznomosp 3 serovar 13 D3k 831z D%
Azinetobacter gnnomspeaes_: Serovar 14 DSV 9313 DIk
Acinetchacter o Serovar 15 DSK 9314 DS
Acinetobacter Serovar 15 D3k 9341 DS«
Acinetobacter © 3 Serovar 2 DSV 9305 DS
Acinetobacter ganorospecies 3 Serovar 20 D3k 9317 par
Acinetocbacter genomospecies_3 Serovar 21 DS 9347 DIk
Acinetgbacter nenoeccpecmas 3 Serovar 22 DSH 931¢ DSk

4

ACInetObacter genorospeci serovar i
4cinevobacter QenomOSpeCies rovar 24
Acinetobacter gendmtspelies rovar 2%
Atinetobacter genorospeci serovar 26
i enomospecies rovar ¥
genonpspesies rovar £
genorospeci serovar ©
oer'-mwe’w' Serovar § D
A.vmc.,a,:c Qenorospecies_3 serovar 13 ¢ 9308 DI

Azinetabarter gerneri DI 149677 HaM
ACinetobacter naerw’ly'lcu‘ o5 89627 DS
Acinstobacter haemolyiicus LMG 1033 Haw
‘acinstobatrer johnsonii 1003666¢ 102 sk
Azinetobactar mhnam. 2.1 Tup
Acinetosacter johrsonii 31 Piv
ACinstopacter wl:‘som‘ DS 69637 DA
iAcinetobacter johnsonii DY 69637 HAY
acinetobacter junii DSV ‘4%6 Hae
Acinstobacter jurii DSt 1532 oS

iAzinetobacter wrh D5 69647 HAY
acinetobacter uoit
iAcinetobacter

113 PO
Z_Ring240 KHK

Acinztobaczer Jwffii 5 P

‘AZinetobace

iacinet Oﬂr.CL

woffii BLOL UFL
Inoffii BL3E UL

ACinetobacter woffii D 24037 DaK
acinetobacter woffii LE_101249_0¢ ERL
r.'1n='aba"er paryus DSV 166177 kA

obacTer radioresistens B8 UFL
‘ACinztobacter radioresistens DSV €976T Ha
ACinatobacter ragioresistens (MG 1061 Haw

Acinetobacter schindleri D& 160387 Dsv
‘Atinetobactzr sp DSV 11047 03K
‘ATinatobacter sp DK 11652 DS
Acinetobacter sp 03+ 30008 o'
cinetobactar sp DSk 46617 D3t

ACinetobacter tangoii DIV 148707 Hax
Acinetobacter tiernbergize DS 14050

oSy

Acinetobaczer Tiernbergiae DS 149717 Haw
AcinetobacTer Tomneri DSY 149627 pAV

‘ACinetobacter Towneri DS 14968 Ds¢
AZinsTobacTer ursingii DSK 160377 Haw
actinobacillus deiphinical: 0st 1137
Actinobacilivs enusli ssp equuli D
:Actinobacillus lignieresii osv 197

D

iAcTinobacilus pleuropneusoniae 251 LAL
Af:lnob cilius p‘iﬂuropnnumma: DR 134727 O

cTinobaciiius rossit
,A:tmoha 11ius suis osv 18

crinobacilius ureae D3V 55667 DK
AAcTinobacuiue schaalid DS 155417 DSw
Acrinobacviur schaalil RV_BAL_U32000_F LBL
AcTinObasuitn Suis DSV 206397 DS
actinobaculur urinale psv 158057 o

Jno.o-aﬂ.; tibanetyce B2¢6 UFL

ACTINOBYS
Act'inom"n'

cTinamyces
Arrmom'fﬂc
IACTinDRyCRs
crinomyces
iATTinomyces
ACTinoRyces
Acﬁnamy\.e\
ACTinom, nces
‘ATTinomyces
ACTINORYCES
ACTinomyces
wtmorzym

cTinamyces
A"'f1n0r|\'ce<
iactinomyces
‘ACTinomyvces
AcTinomyces
ACTiRORYCeS
‘Actinomyces
Actinamyces
#CTinomyces
(ACTinokyCes

