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I. INTRODUCCION

I.1 La espectrometria de masas MALDI-TOF MS

La espectrometria de masas es una técnica de determinacion estructural que
permite estudiar la distribucion de moléculas de una sustancia en funcion de su masa.
Esta tecnologia se introdujo en el ambito del analisis de las biomoléculas al final de la
década de los afios 70 del siglo pasado con la aparicion de diversas técnicas de ionizacién
suave, como la desorcion de campo eléctrico, la desorcién por plasma y la ionizacion con
atomos rapidos. Estas técnicas permitian la ionizacion de moléculas termolabiles de gran
tamafio, como los péptidos y las proteinas, sin producir la extensiva degradacién
caracteristica de las denominadas técnicas de ionizacion dura. Posteriormente, a finales
de los afios 80, los grupos de Karas y Hillenkamp y Koichi Tanaka desarrollaron, entre
otros métodos de ionizacién suave, la desorcién por laser asistida por matriz (MALDI)
que presenta como principal diferencia frente al resto de técnicas que utiliza una matriz
quimica para la deposicion de la muestra. Este método se constituyé como uno de los
pilares basicos de la espectrometria de masas en la protedmica contemporanea (1).

El desarrollo de analizadores de masa de elevada resolucion y velocidad de
andlisis ha ido marcando y ampliando los limites con los que se ha podido abordar el
estudio del proteoma por espectrometria de masas en los Ultimos afios. En este contexto,
el analizar de tiempo de vuelo (TOF) se basa en el hecho de que los iones acelerados por
un campo eléctrico adquieren distintas velocidades segun su relacion masa/carga (m/z) y
por tanto tardan distinto tiempo en recorrer una determinada distancia. La medicion del
tiempo de vuelo permite determinar de forma precisa la masa de cada uno de estos iones,
generando asi un espectro de masas de las especies i0nicas presentes en la muestra,
expresadas en funcion de su m/z y la abundancia relativa (intensidad) de cada una en la
muestra.

De ahi surgio el nombre de MALDI-TOF, que obedece a las siglas Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight o ionizacion-desorcion asistida por
matriz con tiempo de vuelo. Una de las principales ventajas con respecto a otro tipo de
espectrometros es que éste va a permitir que se produzcan muchas menos
fragmentaciones en la muestra y que la interpretacion del espectro generado sea mas
sencilla. Cuanto mas grande es la molécula que se quiere analizar, mas complejo es el
proceso de analisis cuando ésta se fragmenta en multiples iones. Sin embargo, si la
molécula permanece practicamente intacta, se generard un espectro con un nudmero
minimo de especies ionicas, que serd mucho mas sencillo de analizar (2).



I.1.1 Componentes y funcionamiento de la espectrometria de masas MALDI-
TOF MS

El espectrometro de masas MALDI-TOF MS estd compuesto por: una fuente de
ionizacion, un analizador y un detector. EI primer paso del proceso consiste en la co-
cristalizacion de la muestra con la matriz organica que permite la produccion de iones
intactos en fase gaseosa de biomoléculas de gran tamafio, no volatiles y termolabiles,
como las proteinas. Para ello, se deposita la muestra en uno de los pocillos de la tarjeta
de acero MALDI-TOF MS v, sin necesidad de esperar a que se seque, adicionar un
pequefio volumen de matriz, generalmente de acido a-ciano-3,4-hidroxicinamico
(HCCA).

Una vez cristalizado se introduce en una camara de alto vacio donde es irradiado
por un laser de nitrégeno con una longitud de onda de 337 nm. La interaccion entre los
fotones del l&ser y la muestra provoca que la matriz sublime a estado gaseoso, arrastrando
consigo a la muestra y produciéndose inmediatamente la ionizacion.

COMPONENTE ETAPA

T Resultado (Espectro)

Detector y 4 T Deteccion

o
l“--.._______..--"' '
00, 0
© "o
OO0 Separacion;
Tubo de vuelo q:PO Analizador TOF

Luz ldser Aceleracion

Desorcidn/ionizacion
por laser asistida en
matriz (MALDI)

Muestra cocristalizada
con matriz

Figura I-1. Esquema de funcionamiento de un equipo de espectrometria de masas MALDI-TOF.



La siguiente fase tras el proceso de ionizacion es el paso de la muestra por el
analizador, el cual genera un potente campo magnético que atrae las particulas cargadas
hacia el detector donde se registra el tiempo que tarda un grupo de iones en atravesar este
campo, de forma que va a transformar la sefial de la corriente de iones en una relacion de
masas cuya intensidad sera la abundancia relativa (2).

Como se ha comentado previamente, una de las principales ventajas de esta
tecnologia es el analisis de macromoléculas con una fragmentacion minima. Esta
caracteristica la convierte en una técnica muy versatil para los laboratorios de
Microbiologia Clinica.

1.2 Integracion de la tecnologia MALDI-TOF MS en el laboratorio de
Microbiologia Clinica

La tecnologia MALDI-TOF MS surgi6 hace casi dos décadas como una técnica
para la identificacion rapida y se ha consolidado como un instrumento fundamental para
los laboratorios de Microbiologia Clinica. Con el uso de esta tecnologia se pueden
detectar proteinas que van de 2 a 20 kDa, o incluso mayores cuando se aplican matrices
especificas. Las proteinas ribosomicas se pueden encontrar dentro de este rango y es sobre
ellas en las que se basa la identificacion por MALDI-TOF MS (3).

Los perfiles de estas proteinas ribosémicas generados se comparan con los perfiles
proteicos almacenados para cada microorganismo en las bases de datos del equipo que
contienen la gran mayoria de las especies con importancia clinica en los procesos
infecciosos.

Las principales ventajas que han permitido la integracién de esta tecnologia en los
laboratorios de Microbiologia Clinica son su alto rendimiento, el bajo coste de reactivos
y su facilidad de uso. La relevancia de la identificacion por MALDI-TOF MS reside en
su rapidez para la emision de resultados, la posibilidad de partir de una pequefia cantidad
de muestra y su precision para identificar microorganismos, incluso aquellos que resulta
dificil realizarlo por métodos convencionales (2).

1.3 Aplicaciones de la tecnologia MALDI-TOF MS en la identificacion de
microorganismos a partir de colonias aisladas

En Microbiologia Clinica, la identificacion de microorganismos en muestras de
pacientes de una manera rapida, fiable y rentable puede ser crucial para iniciar el
tratamiento adecuado, asi como para definir los riesgos asociados que impactan en el
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paciente y, potencialmente, a otros pacientes y personal sanitario que esta en contacto con
la fuente (4).

La espectrometria de masas MALDI-TOF MS ofrece la posibilidad de obtener la
identificacion microbiana en cuestién de minutos a partir de los aislamientos cultivados,
en lugar de retrasarse horas o dias que habitualmente se requieren para las
caracterizaciones fenotipicas y genotipicas tradicionales.

1.3.1 Identificacion bacterias y levaduras mediante MALDI-TOF MS a partir
de colonias aisladas

Las Enterobacterias son uno de los grupos de microorganismos que mas
frecuentemente se aislan en los laboratorios de Microbiologia Clinica, pudiendo causar
una gran variedad de infecciones tanto a nivel comunitario como a nivel nosocomial. Su
identificacion mediante métodos fenotipicos supone una importante carga de trabajo para
los laboratorios, por lo que la identificacion rapida, fiable y coste-eficaz que proporciona
la tecnologia MALDI-TOF MS ha permitido su sencilla integracion en las rutinas de
trabajo.

Se ha demostrado ampliamente que préacticamente todas las especies con
importancia clinica de este grupo se identifican con una alta precision mediante esta
técnica (5). Solo presenta algunas limitaciones, como la identificacion errénea de Shigella
spp. como Escherichia coli y la discriminacion limitada para las especies de Citrobacter
freundii, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca y Salmonella
entérica.

Algo similar ocurre con los bacilos Gram-negativos no fermentadores que son
causantes de infecciones graves en el contexto nosocomial y en pacientes
inmunodeprimidos, siendo ademas frecuentes colonizadores del tracto respiratorio en
pacientes con fibrosis quistica. Estas bacterias se identifican con una elevada presion en
torno al 95% de los casos (6). Sin embargo, otros géneros bacterianos pertenecientes a
este grupo presentan mayor dificultad para obtener la identificacién a nivel complejo
(complejo de Burkholderia cepacia y complejo de Acinetobacter baumannii) o a nivel
especie (Achromobacter spp., Chryseobacterium spp. o Ralstonia spp.) debido a la alta
homologia que presentan las especies.

Otras bacterias Gram-negativas como las pertenecientes al grupo HACEK o
similares, que se asocian a procesos infecciosos graves y que suelen presentar dificultades
a la hora de la identificacion por los enfoques tradicionales debido a su crecimiento
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fastidioso, también es posible identificarlas con gran éxito utilizando la tecnologia
MALDI-TOF MS (7).

En cuanto a las bacterias anaerobias, MALDI-TOF MS ha demostrado una
precision en la identificacion a nivel especie similar a las técnicas moleculares, pero de
una manera mas rapida y rentable (8).

Las bacterias Gram-positivas siempre han representado un gran desafio para
MALDI-TOF MS debido a la compleja composicion de su pared celular y a la estrecha
relacién de las especies dentro de los principales géneros. De ahi que la aplicacidn de esta
tecnologia haya proporcionado menores tasas de identificacion en este grupo de
microorganismos que en las bacterias Gram-negativas. El uso de acido formico para la
extraccion de proteinas directamente en la tarjeta MALDI-TOF MS ha mejorado
considerablemente estas tasas de identificacion, aunque todavia hay algunas especies que
solo pueden obtenerse a nivel de complejo como es el caso de Streptococcus pneumoniae
y las especies pertenecientes al complejo Streptococcus mitis donde hacen falta otro tipo
de pruebas fenotipicas para confirmar la identificacion (9).

En el caso de las levaduras, la identificacién a partir de colonia aislada mediante
la tecnologia MALDI-TOF MS también se ha convertido en la técnica de referencia
debido, como ya hemos comentado anteriormente, a su sencillez de realizacién y a su
elevada sensibilidad y especificidad. Si bien es cierto, que esta identificacion para los
géneros comunmente encontrados como Candida y Cryptococcus se ve muy favorecida
cuando se realiza una extraccion in-target con acido férmico (3).

Es posible que todas las limitaciones puedan superarse en el futuro mediante el
enriquecimiento de las bases de datos o la existencia de algoritmos de identificacion mas
refinados.

1.3.2 Identificacion micobacterias y hongos filamentosos mediante MALDI -
TOF MS a partir de colonias aisladas

Aunque la discriminacion de las especies pertenecientes al complejo
Mycobacterium tuberculosis sigue siendo uno de los principales retos que MALDI-TOF
MS deberia superar en un futuro préximo, si que se ha logrado con bastante éxito en los
altimos afios la identificacion de las especies no tuberculosas gracias al desarrollo de
bases de datos completas y actualizadas y al desarrollo de métodos estandarizados de
procesamiento de las muestras (10). Este procedimiento consiste en la aplicacion de un
paso de sonicacién o método mecanico con perlas de cristal para la ruptura de la pared
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celular de las micobacterias inactivadas previamente con calor, seguido de un proceso de
extraccion de proteinas con acido formico y acetonitrilo. Este proceso permite la
identificacion de las especies no tuberculosas de forma fiable y con una precision
comparable a la obtenida mediante métodos moleculares, teniendo un tiempo de respuesta
de alrededor de 1 hora. Una de las ventajas de este método es que se puede realizar tanto
de medio liquido como de medio sélido.

Ya hay alguno estudio (11) que ha conseguido con éxito la diferenciacién de las
especies pertenecientes al complejo Mycobacterium avium complex gracias a la
presencia/ausencia de picos especificos de especie.

De la misma manera que en las micobacterias, los Actinomycetales de interés
clinico como los géneros Nocardia y Streptomyces también requieren la ruptura de la
pared celular para ser identificados con precision por MALDI-TOF MS.

La adaptacién del proceso de preparacion de los aislados de hongos filamentosos
para su identificacion por MALDI-TOF MS ha sido mucho mas lenta que para las
levaduras. Més bien, ha seguido unos pasos similares a los explicados anteriormente para
las micobacterias. La dificultad de la identificacion por MALDI-TOF MS es debida a tres
factores que son la necesidad de aplicar métodos mecanicos para romper la pared celular,
la mayor complejidad de estas especies eucariotas con respecto a las bacterias y que el
patrén de proteinas cambia con el tiempo. Ademas, la falta de bases de datos exhaustivas
ha provocado que diferentes autores construyeran bibliotecas internas propias. Aunque
todavia no se dispone de ningin método estandarizado, algunos autores han aplicado la
combinacion de métodos mecanicos y métodos quimicos seguidos de un proceso de
extraccion de proteinas con resultados exitosos (12).
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Figura 1-2. Diagrama de trabajo de un equipo de espectrometria de masas MALDI-TOF para la
identificacion de diferentes microorganismos.

1.4 Aplicaciones de la tecnologia MALDI-TOF MS en la identificacion de
parasitos

Existen varias razones por las que la tecnologia MALDI-TOF MS no se ha
implementado en los laboratorios de Microbiologia Clinica para el diagnostico de las
parasitosis. Ademas de presentar ciclos biologicos complejos que a menudo hacen
imposible la obtencion de los especimenes, los parasitos suelen presentar diferentes
estadios evolutivos (huevos, larvas, quistes, adultos, etc.) que pueden dar lugar a
diferentes espectros de masas. En segundo lugar, para muchos grupos de parasitos es
necesario la generacion de bases de datos de referencia que no esta al alcance de muchos
laboratorios clinicos. Por ultimo, para obtener espectros de buena calidad se requiere el
cultivo in vitro de los parésitos, con la complejidad y lentitud (de dias a semanas) que
conlleva, o incluso la necesidad de otros microorganismos para crecer (2).

Pese a que se han logrado con resultados exitosos la identificacion mediante
MALDI-TOF MS a partir de muestras clinicas de diferentes parasitos como Giardia,
Cryptosporidium o Leishmania (13), su uso se encuentra relegado a los laboratorios de
referencia, siendo necesario resolver algunos inconvenientes para su aplicacion en los
laboratorios de Microbiologia Clinica.



1.5 Aplicaciones de la tecnologia MALDI-TOF MS en la identificacion de
microorganismos a partir de muestras clinicas

Una de las aplicaciones de mayor impacto clinico de MALDI-TOF MS es la
identificacion directa de microorganismos a partir de muestras clinicas ya que permite
adelantar el diagndstico de las enfermedades infecciosas con respecto a los métodos
convencionales y, por consiguiente, la instauracion de un tratamiento antimicrobiano
adecuando de manera precoz. Sin embargo, este proceso tiene una serie de limitaciones.
En primer lugar, esta tecnologia requiere una concentracion minima (1,5 x 10°-10°
bacterias/ml) de microorganismos para obtener espectro de calidad, siendo esta densidad
infrecuente en la mayoria de las muestras clinicas. Por otro lado, la presencia de proteinas
humanas puede interferir durante el proceso de identificacion. Por Gltimo, esta técnica es
incapaz de discriminar microorganismos que participan en infecciones polimicrobianas.