«

 catuli Do 1

;am< 051- 15536| g
:armrrerms pa *5803' Dsw

Coleocanis DS 154367 DSV
gentalis DS¥ 181157 D
danticolens DR 206717
egropasus 0 11076 DSk
eyropasus D3¢ 11077 DS
auropaeus DSV 11078 D
funkel DS 155377 DS
gerencseriae DS 68447 D
u. aevenitzii DS 155407 Ds&
fordeovulneris D% 207327 DS
hvovaginalis o3 10005'( D
15raslii DS 43011 D&
israelii DSV 433207 DS
israelii psv 43323 DS
marimanmal ux D 153537 DS
meyeri D& 207337 DS

mayeri 183 kS 5 IRS
naeslundii D 17233 DS

naeslundii D 430137 D
nasicolz 0S¥ 191167 DI
neuii 50_90 IBS

neuil ssp anitratus DS 85777 DS



TINOMyCes
Actinomvees
Actinomyces
ACTinomyces
AcTInomyces
ACTinOmyCes

ACTinomyces
ACTInomyces
A'::.norry.e.»

cTinomyces
A-‘wron"a<
inoryces
AZTinomyces
R’t1n0nyc°5
adlercreutzie
Aerococcus
Aerocorus
AerCoccus
Aerococcus
Aerococcus
Aerococcus
A8rDCOCTUS
Aerocaccus
Asrococcus
Aerococcus
Aerococcus
ABrocoTcus
Aerococcus
ASIOCOCCUS
Aerococcus
ASrococcus
Aerococcus
Aeromonas b
Aeromenas b
Asromonas <
ASrOmoONas
ASIOmONas ¢
Aeromonas e
Aeromonas ¢
Ageromonas e
Agromonas e
Aeromonas e
Aeromenas e
ABromonas e
Aeromanas h:
Aeromonas hy

NeUYT SSP NeUTT USW Eu/bi UM
odontolyticus & PIx
odontolyticus DSW 191207 pov
odortoiyTicus DSV 4332
radicidentis DS 15
radingae DS¥ 91697 Dav.
sp 64892 IBS
sp VA 01432 2 08 £Re
suimastitidis D:ﬁ 155387 D3¢
Turicensis 2334€_1z HDZ
Turicensis D5W 915KT DsH
urogenitalic oS 154347 psw
vaccimaxiilas DIv 158047 pav
viscasus DSM 433277 DS
eguolifatiens DSk 184507 DI
chf1sLen>eni3 bs 158197 DSk
sanguinicola 995100567 LBK
sanguinicola DR 156337 DSk
sanguinicole UR_OL08ZE_ 08 £RL
urmae 042£_0481_FZB IBS
urinae 3_Typ528 MHAH
urinae 81 PIM
urinae 982000245 LB
urinae DSM, 74467 D&
urinas IBS_MS_14 IBS
urinashominis DS 156347 DsM
viridans cor 1811 cov
wiridans Cov 18147 Qv
viridans com 1915 cor
viridans Co¥ 2438 Qv
yviridans DSK 20311 D5k
viridans 0S¥ 203407 OsK
estiarun CECT 42277
estiarun DSK 139567 Haw
aviae §0 PIN
aviae CECT SSST iy
aviae DSM 73237 Haw
nmﬂnccm~zuz
ncheieiz DSK 115777 w
nteropelogene: 0
niteropelogenes b
nteropelogenss DK
aucrenophila CECT 13247 st
aucrenophilz DSW
ydrophila CECT
ydrophila ssp anaerogenes DS 30LEBT HAX

asromonas hydrophile ssp hydrophilz DSv 301877 0w
Aeromonas hydrophils ssp ramae LKG 197077 HAK
aeromonas jchthiosmiz Da¥ 63937 Haw

Aeromonas jandael CECT .218’ D

Aeromonas
Aeromonas

Aeromonas medis DSV 485

Aeromonas
A2romonas I

jandaed DS
nediz CECT 4

ediz ST_00G55_09 ERL
edia ST_02485_0% ERL

Asromonas olluscorun 8487 DSK

Asromonas
Asromonas
‘AT OmONES
seromonas s
Aeromonas s
Aeromonas s
Aeromonas s
-ABrOmONaES S
Agromenas s
Asromonas s
Aeromonias s
Agromonas s
ARTOTONES 5