Actualmente, los tres tipos de muestras a partir de los cuales se han obtenido
resultados exitosos de identificacion han sido: orina, hemocultivos y liquido
cefalorraquideo (LCR).

1.5.1 Diagnostico de las infecciones del tracto urinario

Las infecciones del tracto urinario son una de las infecciones bacterianas mas
comunes y el diagnéstico rapido es esencial para evitar un tratamiento antibiético
empirico inadecuado o innecesario. A menudo, las muestras de orina de pacientes que
cursan este proceso infeccioso presentan una concentracion bacteriana alta y son
monomicrobianas, por lo que son buenas candidatas para el diagnostico directo por
MALDI-TOF MS.

Se han llevado a cabo numerosos estudios destinados a evaluar el rendimiento de
esta tecnologia para el diagndstico répido de las infecciones del tracto urinario.
Generalmente, en estos trabajos, se realizaba un cribado previo mediante citometria de
flujo seguido de una tincién de Gram con el objetivo de conocer la cantidad de leucocitos
y bacterias presentes en la muestra y, de este modo, poder seleccionar aquellas
susceptibles de ser analizadas por MALDI-TOF MS. El analisis MALDI-TOF MS
posterior al procesamiento de las orinas positivas centrifugacion diferencial dio como
resultado una concordancia muy buena (85-95%) especialmente para bacterias Gram-
negativas (14,15).

Debido al gran nimero de muestras orinas procesadas por los laboratorios de
Microbiologia Clinica, es necesario realizar un cribado previo de las mismas pudiendo
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utilizar diferentes estrategias. Por ello, al ser una técnica laboriosa, podria reservarse para
el diagndstico de las infecciones del tracto urinario hospitalarias en pacientes graves.

1.5.2 Diagnostico de las infecciones del torrente sanguineo

La bacteriemia se define como la presencia de bacterias en el torrente sanguineo
puesta de manifiesto por el aislamiento de éstas en hemocultivos. Cuando, por una
respuesta inadecuada del organismo, un retraso en el diagndstico, 0 un manejo terapéutico
inadecuado, este cuadro evoluciona desfavorablemente, se produce una disfuncién
organica; es decir, una sepsis. Estos procesos se asocian a una mortalidad elevada, que
puede oscilar entre el 10% y el 30%, segun el tipo de paciente, el origen y el manejo
inicial (2). La gravedad de esta entidad clinica requiere la administracion temprana de un
tratamiento antibiotico apropiado, algo que esta bien demostrado que mejora la
supervivencia entre los pacientes con infecciones del torrente sanguineo (16).

En la actualidad, practicamente todos los laboratorios de Microbiologia Clinica
disponen de sistemas automatizados de incubacién de hemocultivos que alertan de la
positividad y, por tanto, aceleran su procesamiento. La realizacion de una tincién de Gram
proporciona cierta informacion acerca del agente causal de la bacteriemia y permite
orientar el tratamiento antimicrobiano. Sin embargo, la identificacién y determinacion de
la susceptibilidad definitivas mediante técnicas tradicionales se retrasa de 24 a 72 horas.
Este retraso influye probablemente en la administracion de tratamientos empiricos
inadecuados, cuya tasa puede alcanzar el 25-30% con el subsiguiente impacto negativo
sobre las probabilidades de supervivencia del paciente (2).

La tecnologia MALDI-TOF MS se utiliza cada vez mas para el diagndstico
etiolégico de rutina de infecciones del torrente sanguineo. La correcta identificacion de
los microorganismos presentes en los hemocultivos ha sido ampliamente evaluada. Esta
identificacion requiere un preprocesamiento de la muestra de sangre cultivada con el
objetivo de concentrar los patégenos y eliminar las células sanguineas y las resinas
presentes en los frascos de hemocultivo.

Con el fin de mejorar el rendimiento, se han implementado diferentes métodos de
preparacion de muestras, entre los que destaca el método de extraccion de proteinas
bacterianas/fungicas con etanol/acido formico (17). Sin embargo, el uso de estos métodos
da como resultado un tiempo de procesamiento practico adicional y mayores costos. Por
ello, se ha desarrollado un enfoque préctico y simple para eludir el paso de extraccién de
proteinas requerido en la preparacion para el analisis MALDI-TOF MS que requiere una
incubacidn corta del hemocultivo positivo en medio solido para, posteriormente, utilizar
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la biomasa bacteriana en crecimiento para identificacion microbiana (18). Se ha
demostrado que este método facilita la identificacion bacteriana muy temprana y fiable a
partir de hemocultivos positivos, ademas de asociarse con una reduccién en la duracion
de la hospitalizacion y el riesgo de mortalidad en pacientes adultos y pediatricos (19,20).

Independientemente del método utilizado, la tasa de éxito en la identificacion
utilizando los métodos basados en MALDI-TOF MS esta por encima del 80%, siendo
superior para las bacterias Gram-negativas (3). Esta tecnologia cumple con los requisitos
para la implementacion como método en la rutina de los laboratorios de Microbiologia
Clinica, aunque la presencia de infecciones polimicrobianas resulta una limitacion por la
que la tincion de Gram sigue siendo de obligada realizacion.

1.5.3 Diagnostico de meningitis/encefalitis

Las meningitis/encefalitis son una de las manifestaciones mas graves y
potencialmente mortales dentro de los procesos infecciosos. El diagnostico precoz y el
inicio rapido de la terapia antimicrobiana son vitales (21). Convencionalmente, los
patdgenos causantes de estos procesos infecciosos han sido detectados mediante tincion
de Gram, métodos inmunoldgicos o métodos moleculares, siendo estos Gltimos mas
rapidos, pero mas costosos econémicamente.

Son varios los trabajos donde se describe la identificacion directa de
microorganismos en LCR. Se ha identificado Streptococcus pneumoniae (22) o Klebsiella
pneumoniae (21) en pacientes con meningitis bacteriana. Sin embargo, todavia no se ha
consolidado como una técnica de rutina para el diagnéstico de estas infecciones. La
principal limitacion, ademas del escaso volumen de muestra que recibe el laboratorio, es
la baja concentracion bacteriana, generalmente inferior a 10° bacterias/ml. No obstante,
las muestras obtenidas a través de drenajes ventriculares externos podrian presentar una
mayor probabilidad de éxito en la identificacion MALDI-TOF MS, debido a su mayor
volumen y densidad bacteriana.

Desafortunadamente, el uso de MALDI-TOF-MS en virologia diagndstica no ha
evolucionado al mismo ritmo, aunque si que se ha logrado la identificacion y/o
tipificacion molecular de una amplia gama de virus, incluidos virus respiratorios,
enterovirus, virus del herpes simple, citomegalovirus, virus de la hepatitis B y virus de la
hepatitis C mediante espectrometria de masas, pero solo después de un paso de cultivo
celular o acoplando esta técnica con procedimientos moleculares (23-25).
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Actualmente, los ensayos de RT-PCR en el LCR son los métodos de referencia
para el diagnoéstico de enfermedades neuroldgicas y el uso de la tecnologia MALDI-TOF-
MS para la identificacién de virus directamente de muestras clinicas esta muy limitado
por su baja sensibilidad (26).

1.6 Impacto clinico y econémico de MALDI-TOF MS en el diagndstico rapido
y la integracién en los programas de administracion de antimicrobianos

Mas alla de la contribucion del MALDI-TOF MS a la fiabilidad y precisién de la
identificacion microbioldgica, que esta fuera de toda duda, aun quedan campos por
explorar. En la actualidad, el equilibrio entre costes y ahorro es la piedra angular para la
introduccién de nuevas tecnologias en la practica clinica. La mayoria de los estudios se
centran en medir los beneficios clinicos de la identificacion microbiana en casos de
bacteriemia.

En este contexto, la deteccidn de la bacteriemia constituye una de las prioridades
de los laboratorios de Microbiologia Clinica, dada su importancia diagnostica y
prondstica. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, se estimaron cerca de 49 millones
de casos de sepsis en el mundo en 2017, de los cuales 11 millones fallecieron por causas
relacionadas con esta complicacion. En otras palabras, las infecciones del torrente
sanguineo son responsables de aproximadamente el 20% de muertes de cualquier causa a
nivel mundial, una gran parte de ellas evitables.

En el informe més recientemente publicado por esta organizacion sobre estos
procesos infecciosos, se incide sobre la importancia de concienciar a las autoridades
sanitarias sobre la necesidad de un abordaje multidisciplinar para afrontar la carga
economica y de salud que suponen estas infecciones a nivel mundial. Entre los objetivos,
se hace hincapié en el hecho de que un diagnostico rapido de infecciones que pueden
evolucionar a una sepsis aumenta notablemente la supervivencia (16). Segun este
informe, la prueba diagndstica ideal para estas infecciones deberia de, entre otras cosas,
ser réapida, sensible y especifica para guiar la terapia antibiotica, limitar el sobreuso de
esta y reducir el desarrollo de resistencias.

En ese aspecto, la implementacion de la tecnologia MALDI-TOF MS para la
identificacion directa y rapida de microorganismos a partir de hemocultivos conduce a
una reduccién en el tiempo requerido para la optimizacion del régimen antimicrobiano,
reduce la duracion de la estancia hospitalaria, mejora los resultados del paciente y reduce
los costos hospitalarios generales (27). Se ha demostrado que su integracion en los
laboratorios ha permitido el cambio de la terapia empirica por un tratamiento optimizado
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en un 35% de los casos (28). Cabe destacar que, en casos de bacteriemia el riesgo de
mortalidad se duplica con un retraso de 24 horas en la administracién de los antibiéticos
adecuados (29).

En el trabajo realizado por Verroken, et al. (30) se evalu6 el impacto en la terapia
antimicrobiana de un flujo de trabajo en el que la identificacion fue proporcionada por
MALDI-TOF MS. Concluyeron que el tiempo medio para la identificacion se redujo en
alrededor del 65%, el tiempo medio para completar los resultados de susceptibilidad se
redujo en un 27% y el tiempo medio para el tratamiento antimicrobiano 6ptimo se redujo
a 16 horas.

Sin embargo, no hay que olvidar que, como se ha demostrado, realizar la tincion
de Gram inmediatamente después de que los hemocultivos sean marcados como positivos
y comunicar los resultados rapidamente al médico prescriptor también tienen un impacto
positivo en la seleccion adecuada de antibidticos, conduciendo asi a una disminucion de
la mortalidad (31,32).

En comparacion con los avances realizados en el diagndstico de bacteriemias,
como se ha comentado anteriormente, las aplicaciones de MALDI-TOF MS en virologia
no han dado el salto desde los laboratorios de investigacion a los de diagnostico clinico,
y en la mayoria de los casos estan acopladas a otras técnicas diagnoésticas. El bajo
contenido de proteinas en los virus, el peso molecular mas alto de las proteinas viricas o
la presencia de restos celulares son las razones a las que se debe este retraso. Pese a ello,
sorprende que su uso experimental sea muy prometedor tanto en algunas muestras clinicas
directas como para identificar virus cultivados en lineas celulares.

Uno de los campos de la virologia en los que se podria expandir esta tecnologia
es la epidemiologia, donde ya se ha utilizado para tipificar y detectar polimorfismos y
mutaciones, como en el caso del virus de la influenza y de los virus de la hepatitis B
(33,34) o en el estudio de la resistencia a antivirales (35).

Las principales ventajas y el impacto del uso de MALDI-TOF para el diagndstico
de las infecciones viricas son que permite la caracterizacién de una variedad amplia de
virus, el diagndstico de coinfecciones, y la identificacion es fiable y rapida. Ademas, su
uso mejora el manejo clinico de los pacientes al ofrecer un diagndstico etioldgico rapido.
Pero todavia se deben mejorar tanto la sensibilidad de la técnica como las bases de datos
disponibles (26).
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1.7 Aplicacién e impacto de la tecnologia MALDI-TOF MS en la deteccion de
resistencias bacterianas

La versatilidad de la tecnologia MALDI-TOF MS favorece cada vez mas la
aparicion de nuevas aplicaciones. En especial, destaca la utilizacion de esta tecnologia
para la deteccion de resistencias a antimicrobianos en la practica clinica.

En 2019, los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC, por
sus siglas en inglés) publicaron un informe que incluye las Ultimas estimaciones
nacionales de muerte e infeccion para 18 bacterias y hongos resistentes a los antibioticos.
Los nuevos datos de los CDC muestran que, si bien la carga de las amenazas de resistencia
a los antibidticos en los Estados Unidos era mayor de lo que se pensaba inicialmente, las
muertes estan disminuyendo desde el informe de 2013. Esto sugiere que los esfuerzos de
EE. UU. para prevenir infecciones, detener la propagacién de bacterias y hongos y
mejorar el uso de antibidticos estdn funcionando, especialmente en los hospitales
https://www.cdc.gov/drugresistance/biggest-threats.html. Sin embargo, la cantidad de
personas que se enfrentan a infecciones causadas por bacterias resistencia a los
antibidticos en los Estados Unidos sigue siendo demasiado alta. Cada afio se producen
mas de 2,8 millones de infecciones resistentes a los antibioticos en los Estados Unidos y,
como resultado, mueren més de 35 000 personas.

Por ello, se hace necesaria la incorporacién de técnicas de diagnostico rapido de
infecciones producidas por estos microorganismos. El tiempo que se tarda en
proporcionar los resultados microbioldgicos es inversamente proporcional al valor
médico (36), por lo que cuanto antes se obtenga informacién sobre la resistencia a los
antimicrobianos, mejor sera la terapia antimicrobiana que se prescribira. El tiempo hasta
el resultado es especialmente importante para prevenir tratamientos innecesarios y evitar
la transmision de estas bacterias de especial preocupacion en entornos hospitalarios
(37,38).

En la actualidad, los principales enfoques para la deteccion répida de resistencias
a antimicrobianos se basan en: métodos moleculares, métodos bioquimicos,
inmunoensayos basados en anticuerpos monoclonales, ensayos electroquimicos y la
espectrometria de masas.

El método MALDI-TOF MS es un procedimiento rapido y sencillo que combina
las ventajas universales de los ensayos fenotipicos con la rapidez y precision de los
ensayos moleculares. Esto, junto a los avances en el equipo y el software, ha hecho que
poco a poco se haya ido implementando como una de las tecnologias de referencia para
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la deteccion de resistencias antibioticas. Se utilizan tres enfoques principales: la deteccion
de resistencia a los antimicrobianos midiendo las modificaciones de los antibioticos
debidas a la actividad enzimatica de las bacterias, el analisis de los patrones maximos de
las bacterias y la semicuantificacion del crecimiento bacteriano en presencia de un dado
antibidtico (39).