Aeromonas

AEromonas v
Aeromonas ¥
ALromonas i
ASromonas \f
Asromonzas
Agromonzs v
Aeromonas v

orun DSF 170907 Hak
LMG 175417 Haw

pUNCTaTa 5Sp Caviae LMG 3775 Haw

almonicida ssp masoucida LKG 37827 HAW
salmonicida ssp pectinoiyt
almonicide ssp salmonicida {Cv 1307 CCH
almonicida ssp salmomicide CECT 8947 DS
almonicids ssp salmonicide LMG 37807 Rax
chubertii CECT 42407 o

chubertii DS 48827 Haw

imiae DSK 165597 Haw

obria CECT 42457 DsK

obriz LKG 37837 HAK

p[2] va_12051_02 ERL

eronii 0807M030438 1es
eronii CECT 41997 DSk
eronii CECT 42577 DS
eronii CECT 57617 D¢

veronii DSW 115757 Hak

eronii DSk 1767€ HAM
eronii DS 73867 HAK

Aggregatibacter actinomycetemcomitans CCK 46887 CCM

Agaregatiba
Aggragariba

Aggregatibacter

Agaregatiba
Agoregatiba:

cter act1nonvc=tencov1tans Co¥ 6053 Cam

crer actlnorV<Atewcon1;an: o 11i22 DSM
cetemconitans Ok 11123 pse
crer act1norycatercon Tans DS 83247 DSN
cter aphrophilus 100408 01 KCU

Agg!eaax1bacter aphxoph»1us 10040202 reu

ca DSk 126087 Hak

AU UJ&&LEY I Lume, al{eild Lls{ Urp
Agrobacteriur tumefaciens ELTS UFL

gﬂobaczer1um Tumefaciens B336 UFL
Auroba:terwuu Tumeraciens DSK 30L4TT HAW
Aq.o*u'cu< jenensis DS DSROT DSV
£Qrococcus jenensis DI PHYE DEK

Agromyces bFA'clwun HEZ 303 DS¥, 145967 HIO
Agromyces cerinus ssp cerinus kI 11525 D:N
Agromyces. cerinus ssp mitracus
Agromyces
AQromyces
AQTOmyCes humatus HIZ H

Agromyces jralicus HKZ 325_DS¥ 163687 HID
Agromyces lapidis HiZ 324 MO
Aoronyce< mediojanus DK 201327 DSK
s medicjanus KT 108_DSK 201527 HK3
mediojanus HKZ 305 HI

qaromvce< neotithicus HKZ 321 HIO

Agromyces rhizospherae HKI 302_DSK 145977 HKD
AQromyces SalenTinus HKI 320_DR 161887 HKD
Agromyces subbericus HKI 340_DI 166897 HKI
Alcaligenss faecalis DSk 13644 D&M

Altaligenss Tascalis ssp Taecalis 05Z_NF24 KNFI
Alcaligenes fascalis ssp Taecalis Dav 2976 o=
Alcaligenes rae:a]is ssp Taecalis DSv 300307 Dsw
Alcaligenes faecalis ssp faecalis 0S¥ ’00;0’ H—d-
icaligenes Taecalis ssp Taecalis Dsv 3
2icaligenes Taecalis ssp Taecalis pse
lcaligenes Taecalis ssp
#lcaligenes faecalis ssp
n1¥al1uan=< faecalis ssp
ns\an 2n2s sp 091029 _¢

Tiivibric fischeri pse 2168 Dsv
her{ Dsv 507T D3k

ari DS 7151 D&k
Alishewanz]lz Fetalis DS 160327 Haw
Alistipes finegoidii DSV 172427 DS¥
21istipes ongerdonkii 16 RLT
214stipes onderconkii DSk 19
Alistipes shahii Dsw 191217 pa
Aikaiiha-‘Wlu'

T HI
_os% 85967 HiCD

(.

Amyca1utoo<1< Lentu*rve.
Amycolatopsis Texingtonensis
Arv J1aton:1' |u'1ac DS 43134

Anae”oru cus 5

Ahesrococcus .a.tol\r1cu~ D<h 74567 DSK
Arasrococcus murdochil DSM 214627 DS
An@erotoccus ostavius D 100’£ DSk
Anaerococcus octavius DSK L Dsw
Ara9"0c0’ 15 prevotii Dav

AfAerococcus prevotiti DR
Anaerococcus 5p 58 RLT
ARaenocotus sp HU4 0241
AGEIrOCoCCUs sp HUs
-Anaerpcoccus tetradius
angerpcoccus tetradius
Anzerococcus vaginalic OSW T457T
sneurinibaciTius aneurinilytic
Areurinibacilius migulanus’ DS¥
Aguincels terviaricarbonis CIp

quwnLo1n tertiaricarbonis L108 PAH
Aanqfo.; tertiaricarbonis L107 PAH
Arcanobacteriun bernardiae DS 9151 DS
Arcanobacteriur bernardiae D% 91527 Dpsv
Arcanobacteriur berpardiae psk 9153 oS
Arcanobacteriur bialowiezense DSW 171627 DS
Arcanobacterium bonasi osv 171637 s

Arcanobac enwva%MVwman X_8116_6& IBS
Arcanobacterium haemolyTicun 118 X_G10T3¢_70 IBS
Arcanobacteriun hagmplyticur D 205957 DSK
‘Arcanobacterjur hippocoleae DSk 155397 DSH
:Arcanobacterium phocas DSk 100027 Dt
Arcanebacteriur phocae DM 10003 Dse
Arcanobacrerium phocae DSV 10004 DSK
arcanobacterium pluranimalium DSV 134837 DS
Arcanobacterium pyogenas DS 20594 DI
Arcanobacterium pyogenss DS 206307 DSe
‘Arcobacter butzleri 347_98 MU
‘Arcobacter butzieri 460_95 NwU
Arcobacter butzleri Dsw 7301 DR

Py




Arcobatier Dotzieri DSN E7398T D arthrobacrer tumbas DSW 162067
Arcobacter cibarjus DS 17680T Dsv Arthrobacter uratoxydans DS 2064"1’ Dsw
arthrobacter uratoxydans Dsk 206-5 Dsv

-Arcobacter cryaerophilus CCUG 17807 W
‘Arcobacter crifasrophilus DIV 72607 DSV,
Arcobatter cryaerophilus Y CPE
Arcobacter crvaerophilus V241 CPE
‘ArcobazTer halophilus ba moav 092
Arcoba nitrofigilis psv

Arcobacter skirrom i
Arcobacter sidirrowii D3¢
Aromatoleun alkani HXNL KPE
APORATOI QUL anasrobicus LuUFRes) KPR

Arthrobacter yratoxydans HIG 11487 HIG
arthrobacter ureafaciens D 201767 DSv

Ar lhruracer volurensis O (4057 DSV
Arthrogdernz benharx»a( 2wy

i tetlurie group WKL

Ius brasiliensis ATCC 16204 17422 HED
flavus 1081 paR

s lavus 128 Rv_| 05 L

5 fumga'u i

i
B

027 D

Aromatoleun aromaticur EbNI PR fumgarus
Aromatoleun bremensis PbNL |- pz Aapﬂrm’- -‘urwatu(
‘Aromatoleur buckelii uizo A_;ercﬂ’} 3
Aromatoleun diolicur 22Lin ll.PE iAspergitius

Aspermﬂm fusigarus
Asperm'lun maer 1068 Pr¥
perm‘l lus niger 23 WL
ATCC 15475 K744% HED

‘Aromatoleur evansii K740 MPE
-Aromatoleun pretroleur ToNL MPE
ArOmETO)eur Terpenicu plynl ML
‘AroBaToleus TOIuIyTicus Tol4 MPE 4
Aromatoleun toluolicus T MPE ‘aspergilius ATCC 6275 K744l HED
‘Aromatoleur toluvorans Td2l KPS Aspergilius niger ATCC 6275 v-ERP_CH_O2 HED
+ . niper Isolat RI HED