La modificaciéon de la estructura del antibidtico por la accion de las enzimas
bacterianas implica un cambio en la masa molecular de la molécula nativa, algo que se
puede controlar mediante espectrometria de masas. Para ello, es necesario conocer de
manera precisa la estructura del antibiético y los metabolitos resultantes de su
degradacion. Estos, generalmente, se analizan en el rango de masas entre 100 y 1000 kDa
(40). Este enfoque ha sido uno de los que mas ha evolucionado en los Gltimos afios (41)
incluso a partir de muestras clinicas (42), principalmente para la deteccion de B-
lactamasas utilizando una gran variedad de antibidticos (ceftriaxona, cefotaxima,
ceftazidima, cefepime). Aunque también se ha demostrado sus buenos resultados para la
deteccién de carbapenemasas (43) y la resistencia a fluoroguinolonas mediada por la
enzima AAC(6=)-1b-cr (44).

Algunos picos de masa estan asociados con un patrdn de resistencia de un aislado
debido a la expresion de una proteina especifica involucrada en el fenotipo de resistencia.
Se han encontrado, por ejemplo, biomarcadores especificos para la resistencia a
meticilina en Staphylococcus aureus (45), la carbapenemasa tipo KPC en Klebsiella
pneumoniae (46) o la resistencia de las Enterobacterias a polimixina (47). La principal
ventaja de este enfoque que los picos especificos identificados se pueden analizar en el
flujo de trabajo a tiempo real sin necesidad de costes adicionales, aunque todavia debe
validarse en el entorno clinico para garantizar su reproducibilidad.

Finalmente, se ha desarrollado un nuevo enfoque basado en la medida del
crecimiento bacteriano relativo en presencia de un farmaco antimicrobiano. Los aislados
susceptibles no podrén crecer, por lo que no se observara un espectro reconocible,
mientras que los microorganismos resistentes mostraran cierto crecimiento demostrado
por el espectro tipico obtenido por MALDI-TOF MS. Esta prueba se ha realizado tanto
en bacterias de cultivos en placa como directamente de hemocultivos positivos. Ya se han
probado diferentes antibidticos como piperacilina, oxacilina, cefotaxima, meropenem,
gentamicina, ciprofloxacina y vancomicina con buenos resultados (48,49).

La resistencia antimicrobiana es un proceso complejo, que es resultado de un
conjunto de variables como las mutaciones cromosomicas, adquisicion de determinantes
de resistencia, diferentes niveles de expresion, bombas de expulsion, porinas, etc. El
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MALDI-TOF MS no va a reemplazar a ninguna de las técnicas ya existentes para la
deteccidn de la resistencia antimicrobiana, pero su uso se puede convertir en un valor
afladido, ya que permite adelantar una informacion muy valiosa con respecto al

tratamiento antimicrobiano a un bajo coste.
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1. HIPOTESIS

I1.1 Nuevos desarrollos en los métodos basados en la tecnologia
MALDI-TOF MS podrian incrementar el rendimiento y reducir los costes de
procedimientos en uso para la identificacion de bacterias y hongos causantes
de bacteriemia/fungemia a partir de hemocultivos positivos y la deteccion
rapida de resistencia bacteriana a los antibioticos.

[1.2 La tecnologia MALDI-TOF MS puede ser utilizada para el

diagndstico etiologico de meningitis/encefalitis viricas utilizando el liquido
cefalorraquideo como matriz de analisis.
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1. OBJETIVOS

La implementacion de la espectrometria de masas MALDI-TOF MS en los
laboratorios de Microbiologia Clinica ha supuesto una revolucion en el diagnéstico
microbiolégico. En el momento actual, la espectrometria de masas MALDI-TOF MS es
una de las técnicas mas utilizadas en la rutina de los laboratorios para la identificacion de
microorganismos, tanto de bacterias, como micobacterias, levaduras y hongos
filamentosos a partir de colonias aisladas. El uso de MALDI-TOF MS se ha venido
extendiendo al campo del diagndstico directo y de la deteccién de resistencia
antimicrobiana a partir de muestras clinicas; sin embargo, nuevos desarrollos son
necesarios para que alcancen un rendimiento dptimo.

Esta tesis doctoral incluye cuatro objetivos especificos principales:

I. Desarrollo de un nuevo método para la identificacién rapida de bacterias
directamente de hemocultivos positivos

Para conseguir la identificacion bacteriana con MALDI-TOF MS a partir de un
frasco de hemocultivo positivo, los procesos consisten basicamente en concentrar las
bacterias presentes en la muestra y retirar los componentes que puedan interferir en el
proceso de identificacion, tales como células humanas u otras sustancias del medio de
cultivo. Existen diferentes protocolos que han conseguido acelerar la identificacion de
bacterias a partir de hemocultivos, entre los que destacan el método comercial MALDI
Sepsityper kit (Bruker Daltonics, MA, USA) y la incubacion corta en medio solido. El
primer caso se basa en un protocolo de extraccion de proteinas con etanol y acido formico,
incluyendo durante el proceso una serie de pasos de centrifugacion diferencial y lavado
para aislar las bacterias en el sobrenadante y eliminar sustancias que puedan interferir en
el analisis por MALDI-TOF MS. El segundo caso esta basado en una incubacion corta de
un pequefio volumen de sangre en agar sangre Columbia. La biomasa obtenida se somete
al analisis por MALDI-TOF MS. No obstante, ambas estrategias presentan ciertos
inconvenientes. El primer enfoque se asocié con un procesamiento de muestra mas
complejo y con peores resultados en la identificacion exitosa de cocos Gram-positivos.
Por el contrario, la identificacion a partir de incubacion en medio sélido resulté ser un
proceso mas sencillo e integrable en la rutina del laboratorio, ademéas de obtenerse
mejores resultados para bacterias Gram-positivas, aunque el tiempo necesario para
alcanzar la identificacion exitosa se demora por encima de las 4 horas (18).

El rdpido aumento de la biomasa bacteriana producida al incubar los hemocultivos
en un medio liquido altamente nutritivo podria permitir una identificacion de especies
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bacterianas mas rapida y precisa. En este contexto, desarrollamos un nuevo método de
identificacion basado en el enriquecimiento a corto plazo en medio liquido que fue
comparado con otros ya existentes, incluyendo al MALDI Sepsityper kit y la generacién
de biomasa en medio solido tras una incubacién corta.

Il. Realizar un estudio cuasiexperimental pre-post destinado a evaluar el
valor potencial de agregar una identificacion bacteriana rapida por MALDI-TOF
MS a la informacion proporcionada por la tincién de Gram para adaptar regimenes
antibioéticos empiricos sin guia de administracion antimicrobiana en pacientes con
bacteriemia ingresados en salas oncohematolégicas y de cuidados intensivos

Los laboratorios de microbiologia clinica tienen un papel clave en el manejo de la
bacteriemia porgue son los primeros en estar en condiciones de registrar la infeccion a
partir de los hemocultivos positivos. Estudios previos han demostrado que la realizacion
de la tincion de Gram inmediatamente después de que los hemocultivos sean marcados
como positivos y la comunicacién rapida de los resultados al médico tienen un impacto
positivo en la seleccion adecuada de antibidticos, lo que conduce a una disminucion de la
mortalidad. Este impacto es incluso mayor en el uso de antimicrobianos que los resultados
proporcionados por los estudios de sensibilidad antibidtica (31,32). Sin embargo, la
evaluacion de los resultados de la tincion de Gram y el examen microscépico es bastante
subjetiva y esta influenciada por la habilidad y la experiencia del microbi6logo. Por lo
tanto, los resultados de la tincién de Gram en ocasiones son inconsistentes con la
identificacion final de los microorganismos, 1o que representa un riesgo que puede
conducir a una terapia antimicrobiana inadecuada y por ello, afectar de forma negativa en
el curso clinico.

Esté claro que la practica antimicrobiana actual tiende hacia el uso de agentes de
amplio espectro para la cobertura empirica de infecciones graves. En parte, esto se debe
al aumento de las tasas de resistencia a los antimicrobianos, combinado con la reticencia
de los médicos a reducir la cobertura antibiotica en el contexto de una mejoria clinica.

La identificacion microbiana rapida directamente de hemocultivos mediante
MALDI-TOF MS proporciona méas informacion acerca del agente causal de la
bacteriemia y, por tanto, permite potencialmente a los médicos adaptar la terapia
antibiotica antes de que los resultados de las pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos
estan disponibles. En este marco, evaluamos el potencial afiadido de utilizar el nuevo
método de identificacion bacteriana rapida por MALDI-TOF MS desarrollado por el
grupo a la informacién proporcionada por la tincion de Gram para adaptar la terapia
antibiotica en pacientes de alto riesgo con bacteriemia.
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I11. Desarrollo de un nuevo método fenotipico de cribado rapido de
resistencias antibiéticas a partir de hemocultivos positivos mediante la tecnologia
MALDI-TOF MS

La expansion de patdgenos bacterianos resistentes a los antibioticos es una
amenaza seria y global. En la actualidad, la terapia empirica con antibioticos de amplio
espectro es a menudo inadecuada debido a la frecuente implicacion de bacterias
multirresistentes, entre las cuales, las Enterobacterias resistentes a cefalosporinas de
tercera generacion (Ceph3) son de especial preocupacion por el aumento de prevalencia
y su asociaciéon con una mayor mortalidad (50).

La tecnologia MALDI-TOF MS destaca por ser un procedimiento rapido y
sencillo que combina las ventajas de los ensayos fenotipicos con la rapidez y precision de
los ensayos moleculares. Se han desarrollado varios enfoques para la deteccion de la
resistencia a los antimicrobianos mediante esta tecnologia, basados en las modificaciones
de los antibidticos debidas a la actividad enzimética de las bacterias, el anlisis de los
patrones maximos de las bacterias y la semicuantificacion del crecimiento bacteriano en
presencia de un dado antibidtico (39).

En este contexto, otras técnicas como los inmunoensayos de flujo lateral (LFIA)
también se han utilizado cada vez mas para detectar B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) en Gram-negativos de colonias aisladas o directamente de hemocultivos, ya que
son féciles de usar y arrojan resultados répidos y confiables (51).

La deteccidn de la resistencia de Enterobacterias a las Ceph3 mediante MALDI-
TOF MS se puede lograr comparando el crecimiento bacteriano en presencia o ausencia
de un antibiético dado, seguido de una medicién semicuantitativa de las proteinas
bacterianas. En este sentido, pretendimos optimar el nuevo método de identificacion
bacteriana rapida de hemocultivos positivos desarrollado para la deteccion répida de
resistencia a Ceph3 en cepas de Escherichia coli y Klebsiella spp.

IV. Evaluacion de un método MALDI-TOF MS con liquido cefalorraquideo
para el diagnéstico de meningitis/encefalitis viricas

El uso de MALDI-TOF MS en el diagnostico de infecciones viricas a partir de
muestras clinicas no ha evolucionado al mismo ritmo que la identificacion bacteriana y
fangica, debido principalmente a su relativa baja sensibilidad. Hasta la fecha, la
identificacion del virus en muestras clinicas utilizando este enfoque metodoldgico se ha
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logrado solo después del cultivo celular o en combinacidn con técnicas de PCR. Por otra
parte, la busqueda de perfiles protedmicos especificos en el liquido cefalorraquideo
(LCR) puede proporcionar informacién importante sobre diferentes procesos
patogénicos. Estudios previos han utilizado con éxito el perfil proteémico del LCR
obtenido mediante espectrometria para diagnosticar y clasificar otras enfermedades
neurodegenerativas, como la esclerosis lateral amiotréfica y la esclerosis multiple
(52,53).

En este estudio de prueba de concepto pretendimos determinar si existe un perfil
protedomico del LCR que esté especificamente asociado con la meningitis/encefalitis por
Enterovirus, de modo que permita el diagnostico rapido y a muy bajo coste de dichas
infecciones.
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I\V. METODOLOGIA

1V.1 Pacientes

Los diferentes estudios llevados a cabo incluyeron cohortes de pacientes con
episodios significativos de bacteriemia atendidos en el Hospital Clinico Universitario de
Valencia para los Articulos I, 11 y 111 entre los afios 2014 y 2020, y de pacientes con signos
o sintomas de enfermedad neuroldgica atendidos en el Hospital Clinico Universitario de
Valencia y el Hospital Miguel Servet de Zaragoza para el Articulo IV entre los afios 2012
y 2017.

El nimero concreto, las fechas en las que los pacientes sufrieron el episodio y el
tipo de estudio se resumen en la tabla IV.1.

Tabla IV.1. Caracteristicas metodoldgicas: tipo de estudio, localizacion, pacientes y fecha del

episodio.

Estudio Tipo Localizacion N° pacientes Fecha del episodio
Torres 1. J Med . Diciembre 2016 y
Microbiol 2017 | TrosPectivo HCUV 84 abril 2017
Torres I. J Infect Pre-pqs teuast- Junio ?01_4 y abril

experimental HCUV 70/70 2017 / junio 2017 y
Chemother 2020 .
retrospectivo octubre 2018
Torres I. Eur J .
Clin Microbiol |  Prospectivo HCUV 168 Noviembre 2019 y
septiembre 2020
2021
T ILE .
C:)i;rtla\;icrogirojl Observacional HCUVy 114 Octubre 2012y
2018 retrospectivo HMSZ febrero 2017

HCUV: Hospital Clinico Universitario de Valencia; HMSZ: Hospital Miguel Servet de Zaragoza

El conjunto de los datos clinico-demograficos de los pacientes incluidos en cada
estudio viene detallado en cada una de las publicaciones correspondientes.

V.2 Aislados bacterianos y muestras de sangrey LCR

IVV.2.1 Aislados bacterianos

Los aislamientos bacterianos recuperados para los estudios preliminares
destinados a evaluar el rendimiento de los enfoques metodoldgicos propuestos, detallados

maés adelante, fueron aislados clinicos que estaban criopreservados a -20°C. Estos no se
habian descongelado previamente.

31



Para el primer trabajo (Torres 1. J Med Microbiol 2017), que investigo si el cultivo
previo de hemocultivos positivos en un medio liquido altamente nutritivo acortaria aiun
mas el tiempo para lograr la identificacion exitosa de bacterias mediante MALDI-TOF
MS, se utilizaron aislados de Enterobacterias y Staphylococcus aureus obtenidos de
pacientes que habian cursado con bacteriemia, cuyas muestras habian sido recepcionadas
y procesadas por el Servicio de Microbiologia Clinica del HCUV.

En el tercer articulo (Torres I. Eur J Clin Microbiol 2021), que optimizo, en base
al estudio previo, el método simple de identificacion rapida basado en MALDI-TOF MS
para la deteccién de susceptibilidad a Ceph3 en E. coli y Klebsiella spp. directamente de
hemocultivos, se utilizaron aislados de estas especies bacterianas no necesariamente
obtenidos de pacientes que habian cursado con bacteriemia y cuyas muestras habian sido
recepcionadas y procesadas por el Servicio de Microbiologia Clinicadel HCUV. Ademas,
se utilizaron como controles de estos estudios preliminares las cepas de referencia E. coli
ATCC 25922 y K. pneumoniae ATCC 25955 (no productoras de B-lactamasa) y E. coli
ATCC 35218 y K. pneumoniae ATCC 700603 (productoras de [-lactamasa)
proporcionadas por la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT).

IV.2.2 Muestras de sangre

Las muestras de sangre obtenidas de pacientes atendidos en el HCUV con
sospecha de bacteriemia se recibieron introducidas en frascos de hemocultivo BACTEC
Plus Aerobic/F y BACTEC Plus Anaerobic/F (Becton Dickinson-BD- and Company, NJ,
EE. UU) y fueron incubadas en un instrumento de cultivo de sangre de monitoreo
contindo automatizado (BACTEC FX; BD). Esta tecnologia se basa, de manera resumida,
en la deteccion de fluorescencia producida cuando el diéxido de carbono liberado por las
bacterias al medio al metabolizar los nutrientes de este reacciona con un colorante
fluorescente.

De cada paciente se recibieron dos parejas de frascos de hemocultivos extraidas
con un intervalo de tiempo de una hora. Solo se incluyeron en el estudio los hemocultivos
positivos para bacterias (revelados por tincion de Gram) correspondientes a episodios
significativos de bacteriemia. No se tuvieron en cuenta otros criterios especificos (aparte
de las condiciones logisticas, es decir, la capacidad de realizar los experimentos
inmediatamente después de la positividad del hemocultivo) para la seleccion de muestras.
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1V.2.3 Muestras de LCR

Las muestras de LCR recuperadas para el cuarto trabajo (Torres I. Eur J Clin
Microbiol 2018) estaban criopreservadas a -20°C durante una mediana de 365 dias (80-
1825) y nunca fueron descongeladas previamente. Este estudio consistio en analizar la
utilidad de la tecnologia MALDI-TOF MS para buscar una firma proteémica del LCR
que estuviera especificamente asociada con la meningitis causada por EV. Fue requisito
indispensable un volumen minimo de las muestras de 100 pl.

Las muestras se obtuvieron de pacientes atendidos por sospecha de enfermedad
neuroldgica en el HCUV o el HMSZ. Todas fueron centrifugadas a su llegada al
laboratorio para eliminar los restos celulares y posteriormente se almacenaron a -20°C,
dentro de las primeras 48h desde su recepcion. Especificamente, se utilizaron muestras
positivas y negativas para EV por técnicas de PCR o RT-PCR (SmartCycler Enterovirus
y real Xpert® EV, Cepheid, CA, EE. UU.). Dentro de las muestras negativas se
incluyeron algunas que fueron positivas para Streptococcus pneumoniae por cultivo
bacteriolégico y positivas para VHS-1, VVZ y VHS-6 por ensayos PCR realizados en la
plataforma Abi Prism 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) utilizando
los kits RealQuality RQ-HHV-1/2, RealQuality RQ-VZV y RS-HHV 6 (AB Analitica,
Padova, Italia).

Se utilizd6 como control positivo una alicuota (1 ml) de coxsackievirus B3
purificado a partir de sobrenadantes de células infectadas con HeLa (5,6x108 TCIDso/ml)
que agregamos en concentraciones de 104, 10° y 108 TCIDso/ml a una muestra de LCR
extraida de un paciente sin sospecha de meningoencefalitis infecciosa y que dio negativo
para bacterias en un cultivo de rutina, y para EV, HSV-1, VVZ y HHV6 mediante PCR
en tiempo real.

IVV.3 Protocolo de diagnostico de rutina de bacteriemias

Todos los hemocultivos incluidos en los diferentes estudios se procesaron
mediante el protocolo de diagndstico de rutina segun recomienda la guia “Diagndstico
microbiologico de la bacteriemia y la fungemia: hemocultivos y métodos moleculares”
de Procedimientos en Microbiologia Clinica de la Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica (54).

Cuando se detectd un hemocultivo como positivo se realiz6 una tincion de Gram
y un subcultivo en agar chocolate (BD) que se incub6 a 36°C en aire con 5% de CO2
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(incubadora de CO2 Heracell 240i, Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, Alemania)
durante 24-48 horas.

Las colonias bacterianas aisladas obtenidas tras la incubacion se identificaron
mediante la tecnologia MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) segun
las instrucciones del fabricante (55).

Las pruebas de susceptibilidad antibidtica se realizaron mediante difusion en disco
(Oxoid Limited, Hampshire, Reino Unido) o microdilucion en caldo utilizando los
paneles MicroScan NM44 y PM33 (Beckman Coulter, Brea, CA, EE. UU.) y se
interpretaron de acuerdo con las pautas de EUCAST
(https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST _files/Breakpoint_tables/v
_10.0_ Breakpoint_Tables.pdf).

IV.4 Identificacion bacteriana rapida de hemocultivos positivos mediante
MALDI-TOF MS

En el primer trabajo (Torres I. J Med Microbiol 2017), con objeto de evaluar el
disefio del nuevo método de identificacion rapida que se describe a continuacion, se
simularon bacteriemias a partir de aislamientos bacterianos clinicos cultivados durante la
noche en agar chocolate a 36°C en aire con 5% de CO:2 en una incubadora Heracell 240i.
Una vez obtenidas las colonias aisladas, se resuspendieron en solucion salina estéril cinco
Enterobacterias y cinco Staphylococcus aureus y se inocularon en frascos de
hemocultivos aerobios y anaerobios a 103 UFC/ml. Estos se incubaron en el sistema
automatizado BACTEC FX. La concentracion de bacterias se determind mediante el
método de cultivo cuantitativo antes de la inoculacion en los frascos de hemocultivo.

IV.4.1 Procesamiento de hemocultivos positivos

Para la evaluacion in vivo del nuevo método de identificacion rapida se procesaron
los hemocultivos marcados como positivos por el instrumento mediante tres protocolos
diferentes, realizados en paralelo. EI primero fue el método comercial MALDI Sepsityper
kit basado en la extraccion de proteinas con etanol y acido férmico, segun lo recomendado
del fabricante (56). En segundo lugar, se inocularon dos gotas de sangre del hemocultivo
positivo en una placa de agar sangre (BD Columbia I11 Agar with 5% Sheep Blood, BD)
y se extendieron con un asa de siembra, como se describi6 anteriormente (18). Por tltimo,
se inocularon 50 ul de sangre del hemocultivo positivo en un Eppeendorf estéril que
contenia 500 pl de caldo de infusion cerebro-corazén (BHI) (Oxoid Limited, Hampshire,
Reino Unido). Las placas de agar sangre y los viales se incubaron a 36°C en aire con 5%
de COzdurante periodos tiempos preestablecidos (30, 90, 180 y 240 min). Siguiendo estos
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tiempos de incubacién, los viales se centrifugaron a 13.000 rpm durante 2 min, se
descartaron los sobrenadantes y los sedimentos se usaron para el analisis MALDI-TOF
MS. Los hemocultivos positivos se subcultivaron siguiendo el protocolo de diagnostico
de rutina previamente detallado.

1V.4.2 Anélisis MALDI-TOF MS

Los anélisis MALDI-TOF MS para la identificacion de los tres métodos se
realizaron por triplicado utilizando una placa de 96 pocillos, segin indica el fabricante
(55). En los protocolos de incubacion corta en agar sangre y BHI se intentd la
identificacion bacteriana hasta el éxito en los diferentes puntos de tiempo. Los espectros
se adquirieron utilizando el sistema Microflex LT (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania)
y se analizaron en el software MALDI BIOTYPER 3.3 (Bruker Daltonics). Se considero
exitosa la identificacién cuando al menos uno de los 3 replicados alcanzé una puntuacion
>2.0 (a nivel de especie) y >1.7 (a nivel de género), segun las recomendaciones del
fabricante.

IV.5 Evaluacién del ajuste de la terapia antibidtica empirica de las
infecciones del torrente sanguineo en base a los resultados de la tincion de Gram y
la identificacion directa de bacterias mediante MALDI-TOF-MS

En el segundo trabajo (Torres I. J Infect Chemother 2020), evaluamos mediante
un estudio restrospectivo cuasi-experimental pre-post el valor afiadido de la informacion
suministrada por la identificacion a la proporcionada por la tincion de Gram en la
adaptacion de los regimenes de antibioterapia empirica en pacientes con bacteriemia
pertenecientes a grupos de riesgo.

IVV.5.1 Procesamiento de hemocultivos positivos

Los hemocultivos positivos incluidos en la fase pre-MALDI-TOF MS se
procesaron segun el protocolo de rutina de diagnostico de bacteriemias, detallado
previamente. Cabe destacar que durante este periodo la identificacion bacteriana se
realizaba mediante los métodos fenotipicos Vitek2 o tiras reactivas APl de Biomerieux,
L'Etoile, Francia o BD Phoenix BD system de BD.

Los hemocultivos positivos incluidos durante el periodo post-MALDI-TOF MS
se procesaron del mismo modo que en la fase pre- a diferencia de la identificacion
bacteriana que se realizd mediante nuestro nuevo método rapido de precultivo en medio
liquido que estaba completamente integrado en la rutina de trabajo del laboratorio.
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IV.5.2 Andlisis de la idoneidad de los ajustes empiricos de la terapia
antibidtica

Dos médicos especialistas en enfermedades infecciosas revisaron las historias
clinicas y extrajeron los datos demogréficos, clinicos y el patron de prescripcion de
antibidticos de cada paciente.

Los tratamientos con antibidticos se consideraron correctos cuando se adaptaron
al sitio de adquisicién (comunitario o nosocomial) (57), gravedad de la infeccion (58),
foco de la bacteriemia, perfiles locales de resistencia a los antimicrobianos, factores de
riesgo del paciente para albergar una cepa resistente a los antibidticos (BLEE, SARM,
Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos) (59) y registros microbioldgicos
individuales, de acuerdo con una guia espafiola (60) y se esperaba que fuera eficaz contra
las bacterias aisladas en base de los resultados de susceptibilidad antibiética (tabla I1V.2),
y mejorable cuando la cobertura era adecuada pero pudo ser y no fue refinada (mejor
ajustada) de acuerdo con los parametros anteriores. Los tratamientos incorrectos fueron
aquellos que no cubrieron las bacterias aisladas segun los estudios de sensibilidad
antibiotica.
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Tabla 1V.2. Terapia antibidtica empirica para infecciones del torrente sanguineo
considerada como correcta segun foco de infeccién, lugar de adquisicién y gravedad clinica.

Foco de Lugar de Gravedad clinica
infeccion adquisicion Bacteriemia Sepsis Shock Séptico
CRO +AZT CRO+AZT | CROorCFT +AZT
Comunidad AMC LVX LV/X
Respiratorio LVX
CAZ o EEP MEM/TZP/ICAZ! | MEM/TZP/CAZ/FEP/
Nosocomial FEP + VAN/LZ o CZA/C-T + AMK/
+/-AMK/CIP/CST | CIP/CST + LZ/VAN
TZP
AMC MEM/TZP + LZ/DAP
Comunidad CTZ + MTZ ETP VAN +/- AMK
Intestinal
(perito:ﬂtis) TGC
ETP + VAN o MEM/TZP + LZ/DAP
L7 TZP o MEM +/- NAN + AMK
Nosocomial AMK
TGC * ATM + TGC
. MEM/TZP + LZ/DAP
Comunidad CTX 0 CRO TZP NAN +/- AMK
. MEM /TZP +
Hepatobiliar Nosocomial TZP TZP or ETP or LZ/DAP/VAN +
TGC +/- AMK AMK
*ATM + TGC
CRO + AMK
Comunidad CRO MEM/TZP + AMK
Urinario TZP
. TZP/ETP/MEM MEM + AMK +/-
Nosocomial ETP +/- AMK VAN
*ATM + AMK
CAZ + DAP/ TZPIMEM/CAZ + | MEM/TZP/CZAI/CIT
Catéter Nosocomial VAN /LZ DAP/VVAN/LZ +/- + LZ/DAP/VAN +
AMK o CST AMK/CST
Comunidad AMC CRO MEM o TZP +/-AMK
ETP +/-LZ/DAP/VAN
Desconocido CAZ MEM or TZP+/- | MEM o0 TZP 0 C/T 0
Nosocomial LZ/DAP/NVAN +/- CZA + AMK +
FEP AMK LZ/DAP/VAN

AMC, Amoxicilina-dcido clavulanico; AMK, Amikacina; AZT, Azitromicina; ATM,
Aztreonam; FEP, Cefepime; CAZ, Ceftazidima; CZA, Ceftazidima/avibactam; CFT,
Ceftarolina; CTX, Cefotaxima; CIP, Ciprofloxacino; C-T, Ceftolozano-tazobactam; CRO,
Ceftriaxona; CST, Colistina; DAP, Daptomicina; ETP, Ertapenem; LVX, Levofloxacino; LZ,
Linezolid; MEM, Meropenem; MTZ, Metronidazol;, TGC, Tigeciclina; TZP,
Piperacilina/tazobactam; VAN, Vancomicin; * Si alergia a betalactamicos.
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IV.6 Deteccion fenotipica rapida de resistencia a cefalosporinas de 32
generacion en Escherichia coli y Klebsiella spp. de hemocultivos positivos mediante
MALDI-TOF MS

Para la evaluacion del método de deteccidn fenotipica rapida de resistencia
propuesto en el tercer trabajo (Torres I. Eur J Clin Microbiol 2021) se selecciond la
Ceftriaxona Fresenius Kabi 1 gr. (CRO) en formato polvo para solucion inyectable
(Fresenius Kabi, Bad Homburg, Alemania) como antibidtico. Con objeto de establecer la
concentracion optima de CRO que permitiera la deteccion de resistencia a Ceph3 por
MALDI-TOF MS se seleccionaron diez aislamientos clinicos de Escherichia coli y
Klebsiella spp., algunos de ellos productores de p-lactamasa. Las bacterias se cultivaron
durante la noche en agar chocolate (BD) y se inocularon por triplicado, a una
concentracion de 108 UFC/ml, en Eppendorf que contenian BHI con una alta
concentracion de CRO (1, 2, 4 y 8 mg/ml). Los viales se incubaron durante 2 h a 36°C en
aire con 5% de CO:2 en una incubadora Heracell 240i para su posterior analisis por
MALDI-TOF MS.

Del mismo modo que en el primer trabajo (Torres I. J Med Microbiol 2017), en
este, se simularon bacteriemias para evaluar los enfoques metodoldgicos a partir de
aislamientos clinicos de Escherichia coli y Klebsiella spp. cuya sensibilidad o resistencia
a Ceph3 se habia determinado previamente mediante microdilucion en caldo y analisis
gendtipico. Las cepas de referencia E. coli ATCC 25922 y K. pneumoniae ATCC 25955
(no productoras de B-lactamasa) y E. coli ATCC 35218 y K. pneumoniae ATCC 700603
(productoras de B-lactamasa) se utilizaron como controles.