Arsenophonus nasoniae DS 1524 ‘aspergiiius nig

iArthrooacter ardleyen;is D3V, 17 D= Asperm'l tus terreus 1080 PFR

-Arthrobacter arilaitensis DS 163687 psw Aspergilius terreus 84 WL
Asperoilius versicolor RWOT_01 18 WL

Arthrobacter aurescens D5+ 201167 D&
Arthrobacter aurescens HKI 11z asperailius_th erm=matus[an¢] {Negvsartorye_psautofischesi[teleo)s) RV_04 WL
Arthrobacter bergerei D 1635677 D Atopobiur minutuE 12 RLT

-Arthrobacter castelli DS 164027 D -ATOPObIUE KINUTUE DSV 205“57 05t

-Arthrobacter chlorophenolicus DR 728297 D3¢ ATopobiur parviium DSV 2m69‘ D3x

Arthrobacter citreus b3k 201337 DS ‘ATopobiuz rimae BE_3D2¢.23 HLB

-Arthrobacter citreus INET 106807 HID ‘Atopobiur vaginae VA_14183_00 1
-Arthrobacter creatinolyzicus 0807KOS028707 165 Aureobasidiug pulivians §175042_ b S'

Arthrobacter creatinolyTicus DSv 158817 b ‘Aureobasidiur pullvians MY_RVE_200% ERL

‘Arthrobacter ‘.rystahopmetﬁ DS 201177 DSk Aureobasidiue pulivians Ry_DX

arthrobacter Cnxrzmnsn 106 PIK avibacterier ayion DSV 184 7T DS
avibacteriun endocarditidic DSV 12247 05

Arthrobacter cummingii 7253060 SLT 1 ;
rthrobacter cumminsii €2 MO ‘Avibacterjur gallinarus OS¢ 174817 D&

‘arthropacter cumni 104931 D &vibacteriun \'olammn DSV 183787 D
Arthrobacter cumminsii DS« 10494 D iAZOArCUS CORRUNTS Swubl MPE

‘arthrobacter uandn\'enns DS 15 Azoarcus indigens VE3Z HPE
Arthrobacter ‘AZ0arcus Sp BRI MPE

‘Arthrobacter :Azohydromonas Tats DSw 11227 DSk
Artnrobacter histidinplovorans D ’0'1>x DS Bacillus acidicola DSV 147457 D™
‘Arthrobacter ilicis Dav 201387 D! Baciljus agaratdhaerens DS¥ 87217 DS
Arthropacter kerguelensis D4 157 st Bacilius alibai 1000187 CIP
Arthrobaster Koreensis DS 167507 DSH pacilius alcalophilus BEEE UFL
:Arthrobacter lursoius DS 130577 DS Bacillus alcalophijus DSV 4857 Dsv

Arthrosacter monumenti DS¥ 164057 DSt 6acillus algrcolz CIP 1078507 CIF
‘Arthrobacter mysorens DS 127087 D3¢ bacillus alveayuensis CIF 1087817 CIP
;arthrobacter naslpho\ae Dsv 13S88T DSV Bacillus amyloliguefaciens CIp 1032657 CIF
3guimaris DS 162057 DSW
2 T

Arthrabacter nicotianae IMET 103537 HIO baciilus
Arthrobacter nicotinoverans DS 4207 DSk Bacillus arsenicus 4
Arthrobacter oxydans O3 201197 D&% Bacillus arsanicus o 15
:arthrobacter oxydans IMET 106847 HK) Bacillus asahii CIF 1086387
arthrobacter parieris 16-!05‘ DS atrophaeus D¢ 227
-Arthrobacter pascens DSK 205457 D¢ atrophaeus D5
‘Arthrobacter pigmemi Os% 1r~0*' D3k, atrophasas DSV
4rthrobacter polychrorogenss B253 UFL : atrophaess DSl
:Arthrobacter pa]yfrf'orwaﬁnes D¢ 201367 D¢ azotoformans ps¥
‘Arthrobacter poiychromogenss IMET 110717 i badius Dsv 237
-Arthrobacter pvotonham ae DS¥ 201887 D i11us barparicus DSF 147307 DSv
Arthrobacter psychr -1arm hilus DS 156127 DSM Baciilus bataviensis Dsv 156017 DSK
-Arthrobacter psychrophenolicus bsw 154547 DS 63:1 1lus benzoevorans Ds¥ 539
‘Arthrobacter pyridinelis 836¢ UFL acillus carboniphilus DS 176137 pav
Arthrobacter ramosus IMET 10685T HKO 5 ceiulosilyticus D 25227 DS
‘Arthrobacter rossus DSV 1450 cereus 4080 LBK