IV.6.1 Procesamiento de hemocultivos positivos

Siguiendo el protocolo previamente descrito en el primer articulo (Torres I. J Med
Microbiol 2017) se procedi6 a la validacion in vivo del método. Para ello, se transfirié un
volumen total de 50 pl de sangre del hemocultivo positivo en 450 ul de BHI precalentado
que contenian (prueba) o no (control) CRO. Las suspensiones bacterianas se incubaron a
36°C en aire con 5% de CO2 en una incubadora Heracell 240i 2 h y se obtuvieron
sedimentos bacterianos, previo paso por una centrifugacion a 13.000 rpm durante 2 min,
que se usaron para el analisis por MALDI-TOF MS.

Los viales Eppendorf de prueba que contenian CRO se prepararon previamente y

criopreservaron a -20°C hasta un méaximo de un mes. Confirmamos que el
almacenamiento durante este periodo no afecto a la estabilidad del antibi6tico.
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IV.6.2 Anélisis MALDI-TOF MS

El analisis MALDI-TOF MS para la identificacion y la obtencién de los espectros
se llevo a cabo del mismo modo que en el primer trabajo, previamente detallado.

Los criterios para la caracterizacion de una especie bacteriana resistente o sensible
a Ceph3 fueron la identificacién exitosa en al menos dos de las tres réplicas para las
especies resistentes y la no identificacion para las especies susceptibles.

IV.6.3 Deteccion de BLEE mediante técnica inmunocromatografica

El NG-Test CTX-M MULTI es un inmunoensayo de flujo lateral que permite la
deteccién de BLEE tipo CTX-M pertenecientes a los grupos 1, 2, 8, 9y 25, que incluyen
los mas comunes B-lactamasas para Enterobacterias en nuestro medio CTX-M 14 y 15.
Para su realizacion se utilizd el sedimento bacteriano restante de los viales control,
siguiendo las instrucciones del fabricante (51).

I1V.6.4 Estudios de sensibilidad antibiética y analisis genotipico

Los estudios de sensibilidad antibidtica de los aislados utilizados en los
experimentos preliminares y en la validacion se realizaron mediante microdilucion en
caldo utilizando el panel MicroScan NM44 (Beckman Coulter) y se interpret6 de acuerdo
con las guias EUCAST.

El anlisis genotipico para la caracterizacion del gen de resistencia antimicrobiana
de los aislados bacterianos resistentes a Ceph3 utilizados para la validacién del método
se realizd mediante el kit Antimicrobial Resistance (AMR) Direct Flow Chip (Master
Diagnostica, Granada, Spain). Esta tecnologia se basa, de manera resumida, en la
amplificacion de dianas de ADN, mediante una reaccion de PCR multiplex, y la posterior
hibridacién reversa sobre una membrana que contiene sondas especificas.

Especificamente, el ensayo AMR puede detectar carbapenemasas de clase A,
incluidas GES (variantes alélicas 1 a 26), SME (1 a 5), KPC (1 a 23), NMC/IMI (1 a 9),
clase B carbapenemasas que incluyen SIM, GIM (variantes alélicas 1 y 2), SPM, NDM
(variantes alélicas 1 a 16), VIM (1-46), IMP (22 variantes alélicas), carbapenemasas de
clase D, incluidas las similares a OXA23 (14 variantes alélicas), similar a OXA 24 (7
variantes alélicas), similar a OXA48 (4 variantes alélicas), similar a OXA51 (67 variantes
alélicas), similar a OXA58 (4 variantes alélicas), ESBL blaSHV (las variantes alélicas
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detectadas incluian el mutante G238S de SHV y E240K genes SHV-5-), ESBL blaCTX-
M (las variantes alélicas detectadas no son reveladas por el fabricante).

El analisis se realiz a partir de colonias bacterianas aisladas recuperadas de los
hemocultivos positivos durante la fase de evaluacidn prospectiva del estudio, segtn lo
descrito previamente (61).

Blood culture
flagged as
positive

il

_t_

- MALDI-TOF
50 L 450 pL

—— —
ceftriaxone control i -
2mg/ml 3 min pellet
13000rpm
2h incubation Immunochromatography

37°C
Figura I'V-1. Diagrama de flujo que representa el proceso operativo para evaluar el rendimiento del método
basado en MALDI-TOF MSy el ensayo inmunocromatografico de flujo lateral (NG-Test CTX-M MULTI)
para la deteccion de resistencia a cefalosporinas de 3% generacion en Escherichia coli y Klebsiella spp. de
hemocultivos positivos.

IVV.7 Analisis MALDI-TOF MS de perfiles protedmicos de muestras de LCR

La precipitacion de las proteinas totales de las muestras de LCR procesadas en el
Articulo VI (Torres I. Eur J Clin Microbiol 2018) se llevé a cabo siguiendo un protocolo
descrito en otro trabajo (62). El proceso consistié en trasferir 100 ul de LCR a 400 pl de
metanol y centrifugar la mezcla durante 10 segundos. Seguidamente, se afiadieron 100 pl
de cloroformo y tras una nueva centrifugacion de 10 s, se agregaron 300 pl de agua
destilada. Después de un vorteo intenso, se centrifugé la mezcla a 9000 x g durante 1 min
obteniendo asi tres fases. La fase acuosa superior fue retirada con cuidado y a la solucion
resultante se le afiadieron 300 pl de metanol para ser posteriormente centrifugada durante
2 min. Se elimind el sobrenadante y el sedimento de proteinas se resuspendio con 10 ul
de &cido férmico 70% y 10 ul de acetonitrilo al 99,9% (ambos de Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemania).

Para el anélisis MALDI-TOF MS de los precipitados de proteinas se colocé 1 pl
en la placa de 96 pocillos, realizando siete replicados por cada muestra. Una vez seco, se
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recubrié con 1 pL de solucion de matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (5 mg/ml en
acetonitrilo al 50% y acido trifluoroacético al 0,1%).

Los espectros se obtuvieron en un rango de bajo peso molecular (2-20 kDa)
utilizando el software FlexControl (v.3.4.135.0) tras el modo automaético de iones
positivos lineales con una frecuencia de laser de 60 Hz y 240 disparos de laser en pasos
de 40 disparos. Cada replica se adquirié por triplicado obteniendo un total de 21 espectros
por muestra. El software FlexAnalysis (v.3.4.76.0) se utilizd para la visualizacion de los
espectros y la eliminacion de la interferencia de alta y baja frecuencia realizando un pre-
procesamiento mediante el filtro de suavizado de Savitzky-Golay y la correccién de linea
de base. Con objeto de asegurar la reproducibilidad de los resultados, solo se incluyeron
en el estudio las muestras con al menos 15 espectro, como se recomienda en un trabajo
anterior (63).

Las listas de picos se procesaron utilizando el software Mass-Up (64) obteniendo
espectros de consenso gque contenian solo los picos presentes en el 75% de las réplicas y
siguiendo los criterios MALDIquant (valor de tolerancia para considerar dos picos iguales
establecidos en 0,002 ppm).

1\V.8 Definiciones

Se definié episodio significativo de bacteriemia aquel que evidenciaba la
presencia de una determinada especie bacteriana creciendo en dos frascos de hemocultivo
extraidos en un méximo de 1 hora.

Se considerd pacientes con sospecha de enfermedad neuroldgica aquellos que
presentaban sintomas o signos tales como, meningitis aseptica, sindrome convulsivo,
fiebre, dolor de cabeza o encefalitis.

1VV.9 Analisis estadistico

Las diferencias entre medias y medianas se compararon mediante el uso de la
prueba de T- Student o U-Mann-Whitney. Las variables categdricas se analizaron
mediante la estadistica Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher cuando correspondia.
Los analisis de concordancia entre variables cualitativas se efectuaron mediante el
estadistico Kappa. La seleccion de picos diferenciales de MALDI-TOF MS se realizo
mediante regresion logistica por pasos hacia atras siguiendo el criterio de informacion de
Akaike. La probabilidad estimada se calcul6 utilizando la ecuacion P=1/(1+e)-(a+px) a
partir de los coeficientes de regresion del modelo de regresion logistica. Se informaron
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valores de P bivariados; se consider6 que un valor de P era estadisticamente significativo
cuando era igual o inferior a 0,05. Los analisis estadisticos se realizaron con SPSS versién
20.0 (SPSS, Chicago, IL, EE. UU.).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de esta tesis se encuentran estructurados en cuatro partes,
correspondientes a los cuatro objetivos presentados anteriormente. En primer lugar, se
presentan los resultados relacionados con el desarrollo de un nuevo método de
identificacion bacteriana rapida de hemocultivos positivos por MALDI-TOF MS. En
segundo lugar, se presentan los resultados relacionados con la evaluacion del valor
potencial afiadido de utilizar el nuevo método de identificacién bacteriana rapida por
MALDI-TOF MS a la informacién proporcionada por la tincion de Gram para adaptar la
terapia antibidtica en pacientes de riesgo con cuadros de bacteriemia. En tercer lugar, se
presentan los resultados obtenidos tras la optimizacién del método de identificacion
bacteriana rapida de hemocultivos positivos como método fenotipico para predecir la
susceptibilidad antibiotica a Ceph3 para Escherichia coli y Klebsiella spp., asi como la
evaluacion comparativa en paralelo del funcionamiento de la técnica
inmunocromatografica NG-Test CTX-M MULTI. En cuarto y ultimo lugar, se presentan
los resultados obtenidos de la investigacién de un perfil proteémico del LCR por MALDI-
TOF MS que esté especificamente asociado con la meningitis/encefalitis por Enterovirus.

V.1 Desarrollo de un nuevo método para la identificacion rapida de bacterias
directamente de hemocultivos positivos (Articulo I)

V.1.1 Simulacion de bacteriemias

Razonamos que el enriquecimiento de un pequefio volumen de sangre de
hemocultivos positivos en un medio liquido altamente nutritivo (BHI) podria acortar el
tiempo para obtener una identificacion exitosa por MALDI-TOF MS con respecto a la
incubacion corta en medio sélido agar sangre. Con objeto de probar este enfoque
metodologico, llevamos a cabo estudios preliminares realizando la simulacion de
bacteriemias inoculando en frascos de hemocultivos aerobios y anaerobios 5 bacilos
Gram-negativos (Escherichia coli, n=3, Klebsiella pneumoniae, n=1, Enterobacter
aerogenes, n=1) y 5 Staphylococcus aureus. Evaluamos ambos procedimientos tras el
precultivo a diferentes tiempos (30, 90, 180 y 240 min). Como se observa en la tabla V.1,
los aislados de Enterobacterias y Staphylococcus aureus se identificaron antes mediante
el método de enriquecimiento en BHI. Concretamente, se identificaron 4 Enterobacterias
tras 30 min de incubacion con BHI y 3 mediante la incubacion en agar sangre, mientras
que para los Staphylococcus aureus fue de 5y 2 a los 90 min de incubacion en BHI y
agar sangre, respectivamente. Independientemente del método utilizado, se necesitaron
90 minutos de incubacién para conseguir la identificacion de Enterobacterias y 180
minutos para los aislamientos de Staphylococcus aureus.
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Tabla V.1. Namero de aislados correctamente identificados mediante MALDI-TOF MS

(%)
Especie Precultivo en medio liquido Precultivo en medio sélido
bacteriana (tiempo) (tiempo)
(nimero de 30 90 180 240 30 90 180 240
aislados) min min min min min min min min
- 10 10
Total (n=10) 4 (40) (100) - - 4 (40) | 7(70) (100) -
BGN (n=5) 4(80) | .2 i - [ 360) | > i i
(100) (100)
Escherichia coli 2 3 2 3
(n=3) (66,7) | (100) i i (66,7) | (100) i i
Klebsiella 1 L
pneumoniae - - - - - -
1 1
(=1} (100) (100)
Enterobacter 1 0(0 1
aerogenes (n=1) | (100) i i i ©) (100) i i
CGP (n=5) 0@ | > i - 1o | 2¢0) | 2 i
(100) (100)
Staphylococcus 5 5
aureus (n=5) 0(0) (100) i i 1(20) | 2(40) (100) i

BGN, bacilos Gram-negativos; CGP, cocos Gram-positivos

V.1.2 Identificacion de especies bacterianas aisladas en hemocultivos
positivos de rutina siguiendo diferentes protocolos

Para el analisis prospectivo de los experimentos que se describen a continuacién
se utilizaron un total de 84 hemocultivos positivos monomicrobianos. De estos, 40 fueron
frascos aerobios, 38 anaerobios y 6 pediatricos. La distribucion de grupos bacterianos se
representa en la figura V.1:
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Figura V-1. Distribucion por grupos bacterianos de los aislamientos cultivado en hemocultivos positivos
incluidos en el estudio.

Como se muestraen la tabla V.2, todas las bacterias se identificaron correctamente
a nivel de especie mediante MALDI-TOF MS mediante el protocolo de rutina de
diagnostico de bacteriemias. EI método comercial MALDI Sepsityper kit no logro
identificar 29 (34,6%) a nivel de especie destacando los Staphylococcus spp. coagulasa
negativo (SCN), Streptococcus pneumoniae y Acinetobacter baumanni. Solo en 5 de
estos 29 se obtuvo una identificacion a nivel de género (Streptococcus spp., Enterobacter
spp., Acinetobacter spp., Pseudomonas spp. y Listeria spp.).

El precultivo en BHI obtuvo resultados ligeramente superiores que el precultivo
en agar sangre durante una incubacion de hasta 4 horas. De hecho, el método BHI pudo
identificar todas las especies bacterianas excepto 7 (8,4%) (Acinetobacter baumannii,
n=1, SNC, n=2, Staphylococcus aureus, n=1, Streptococcus pneumoniae, n=2 y
Abiotrophia defectiva, n=1), mientras que el método de agar sangre no consiguio
identificar 9 (10,8%) especies bacterianas que en 8 casos se trato de cocos Gram-positivos
y, como era de esperar, Bacteroides vulgatus.

Tabla V.2. Identificacion correcta de bacterias cultivadas en frascos de hemocultivos mediante MALDI-
TOF MS utilizando diferentes protocolos

Numero de aislados correctamente identificados (%)
Especie bacteriana Precultivo en Precultivo en Sepsityper Subeultivo de
(namero de aislados) medio liquido | mediosélido | MALDI kit | "tinaenagar
chocolate
Total (n=84) 77 (91,6) 75 (89,2) 55 (65,4) 84 (100)
Enterobacterias (n=33) 33 (100) 33 (100) 28 (84,8) 33 (100)
Escherichia coli (19) 19 (100) 19 (100) 17 (89,5) 19 (100)
Klebsiella pneumoniae (4) 4 (100) 4 (100) 3(75) 4 (100)
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Enterobacter cloacae (2) 2 (100) 2 (100) 1 (50) 2 (100)
Proteus mirabilis (2) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100)
Klebisella oxytoca (1) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Klebisella variicola (1) 1 (100) 1 (100) 0(0) 1 (100)
Enterobacter aerogenes (1) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Citrobacter freundii (1) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Serratia liquefaciens (1) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Serratia marcescens (1) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
BGNNF (7) 6 (85,7) 7 (100) 3(42,8) 7 (100)
Acinetobacter baumannii (4) 3(75) 4 (100) 1(29) 4 (100)
Pseudomonas aeruginosa (2) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100)
Pseudomonas putida (1) 1 (100) 1 (100) 0(0) 1(100)
Otros BGN (1) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Campyolobacter coli (1) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Anaerobios (1) 1 (100) 0 (0) 1 (100) 1(100)
Bacteroides vulgatus (1) 1 (100) 0(0) 1 (100) 1 (100)
Staphylococcus spp. (26) 23 (88,5) 21 (80,8) 13 (15,5) 26 (100)
Staphylococcus epidermidis (11) 10 (90,9) 7(63,6) 3(27.3) 11 (100)
Staphylococcus aureus (7) 6 (85,7) 7 (100) 6 (85,7) 7(100)
Staphylococcus hominis (7) 6 (85,7) 6 (85,7) 3(42,8) 7 (100)
Staphylococcus haemolyticus (1) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1(100)
Streptococcus/Enterococcus spp. (15) 12 (80) 12 (80) 9 (60) 15 (100)
Enterococcus faecalis (6) 6 (100) 6 (100) 5(83.3) 6 (100)
Streptococcus pneumoniae (4) 2 (50) 3 (75) 1(25) 4 (100)
Streptococcus agalactiae (2) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100)
Streptococcus oralis (1) * 1 (100) 0(0) 0(0) 1(100)
Enterococcus faecium (1) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Abiotrophia defectiva (1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
BGP (1) 1 (100) 1 (100) 0 (0) 1 (100)
Listeria monocytogenes (1) 1 (100) 1 (100) 0(0) 1 (100)

BGNNF, bacilos Gram-negativos no fermentadores; BGN, bacilos Gram-negativos; BGP, bacilos Gram-positivos;
*Identificado como Streptococcus mitis/oralis por MALDI-TOF MS
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Todos los aislamientos bacterianos a excepcién de un Streptococcus oralis fueron
identificados a nivel de especie mediante los métodos de precultivo a corto plazo. La
identificacion para este caso dio como resultado Streptococcus mitis/oralis con un score
de 1,83 que, por fines analiticos, se considerd correcta a nivel de especie.

V.1.3 Efecto del precultivo en medio liquido BHI en la reduccion del tiempo
para una identificacion exitosa mediante MALDI-TOF MS

A continuacion, evaluamos el tiempo requerido para una identificacion exitosa a
nivel de especie mediante MALDI-TOF MS después de un precultivo en BHI o en agar
sangre. Como se observa en la figura V.2, el tiempo medio de incubacion para la
identificacion exitosa fue mas corto cuando se realizaron precultivos en BHI (el tiempo
medio para los bacilos Gram-negativos fue de 78,2 min en BHI y de 108,2 min en agar
sangre, P=0,045); el tiempo medio para cocos Gram-positivos fue de 128,5 min en BHI
y de 169,6 min en agar sangre, P=0,013).
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Figura VV-2. Tiempo medio de incubacion en caldo cerebro-corazon (BHI) y agar sangre para identificacion
exitosa de bacilos Gram-negativos (BGN) y cocos Gram-positivos (CGP).

Este hallazgo se extendié a la mayoria de aislados bacterianos incluidos en el
estudio, como muestra la tabla V.3. De hecho, el precultivo en agar sangre solo supero al
de BHI para Pseudomonas putida, Acinetobacter baumannii y Staphylococcus
haemolyticus.
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Tabla V.3. Identificacién correcta de bacterias cultivadas en frascos de hemocultivos mediante MALDI-
TOF MS después del precultivo en caldo cerebro-corazén o agar sangre

Espepie NuUmero de aislados correctamente identificados (%)
bacteriana Precultivo en medio liquido (tiempo) Precultivo en medio sélido (tiempo)
(ndmero de
aislados) 30min | 90min | 180 min | 240 min | 30 min | 90 min | 180 min 240 min
_ 29 52 71

Total (n=84) (345) (61.9) (84.5) 77 (91,6) | 12 (14,3) | 37 (44) | 60(71,4) | 74(88,1)
Enterobacterias 21 11 26
(n=33) (63.6) 31(93,9)| 33(100) - (33.3) (78.9) 32(96,9) | 33(100)
Escherichia coli 15 15
(19) (78.9) 18 (94,7) | 19 (100) - 7 (36,8) (78.9) 19 (100) -
Klebsiella
pneumoniae (4) 2(50) | 4(100) - - 2 (50) 4 (100) - -
Enterobacter
cloacae (2) 1 (50) 2 (100) - - 1 (50) 2 (100) - -
l(32r)oteus mirabilis 2 (100) ) ) ) 0(0) 1(50) 2 (100) )
a')ebise”a otoca | o) | 1(00) | - ; 00 | 0@ | 0@ | 100
Klebisella
variicola (1) 0(0) 1 (100) - - 0 (0) 1 (100) - -
Enterobacter
aerogenes (1) 1 (100) B B B 1 (100) B B B
Citrobacter
freundii (1) 0(0) 1 (100) - - 0(0) 1 (100) - -
Serratia
liquefaciens (1) 0 (0) 0(0) | 1(100) - 0 (0) 0 (0) 1 (100) -
Serratia
marcescens (1) 0 (0) 1 (100) - - 0(0) | 1(100) - -
BGNNF (7) 1(143) | 1(14,3) | 4(57.1) | 6(85,7) 0(0) |1(143) | 4(57,0) 7 (100)
Acinetobacter 0(0) 0(0) 2 (50) 1(75) 0(0) 0 (0) 3(75) 4 (100)
baumannii (4)
Pseudomonas
aeruginosa (2) 1 (50) 1 (50) 1 (50) 2 (100) 0(0) 0(0) 1 (50) 2 (100)
Pseudomonas
outida (1) 0 (0) 0 (0) 1 (100) - 0(0) | 1(100) - -
Otros BGN (1) 0 (0) 0 (0) 1 (100) - 0(0) 0 (0) 0 (0) 1 (100)
Campylobacter 0

- 0) 0(0) 1 (100) - 0(0) 0(0) 0(0) 1 (100)
coli (1)
Anaerobios (1) 0 (0) 1 (100) - - 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0)
Bacteroides 00 | 1(100) ) ] 00) | 00 0(0) 0(0)
vulgatus (1)
Ss;?)prggcoccus 3(11,1) | 7(259) | 19(70,4)| 23(885)| 0(0) | 3(11,1) | 12(44,5) | 20 (76,9)
Staphylococcus 10
epidermidis (11) 0(0) | 3(27.3) | 7(63,7) (90.9) 0 (0) 0 (0) 4(36,4) | 7(83,7)
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Staphylococcus
aureus (7) 3(428) | 4(57,1) | 6(857)| 6(857) | 0(0) |2(285) | 4(571) | 7(100)
Staphylococcus
hominis (7) 0(0) 0(0) 6(857)| 6(857)| 0(0) 0(0) 4 (66,6) 6 (85,7)
Staphylococcus

hasmolyticus (1) 0 (0) 0 (0) 000 | 1(100) | 0() | 1(100) - -

Streptococcus/

Enterococcus 4(28,5) | 11(73,3)| 12(80) 12 (80) 1(7,1) | 6(40,8) | 11(73,3) 12 (80)
spp. (15)

Enterococcus

faecalis (6) 1(66,6) | 5(833) | 6(100) - 0(0) |[2(333)| 5(833) | 6(100)
Streptococcus

pneumoniae (4) 1(28) | 2(80) | 2(50) | 2(50) 0(0) 1(25) | 3(75) 3(75)
Streptococcus

agalactiae (2) 1(50) | 2(100) - - 1(50) | 2 (100) ; .
Streptococcus

oralis (1) * 0(0) 1(100) - - 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0)
Enterococcus

faecium (1) 1(100) - - - 00 | 00 | 1(w00 ;
Abiotrophia

defectiva (1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
BGP (1) 00) | 1000 | - - 00 | 00 | 0@ | 1(00
Listeria

monocytogenes 0 (0) 1 (100) - - 0(0) 0(0) 0 (0) 1 (100)
1)

BGNNF, bacilos Gram-negativos no fermentadores; BGN, bacilos Gram-negativos; BGP, bacilos Gram-positivos;
*dentificado como Streptococcus mitis/oralis por MALDI-TOF MS

Sorprendentemente, el precultivo durante 30 min en BHI permitio identificar con
éxito el 63,3% de las Enterobacterias frente al 33,3% cuando se realizo el precultivo en
agar sangre, y en especial, Escherichia coli (78,9 vs. 36,8%). Después de 90 min, el 93,9%
de las Enterobacterias se identificaron correctamente frente al 78,8% después del
precultivo en agar sangre. Ademads, en general, el precultivo en BHI aceleré la
identificacion de la mayoria de los aislamientos de Staphylococcus spp., Streptococcus
spp. y Enterococcus spp, asi como de Listeria monocytogenes que se identifico
correctamente después de un precultivo de 90 min en BHI, mientras que requirio 240 min
cuando se realizé un precultivo en agar sangre.

Independientemente de si el precultivo se realiz6 en BHI o en agar sangre, el
tiempo para la identificacion exitosa de las especies de bacterias Gram-positivas fue mas
largo que el de los bacilos Gram-negativos, y entre estos Ultimos, los bacilos Gram-
negativos no fermentadores y los bacilos exigentes Campylobacter coli requirieron
tiempos de precultivo mas prolongados que las Enterobacterias. Cabe destacar que todos
los métodos comparados no lograron identificar correctamente uno o méas de los
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aislamientos de Streptococcus pneumoniae, SNC y Abiotrophia defectiva incluidos en el
estudio. Como se muestra en la tabla V.4, el tiempo hasta la identificacion exitosa de
especies bacterianas (tanto Gram-negativas como positivas) por MALDI-TOF MS
después de un precultivo a corto plazo en BHI estuvo directamente relacionado con el
tiempo hasta la positividad del hemocultivo.

Tabla V.4. ldentificacion correcta de bacterias mediante MALDI-TOF MS
después del precultivo en caldo cerebro-corazén y tiempo de positividad del

hemocultivo

Especies bacterianas identificadas con éxito | Tiempo hasta la positividad del
después del precultivo en caldo cerebro- hemocultivo de BGN/CGP: media
corazén en diferentes tiempos (nimero de de horas (rango)

aislados)

30 min (29) 11,6 (5,1-14,3)/13,3 (9,6-16,6)

90 min (52) 14,3 (8,5-33,5)/13,2 (6,7-23,9)
180 min (71) 17,8 (8,41-27,8)/20,2 (8,0-29,3)
240 min (77) 16,5 (11,7-21,3)/28,8 (20,0-41,1)

BGN, bacilos Gram-negativos; CGP, cocos Gram-positivos
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El objetivo del articulo | (Torres 1. J Med Microbiol 2017) consistio en investigar
si el precultivo de hemocultivos positivos en un medio liquido altamente nutritivo (BHI)
acortaria aun mas el tiempo para la identificacién exitosa de bacterias por MALDI-TOF
MS. El uso de esta tecnologia para la identificacion rapida y directa del agente causal de
la bacteriemia conduce a una reduccion en el tiempo requerido para la optimizacién de la
terapia antimicrobiana y el uso excesivo de antibioticos, asi como la duracion de la
estancia hospitalaria y sus costes asociados y, por supuesto, impacta en la morbi-
mortalidad del paciente (27).

Tras el desarrollo de un método basado en la incubacion corta de hemocultivos
positivos en medio liquido, observamos que, en general, este precultivo en BHI previo al
procesamiento por MALDI-TOF MS supera en términos de identificacion exitosa y
rapidez tanto al MALDI Sepsityper kit como al precultivo en medio sélido, métodos
actualmente disponibles.

Son varios los trabajos en los que, como nosotros, se observa un menor
rendimiento del MALDI Sepsityper kit (18,65), especialmente para cocos Gram-
positivos, con respecto a otros métodos de identificacion rapida. El enriquecimiento con
BHI logro la identificacion correcta a nivel especie del 91,6% de los hemocultivos
positivos frente al 65,4% para el método basado en la extraccion de proteinas. Nuestro
método obtuvo mejor rendimiento que este tanto para bacilos Gram-negativos como para
cocos Gram-positivos.

Mediante el método de precultivo en medio solido se logré identificar
correctamente el 89,2% de los aislamientos, un resultado ligeramente menor al obtenido
tras la incubacion en medio liquido. Este rendimiento es superior al informado por otros
estudios (19,66), en los que no se superaba el 85%. Sin embargo, el uso de diferentes
instrumentos, procesamientos de muestra, analisis MALDI-TOF MS vy reglas de
interpretacion hace dificil la comparacion entre todos estos trabajos. Al igual que en
nuestro estudio, como era esperable, los resultados de identificacion fueron mejores para
las bacterias Gram-negativas que para las Gram-positivas.

Se cree que el rapido aumento de la biomasa bacteriana producida por la
incubacion en un medio liquido altamente nutritivo esta relacionado con una reduccién
en el tiempo requerido para alcanzar una identificacion exitosa a nivel de especie. Esto
ya fue postulado por primera vez por Kroumova, et al. (67), quienes combinaron el
precultivo en medio liquido como paso previo a un protocolo de extraccion de proteinas
con etanol y &cido formico identificando correctamente la mayoria de los aislamientos
con un tiempo promedio de 3 horas. Nosotros observamos que el precultivo en BHI redujo
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notablemente el tiempo para lograr una identificacion exitosa a nivel de especie tanto para
bacilos Gram-negativos, especialmente en Enterobacterias, como para cocos Gram-
positivos con respecto al precultivo en agar sangre. La combinacion con un método de
extraccion de proteinas podria aumentar ain mas el rendimiento de nuestro método, como
ya mostraron en algun trabajo (18), donde utilizaron como paso previo el cultivo en medio
solido. Sin embargo, esto aumentaria la complejidad del método y su tiempo de
manipulacion.

La principal ventaja de nuestro nuevo enfoque metodolégico, ademas de su
simplicidad, es su velocidad para identificar correctamente las especies bacterianas de
hemocultivos positivos. Esto significa un impacto clinico potencial que se pueden ver
maximizado en aquellos centros que tengan una atencion 24/7 y que realicen la prueba
nada mas se marque como positivos el hemocultivo.

La seleccién de los hemocultivos positivos que potencialmente se pueden
beneficiar de este enfoque seria una estrategia adecuada para incorporarlo a la rutina de
los laboratorios. En este aspecto, nosotros observamos que la identificacion correcta a
nivel de especie después del precultivo en BHI durante 30 minutos se logré en aquellos
hemocultivos que tuvieron un tiempo de positividad inferior a 16,6 horas, por lo que
proponemos utilizar este parametro como estrategia de identificacion bacteriana de rutina
en los laboratorios. Aquellos hemocultivos positivos que superaban las 16,6 horas
prolongaban hasta 4 horas la incubacion en BHI para lograr la identificacion exitosa.