Artirobacter russicus DSt 142557 DS cereus 994000165 LBK
Arthrobacter scleror H

Arthrabacter sp AP_i2

Arthrobacter sp P1 B386 UFL

Archrobacter s\ackebram'n DS 160057 DSV
Arthrobacter ivorans 09 140027
-Arthrobacter
iarthrobacter 01677 b
-Arthrobacter ce\u DSY 154077 DS
Arthropacter tumbae DSk 164067 D

chagannorensis CIf 1087127 CIp
¢ibt DSV 161897 D=

reulans €S 220_1& BRB
rc;.ﬂan‘ ps¥ 117 [

cohnii D¢ 63(-?7 oS

Arthrobacter uratoxydans DS# 206477 DS : g
‘arthrobacrer uratoxydans DS 2064E DS aecalorationis DS 145907 s

drentensis OS¢ 156007 DSW
endophyTicus DSV ‘:«9m DSk
03K 160137 D3
Bacillus Tastidiosus D 21 T [a=s

Arthrobacter urarox,/dnn; HKZ 11492 HK
‘Arthrobacter wr2afaciens D 201267 DS
Arthrobacter woluwensis DSV 104957 pav
‘Arthrodersz benhamiae 24w
arxiozyma telluris group weL




DaL )| IU> Ve IDIMY) LD UDM Livdl) uoe

Tal ! i jus> l_l‘ Wid> LOm Lt wom
gacillus flexus DSw 13207 Dsw Bacillus vedderi DSW 97687 DSY
gaciilus forgii DSW 160147 DSV Bacillus vietnamensis 0S¥ 188387 DS«

Bacillus vireti DS 156027 DS

Bacillus waloensis psv 25217 DsW

Baciilus weihenstephanensis DS 11821T DSV
Bacteroides caccae 102 FIK
Bacteroites caccae DS® 190247 DSM
Bacrercides coagulans DSM 207057 Dsw
Bacteroides °gnJ'th1 DSK. 206977 DS

sacillus Yortis ps# 160127 D5
Funiculus DSM 151417 DSK
4 »

23

cibsonid [N- §7227
&1map=luﬂ DS 87
zloourans L‘s-‘ 69 T Dsm

167317 Do« Bacteraides .1n=u:,|d1v DSK 175657 DS
sacteroide cch 4508 cu;
acteroide , 4509 CCr
‘Bacteroides 1:- 2L5:T psw
=.1-|Do-=ns15 DSK 162067 DSW sacteroides DSK G66% DSK
pacilius 1094927 CIF Bacteroides HUZ2EE38_2 PIU
sacilius .ndwcm cs:~ 158207 psw sacteroidas :
#B ‘1000 03 TH'

Bacterojdeas

bBacteroides framhs PNU BF_6712 PNU

Bacteroides fragiits PNU Ri9811 PNU

Bacteroi gallinarur D3V 18171T DS+

.Bacteroides inmtestinzlis DSV 173837 DsW

Bacteroides mtesrmahf Sw20 PNU

Bacrercides massiliensis DSV 176797 Ds¥

Bactercides nar d1. 49151_2 PNU

‘Bacteroides nor DSt 187647 D3

Bacteroides avam,‘ 83_2 PNU

‘Bacteroides ovatus 1 PNU

Bacteroides ovatus 53152 PNU

E.acﬂlus mannanilyticus DsK 161307 D& Bacteroides ovatus DSF 18967 DS

Bacillus marisflavi DSK 162047 DSW Bacteroides ovatus HU3683E_1 PNU

Bacilius magaterium DS 3’1 DSi Bacteroides ovatus IBS_J4S_21 IBS

8atillus mojavensis DS 9205T Dsw Bacreroides salversiae Dsw 187
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