Indudablemente el tamafio muestral de los hemocultivos positivos es
relativamente pequefio, pese a que la mayoria de las especies cominmente involucradas
en las infecciones del torrente sanguineo estuvieron representadas en nuestra serie.
Ademas, otra limitacion de nuestro enfoque metodoldgico es su menor rendimiento para
la identificacion de varias especies bacterianas (Acinetobacter baumannii, ciertos SNC,
Abiotrophia defectiva y Streptococcus pneumoniae) que probablemente requeririan
mayores tiempos de incubacion. Por ultimo, nuestro método solo se ha probado para
hemocultivos con una Unica especie bacteriana, por lo que desconocemos su
funcionamiento en el contexto de infecciones polimicrobianas.

En conclusion, nuestro método de precultivo en BHI de hemocultivos positivos
supera en rapidez y éxito en la identificacion directa por MALDI-TOF MS al kit MALDI
Sepsityper y al precultivo en medio sélido. En este sentido, nuestro método necesita mas
estudios prospectivos para validarlo y medir su impacto clinico potencial en el manejo de
las infecciones bacterianas del torrente sanguineo.
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V.2 Evaluacion del valor potencial de agregar una identificacion bacteriana
rapida por MALDI-TOF MS a la informacion proporcionada por la tincion de
Gram en la adaptacion de la terapia antibidtica empirica en pacientes con
bacteriemia ingresados en salas oncohematoldgicas y de cuidados intensivos
(Articulo 1)

Una vez integrado en la rutina de trabajo del laboratorio nuestro método de
precultivo en medio liquido para la identificacion rapida de hemocultivos positivos por
MALDI-TOF MS, evaluamos mediante un estudio cuasi-experimental pre-post el valor
afiadido de la informacién suministrada por la identificacién a la proporcionada por la
tincion de Gram en la adaptacion de los regimenes de antibioterapia empirica en pacientes
con bacteriemia pertenecientes a grupos de riesgo.

Se incluyeron un total 70 episodios de bacteriemia monomicrobiana de pacientes
Gnicos tanto para el grupo pre- como para el grupo post-MALDI-TOF MS. Como se
observa en la tabla V.5, los pacientes incluidos fueron seleccionados en base a
caracteristicas clinico-demograficas, ingreso, fuente y foco probable de la bacteriemia.

Tabla V.5. Caracteristicas clinico-demograficas de los pacientes incluidos en el estudio

Parametro Fase pre-MALDI- Fase post-MALDI- p
TOF MS n° (%) TOF MS n° (%)
Edad Mediana (Rango) 65 (67) 64 (67) 0,52
Sexo
Hombre 46 (56,1) 36 (41,4 0.09
Mujer 24 (43,9 34 (58,6) '
Indice Charlson (>3) 56 (80,0) 59 (84,3) 0,50
Servicio
Onco-hematologia 39 (55,7) 43 (61,4) 0,56
Unidad cuidados intensivo 31 (54,3) 27 (39,6)
Adquisicién
Nosocomial 55 (78,6) 63 (90,0) 0.07
Comunitaria 15 (21,4) 7 (10,0 ’
Gravedad
Bacteremia 40 (57,1) 52 (74,2)
Sepsis 5(7,1) 4(57) 0,1
Shock séptico 25 (35,7) 14 (20,0)
Foco de la bacteriemia
Desconocido 27 (38,6) 34 (58,6)
Abdominal 6 (8,6) 9(12,9)
Respiratorio 12 (17,1) 5(7,1) 0.183
Hepato-biliar 9(12,9) 12 (17,1) '
Asociado a catéter 7 (10,0) 2 (2,9
Urinario 9(12,9) 8 (11,4)
Factores de riesgo para SARM 37 (52,9) 35 (50,0) 0,73
Factores de riesgo para
Enterobacterias productoras de 56 (80,0) 56 (80,0) 1,00
BLEE/Pseudomonas aeruginosa MR

BLEE, p-lactamasa de espectro extendido; SARM, Staphylococcus aureus resistente a meticilina;
MR, Multirresistente
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En busca de que los dos grupos fueran lo mas homogéneos posible también se
tuvo en cuenta la bacteria involucrada en el proceso infeccioso (P=0,97). Como se
muestra en la tabla V.6, las Enterobacterias fueron las bacterias mas representadas en
ambos periodos (68,8% y 67,1%), seguidas por lo bacilos Gram-negativos no
fermentadores, en especial representados por Pseudomonas aeruginosa y, por ultimo, los
cocos Gram-positivos, principalmente Enterococcus spp. En ambos periodos del estudio,
el 35% de las Enterobacterias eran productoras de BLEE y el 4% hiperproductores de (-
lactamasa de tipo ampC. Hubo cuatro y tres Pseudomonas aeruginosa MDR y XDR en
los periodos pre- y post-MALDI-TOF MS, respectivamente. Solo se incluyé un
Staphylococcus aureus resistente a meticilina y no hubo ningln Enterococcus spp.
resistente a glucopéptidos.

Tabla V.6. Bacterias causantes de la bacteriemia en los periodos pre- y post-
MALDI-TOF MS

Especies bacterianas Fase pre-MALDI- | Fase post-MALDI-
TOF MS n° TOF MS n°
Enterobacterias 48 47
Escherichia coli 27 31
Klebsiella pneumoniae 12 10
Klebsiella oxytoca 2 2
Enterobacter cloacae 2 1
Serratia marcescens 3 2
Morganella morganii 1 0
Serratia liquefaciens 1 0
Citrobacter koseri 0 1
Bacilos Gram-negativos no
11 11
fermentadores
Pseudomonas aeruginosa 10 10
Acinetobacter baumannii 1 1
Cocos Gram-positivos 11 12
Enterococcus faecium 6 7
Enterococcus faecalis 3 2
Staphylococcus aureus 2 3

V.2.1 Impacto de la tincion de Gram frente a los resultados MALDI-TOF MS
en el ajuste de la terapia antibidtica empirica

Como se ha detallado previamente, dos especialistas en enfermedades infecciosas
categorizaron los tratamientos antibidticos empiricos recibidos por los pacientes como
correctos, mejorables o incorrectos, siendo comparables para los dos periodos de estudio
(P=0,45, P=0,57, P=0,87, respectivamente), como se muestra en la tabla V.7.
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Table V.7. Idoneidad del tratamiento antibidtico para las infecciones del torrente sanguineo
antes (empiricamente) y después de proporcionar los resultados de la tincién de Gram o
MALDI-TOF MS al médico prescriptor

Categorizacion del tratamiento antibidtico

Fase de estudio Correcto, n° | Mejorable, n°
(%) (%) Incorrecto, n° (%)

Pre-MALDI-TOF MS

Tratamiento antibi6tico empirico 12 (17,) 41 (58,6) 17 (24,3)
imeemmaols e | wgsn | mosn | 700
Post-MALDI-TOF MS

Tratamiento antibi6tico empirico 16 (22,9) 36 (51,4) 18 (25,7)

Tratamiento antibidtico tras los 19 (27.1) 41 (58,6) 10 (14,3)

resultados de la tincién de Gram
Tratamiento antibiotico tras los

resultados de la tincién de Gram y el 27 (38,6) 36 (51,4) 7 (10,0)

informe MALDI-TOF MS

Durante la fase pre-MALDI-TOF MS, los resultados de la tincién de Gram
llevaron a la modificacion de la terapia antibidtica en 19 (27,1%) pacientes. Como se
observa en la figura V.3, en 13 casos la infeccidn estuvo causada por Enterobacterias, en
3 por bacilos Gram-negativos no fermentadores y en el resto por cocos Gram-positivos.
El ajuste terapéutico fue la ampliacion del espectro antibi6tico en 15 casos y la
racionalizacion en los cuatro restantes (tabla V.8). Esto supuso un aumento de 41 a 52
pacientes que recibieron tratamientos antibioticos mejorables, mientras que los
tratamientos correctos se mantuvieron relativamente intactos (disminuy6 de 12 a 11
pacientes). Curiosamente, se redujo de 17 a 7 el nimero de pacientes que seguian
recibiendo un tratamiento antibi6tico incorrecto.

Fase pre-MALDI-TOF MS

-

o

o
:

EB BGNNF CGP
[ 11 T 1 Bl Correcto
B Megjorable

Incorrecto

Categorizacion del tratamiento
antibi6tico (%)
e 3% &8 3 %

tincién de Gram
tincién de Gram

empirico

empirico
Tras el informe de la
tincién de Gram

Tratamiento antibiético
empirico

Tras el informe de la

Tratamiento antibiético

Tras el informe de la

Tratamiento antibidtico

Figura V-3. Idoneidad de la terapia antibi6tica para la bacteriemia antes o después de los ajustes realizados
en base a los resultados de la tincion de Gram en la fase pre-MALDI-TOF MS segln el microorganismo
causante. EB, Enterobacterias; BGNNF, bacilos Gram-negativos no fermentadores; CGP, cocos Gram-
positivos.
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Tabla V.8. Ajustes de la terapia antibi6tica empirica realizados en base a la informacion proporcionada por la tincién de Gram en la fase pre-
MALDI TOF MS del estudio.

Factores de riesgo
para SARM/EB

Microorganismo

Antibioterapia

Antibioterapia posterior

Paciente Gravedad Foco de roductoras de (perfil de posterior a la tincion | a la identificacion por Ajuste
bacteriemia EEBL/MDR—XDR rer)istencia) de Gram MALDI TOF-MS antibidtico
P . (C/IN/M)/Razbén (C/IN/M)/Razén
. aeruginosa
i . . Enterobacter MEM + AMK +
52 Shock séptico | Desconocido No/Si cloacae (ampC) DAP (C) MEM + AMK (C) 1
53 Bacteremia | Desconocido Si/Si Enterococcus MEM (M)l EAR | MEM + TEC (M)/ EAR 2
faecium (WT)
MEM + AMK
54 Sepsis Abdominal SifSi Enterococcus | \yeER Cobertura | MEM * AMK + TEC 2
faecium (WT) . (M)/No se desescala.
inadecuada de CGP
. . . . Enterococcus
55 Bacteremia Respiratorio No/Si faecium (WT) MEM (M)/ EAR MEM + TEC (M)/ EAR 2
56 Bacteremia | Desconocido No/Si ESChe(”V\‘/’?')a coli TZP (M)/EAR TZP + AMK (M)/ EAR 2
57 | Shock séptico | Hepato-biliar No/Si ESC“‘E('{/'\?%& coli 1 cro (INyEESS TZP (M)/EESS 2
58 | Shockséptico | Urinario Si/No ESChe('{/'\‘/’%a coli | 17p (MyEESS ETP (M)/EESS 2
Escherichia coli MEM + AMK (IN)/ MEM + AMK + CST
59 Shock séptico | Desconocido Si/Si EER. Cobertura (M)/Nefrotéxico. CST 2
(WT) . ) .
inadecuada de CGP innecesario.
60 Shock séptico | Hepato-biliar No/Si Esche(U\(/:%a coli CIP (IN)/ EESS TZP + AMK (C) 2
. . Escherichia coli ETP (M)/EESS. Debio
61 Shock séptico Urinario No/No (BLEE) ETP + AMK (C) mantenerse AMK. 1

58



Escherichia coli MEM + TEC + MTZ | MEM + TEC + MTZ +
62 Sepsis Abdominal No/Si (BLEE) (M)IEAR. MTZ AMK (M)/No se 2
innecesario desescala.
_— ) . Klebsiella TZP + AMK + TEC
63 Bacteriemia | Desconocido No/Si oxytoca (WT) TZP + AMK)/EAR (M)/No se desescala. 2
- . . . Klebsiella AMC + VAN CAZ + VAN (M)/EER.
64 Bacteriemia Respiratorio No/Si pneumoniae (WT) (IN)/EER No se desescala. 2
_ . . Klebsiella TZP + AMK + TEC
65 Shock séptico | Abdominal No/Si oneumoniae (WT) ©) TZP + AMK (C) 1
Klebsiella TZP + TEC ETF}ECA('\,CA';I;OC;T *
66 Shock séptico | Desconocido No/Si pneumoniae (IN)/EER. Debio . 2
: desescala. Potencial
(BLEE) asociarse AMK L
nefrotoxicidad
S Asociado a s Morganella AMC + LVX
67 Bacteriemia catéter Si/Si morganii (WT) (IN)/EER TZP (M)/EAR 1
68 Bacteriemia | Respiratorio No/Si Pseqdomonas TZP (M)/EAR CAZ. + CIP (M)/CIP 2
aeruginosa (WT) innecesario.
N . . Pseudomonas MEM + AMK (M)/
69 Bacteriemia | Desconocido Si/Si aeruginosa (WT) MEM (M)/EAR EAR 2
Pseudomonas
70 Shock séptico | Respiratorio No/Si aeruginosa MEM (IN)/EESS ATM + CST (C) 2
(MDR)

1, Ajuste; 2, Ampliacidn de espectro; AMK, Amikacina; AZM, Azitromicina; BLEE, B-lactamasa de espectro extendido; C, Correcto; CGP, Cocos Gram-
positivos; CIP, Ciprofloxacino; CRO, Ceftriaxona; CST, Colistina; C/T, Ceftolozano/tazobactam; DAP, Daptomicina; EAR, espectro mas amplio de lo
requerido; EB, Enterobacterias; EER, espectro méas estrecho de lo requerido; EESS, espectro estrecho en shock séptico; ETP, Ertapenem; FOF,
Fosfomicina; IN, incorrecto; IPM, Imipenem; LZD, Linezolid; M, mejorable; MEM, Meropenem; SARM, Staphylococcus aureus resistente a meticilina;
SXT, Cotrimoxazol; TZP, Piperacilina/tazobactam; TGC, Tigeciclina; TEC, Teicoplanina; WT, wild-type; XDR, extremadamente resistente.
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En la fase post-MALDI-TOF MS las intervenciones en base a los resultados de la
tincion de Gram se redujeron a 9 (12,8%) con respecto a la fase pre-MALDI-TOF MS
(P=0,06), ampliando el espectro antibidtico en todos los casos (tabla V.9). Estas
modificaciones supusieron un aumento en el numero de pacientes que recibieron un
tratamiento correcto y redujeron el de los pacientes con un tratamiento incorrecto con
respecto a la etapa previa a MALDI-TOF MS. Como se observa en la tabla V.10, la
identificacion bacteriana rapida por MALDI-TOF MS condujo a ajustes adicionales en
18 pacientes de los cuales 11 tenian una bacteriemia causada por Enterobacterias, 4 por
bacilos Gram-negativos no fermentadores y 3 por cocos Gram-positivos (figura V.4),
realizando una ampliacion del espectro antibi6tico en todos los casos. Solo uno de estos
18 casos ya habia sufrido una modificacion previa con la informacion de la tincion de
Gram.

Fase post-MALDI-TOF MS

EB BGNNF CGP
| 10 11 1

Il Correcto
I Mejorable

Incorrecto

[
o
M

antibi6tico (%)
&

Categorizacién del tratamiento

20+

Tras el informe ]
MALDI-TOF MS

Tras el informe J
MALDI-TOF MS

empirico

empirico
Tras el informe
MALDI-TOF MS

Tratamiento antibiotico ]
empirico
Tras el informe dela
tincién de Gram
Tratamiento antibiotico
Tras el informe de la
tincién de Gram
Tratamiento antibiético ]
Tras el informe de la
tincién de Gram

Figura V-4. Idoneidad de la terapia antibiética para la bacteriemia antes o después de los ajustes realizados
en base a los resultados de la tincion de Gram y el informe MALDI-TOF MS en la fase post-MALDI-TOF
MS segun el microorganismo causante. EB, Enterobacterias; BGNNF, bacilos Gram-negativos no
fermentadores; CGP, cocos Gram-positivos.

60



Tabla V.9. Ajustes en la antibioterapia empirica realizados en base a la informacion proporcionada por la tincion de Gram en la fase post-
MALDI-TOF MS del estudio.

Factores de riesgo
para SARM/EB Antibioterapia Tratamiento antibidtico
Paciente Gravedad Foco de péﬁ%gt/?\;?s? Microorganismo (perfil de empirica empirico post-tincion de
bacteriemia gar P (C/IN/M)/Razoén Gram (C/IN/M)/Raz6n
XDR P. Resistencia)
aeruginosa
N . . . Acinetobacter baumannii TZP + LZD + LVX
62 Bacteriemia | Respiratorio No/ Si (XDR) (MYEAR MEM + TGC (C)
63 Bacteriemia | Hepato-biliar No/ Si Enterococcus faecium (WT) ETP (C) ETP+ clj‘ZD (M)/No se
esescala
64 Bacteriemia | Desconocido No/No Enterococcus faecium (WT) - (IN)/No tratamiento TZp +CLE§S§2:2/ No se
65 Bacteriemia | Desconocido No / Si Enterococcus faecium (WT) MEM (M)/EAR MEM + TEC (M)/EAR
66 Bacteriemia | Hepato-biliar No / Si Escherichia coli (WT) CIP (IN)/EER ETP (C)
67 Bacteriemia | Desconocido No / Si Escherichia coli (WT) MEM (M)/EAR MEM + AMK (C)
68 Bacteriemia | Hepato-biliar No/Si Escherichia coli (WT) TZP (C) ETP + AMK (C)
69 Bacteriemia | Desconocido No /Si Klebsiella pneumoniae (WT) CIP (IN)/ EER CIP + AMK (M)/2
L . o Pseudomonas aeruginosa IPM + AMK + DAP (M)/
70 Bacteriemia | Desconocido Si/Si (VIM) IPM + AMK (M)/EAR EAR. No se desescala.

aCefalosporinas de 3% 0 42 generacion se consideraron adecuadas.

AMK, Amikacina; AZM, Azitromicina; C, Correcto; CGP, Cocos Gram-positivos; CIP, Ciprofloxacino; CRO, Ceftriaxona; CST, Colistina; C/T,
Ceftolozano/tazobactam; DAP, Daptomicina; EAR, espectro mas amplio de lo requerido; EB, Enterobacterias; EER, espectro mas estrecho de lo requerido;
BLEE, B-lactamasa de espectro extendido; ETP, Ertapenem; FOF, Fosfomicina; IN, incorrecto; IPM, Imipenem; LZD, Linezolid; M, mejorable; MDR,
multirresistente; MEM, Meropenem; SARM, Staphylococcus aureus resistente a meticilina; SXT, Cotrimoxazol; TZP, Piperacilina/tazobactam; TGC,
Tigeciclina; TEC, Teicoplanina; WT, wild-type; XDR, extremadamente resistente.
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Tabla V.10. Ajustes antibi6ticos realizados en base a la identificacion bacteriana directa de hemocultivos mediante espectrometria de masas después
de la informacion proporcionada por la tincion de Gram en la fase post-MALDI-TOF MS.

Factores de riesgo
para SARM/EB

Microorganismo

Antibioterapia

Antibioterapia posterior a

. Foco de - . . posterior a la tincion la identificacion por
Paciente Gravedad bacteriemia EgrBoS/l;;gg;ng (perfil de resistencia) de Gram MALDI TOE-MS
P ) (C/IN/M)?/Razén (C/IN/M)/Razén
. aeruginosa
7 Bacteriemia Desconocido No/Si Enteroc?ggl%s) faecium CRO (IN)/EER CRO + TEC (M)/EAR
Enterococcus faecium MEM (IN)/EER.
8 Bacteriemia Abdominal No/ Si (WT) Cobertura MEM + LZD (M)/EAR
inadecuada de CGP
15 Bacteriemia Desconocido Si/No Escherichia coli (WT) | (IN)/No tratamiento. CIP + AZM (IN)/EER
17 Bacteriemia Desconaocido No/ Si Escherichia coli (WT) TZP (C) TZP + AMK (C)
TZP (M)/EER.
18 Shock séptico Abdominal Si/ Si Escherichia coli (WT) Debié asociarse TZP + AMK (C)
AMK.
19 Bacteriemia Desconocido No/ Si Escherichia coli (WT) TZP (C) TZP + AMK (C)
21 Bacteriemia Desconocido Si/ Si Escherichia coli (WT) TZP (C) MEM (C)
I . s Escherichia coli TZP + SXT TZP + SXT + FOF (M)/FOF
22 Bacteriemia Desconocido Si/Si (ampC) (IP)/EAR considerada innecesaria.
. - . Escherichia coli TZP. (IN)/E.ER'
27 Shock séptico Hepato-biliar No/ Si Debié asociarse MEM + AMK (C)
(BLEE)
AMK.
- - . Escherichia coli
29 Bacteriemia Hepato-biliar No/ Si TZP (C) ETP (C)
(BLEE)
31 Bacteriemia |  Desconocido Si/si ESCh(gl'_Cé“Ef; coli TZP (M)/EAR TZP + AMK (C)
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34 Bacteriemia Hepato-biliar No/ Si ESCh(%rli_Cé‘liS coli TZP (C) MEM + AMK (C)

39 Bacteriemia psocladas si/si pneuﬂiﬁg'?wn T(ZMP);“E'/;‘ZRD TZP + TGC (M)/ EAR

49| Bactriemia | Desconocido si/si ceruginots (KOR) | TEC(MJEAR | EAR. Nose coseical.
52 Shock séptico Desconocido No/ Si aeprzzlijgggz]ao(nvﬁls'r) C(/I\-I/-I)J/rE%%P C/T+CIP (C)

53 Bacteriemia Desconocido Si/ Si aeizzl:gggnao?vil/%l') TzpP (+M-;/EEC ALSXT TZP + AMK + SXT (C)
59 Shock séptico Desconocido Si/No S':Jprr;)(]I:?\c;\?_T_;Js CRO (IN)/EER TZP+ dlzefeDscg\l/;)./No €

70 Bacteriemia Desconocido Si/Si aefj;?:ég%{'/ﬁiﬂ) IPM ?I\?)I\//IIEPZ; DAP CIT+ AZM + FOF (C)

aEn todos menos en un caso, el mismo que tratamiento empirico.

AMK, Amikacina; AZM, Azitromicina; C, Correcto; CGP, Cocos Gram-positivos; CIP, Ciprofloxacino; CRO, Ceftriaxona; CST, Colistina; C/T,
Ceftolozano/tazobactam; DAP, Daptomicina; EAR, espectro mas amplio de lo requerido; EB, Enterobacterias; EER, espectro mas estrecho de lo requerido;
BLEE, p-lactamasa de espectro extendido; ETP, Ertapenem; FOF, Fosfomicina; IN, incorrecto; IPM, Imipenem; LZD, Linezolid; M, mejorable; MEM,
Meropenem; SARM, Staphylococcus aureus resistente a meticilina; SXT, Cotrimoxazol; TZP, Piperacilina/tazobactam; TGC, Tigeciclina; TEC, Teicoplanina;
WT, wild-type; XDR, extremadamente resistente.
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Si bien estos ajustes supusieron una ligera reduccién en los tratamientos
incorrectos (de 10 a 7), el nimero de pacientes que recibieron tratamientos correctos
aumentd sustancialmente (de 19 a 27 pacientes). Por lo tanto, los pacientes que
terminaron recibiendo el tratamiento correcto tras los ajustes de la terapia antibidtica
empirica fue muy significativamente (P=0,008) superior en la fase post-MALDI-TOF
MS que en el periodo previo al uso de esta tecnologia.

Como se muestra en la tabla V.11, el impacto de la informacion proporcionada
por MALDI-TOF MS en la modificacion a los tratamientos antibidticos correctos fue mas
pronunciado en pacientes oncohematoldgicos (14%) que en pacientes de la unidad de
cuidados intensivos (7%); sin embargo, las acciones tomadas en base a estos resultados
llevaron a una disminucién en el nimero de pacientes que recibieron tratamientos
incorrectos entre los atendidos en la unidad de cuidados intensivos (5 vs 2) pero no en los
pacientes de la sala de oncohematologia (5 y 5, respectivamente).

Tabla V.11. Idoneidad del tratamiento antibidtico para bacteriemias antes
(empiricamente) o después de proporcionar los resultados de la tincion de Gram o
MALDI-TOF MS al médico prescriptor en pacientes oncohematoldgico y de unidades de
cuidados intensivos (UCI)

Categorizacion del tratamiento antibiético

Fase de estudio/Servicio Correcto, no. | Mejorable, no. | Incorrecto, no.
(%) (%) (%)

Pre-MALDI-TOF MS/oncohematologia

Tratamiento antibidtico empirico 6 (15,4) 23 (59,0) 10 (25,6)

Tratamiento antibidtico tras los
resultados de la tincién de Gram 7(18,0) 28 (71.8) 4(10.2)
Pre-MALDI-TOF MS/UCI

Tratamiento antibi6tico empirico 6 (19,4) 18 (58,0) 7(22,6)

Tratamiento antibiotico tras los 4(12,9) 24 (77.4) 3(9,7)

resultados de la tincién de Gram
Post-MALDI-TOF MS/oncohematologia

Tratamiento antibiotico empirico 10 (23,3) 24 (55,8) 9 (20,9)
Tratamiento antibidtico tras los
resultados de la tincién de Gram 17(39.6) 21(48.8) 5(11,6)
Tratamiento antibidtico tras los
resultados de la tincion de Gram y el 23 (53,5) 15 (34,9) 5(11,6)
informe MALDI-TOF MS

Post-MALDI-TOF MS/UCI

Tratamiento antibiético empirico 6 (22,2) 12 (44,5) 9(33,3)
Tratamiento antibidtico tras los
resultados de la tincién de Gram 2(7.4) 20 (74.1) 5(18,5)
Tratamiento antibidtico tras los
resultados de la tincién de Gram vy el 4 (14,8) 21 (77,8) 2 (7,4)
informe MALDI-TOF MS
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Esta bien demostrado que el uso de la tecnologia MALDI-TOF MS para la
identificacion directa de hemocultivos positivos reduce sustancialmente el tiempo en
comparacion con los métodos convencionales en los que el resultado puede llegar a
retrasarse entre 24 y 48 horas. Esto permite un ajuste temprano de la terapia
antimicrobiana empirica, lo que puede impactar positivamente en un beneficio clinico
para el paciente (68).

Las limitaciones econdmicas y logisticas inherentes al uso de esta tecnologia
hacen complicada su integracion en el diagnostico de rutina de bacteriemias. Algo que es
particularmente cierto teniendo en cuenta que la informacion proporcionada por la tincién
de Gram poco después de que el hemocultivo sea detectado como positivo tiene un
impacto significativo en la adecuacion temprana del tratamiento antibiético empirico
(32).

No se ha investigado en profundidad el impacto de agregar al resultado de la
tincion de Gram la identificacion bacteriana rapida por MALDI-TOF MS en la adaptacion
de regimenes antibidticos empiricos. El objetivo en este segundo trabajo (Torres I. J Infect
Chemother 2020) consistié en evaluar el valor potencial de la identificacion bacteriana
rapida por MALDI-TOF MS sumado a la informacion proporcionada por la tincion de
Gram en pacientes con bacteriemia ingresados en salas de oncohematologia y cuidados
intensivos, donde la eleccion adecuada de los regimenes antibioticos empiricos prescritos
y la pronta adaptacion de la terapia en caso de una seleccion erronea de antimicrobianos
tiene un gran impacto en la supervivencia del paciente. Cabe destacar que para la
identificacion rapida de hemocultivos positivos se utilizd nuestro método de
enriquecimiento en medio liquido desarrollado en el primer trabajo (Torres I. J Med
Microbiol 2017).

Nosotros observamos que, en ambas fases del estudio, la informacion
proporcionada por la tincién de Gram resultd ser valiosa a la hora de adaptar terapias
antibidticas empiricas, lo que condujo a una reduccién sustancial de los pacientes
regimenes terapéuticos empiricos incorrectos, en linea con los informes anteriores
(31,32). Esto también indujo un aumento del nimero de pacientes que recibieron
esquemas mejorables durante la fase pre- y post-MALDI-TOF MS vy tratamientos
correctos durante la fase posterior al uso de esta tecnologia. Cabe destacar que el nimero
de intervenciones en base a los resultados de la tincién de Gram se redujo a la mitad
durante la fase con identificacion bacteriana rdpida, probablemente debido a que el
médico prescriptor era conocedor de que esta informacion estaria disponible poco
después de recibir los resultados de la tincion de Gram.
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La introduccién de la tecnologia MALDI-TOF MS en el diagndstico de rutina de
bacteriemias llevd a un aumento sustancial (15,7%) del ndmero de pacientes que
cambiaron a esquemas de tratamiento correcto. Este dato es similar a otros estudios (69),
donde encontraron que el uso de MALDI-TOF MS aument6 la proporcion de terapia
antimicrobiana apropiada en un 11,3% (64% versus 75,3%; P<0,001). Cabe destacar que,
pese a tener similitudes en el disefio del estudio, estos evaluaron la terapia antimicrobiana
adecuada dentro de las 24 horas posteriores a la positividad del hemocultivo, no se realizé
la identificacion bacteriana rapida 24/7, los pacientes reclutados no solo fueron de las
salas de oncohematologia y cuidados intensivos, los criterios para la idoneidad de los
tratamientos antibioticos empiricos fueron diferentes y la prevalencia de multirresistencia
fue muy baja.

No obstante, en nuestro trabajo, el porcentaje de pacientes que permanecieron bajo
regimenes de antibi6ticos incorrectos después de los ajustes no fue significativamente
diferente al de la fase de estudio previa a MALDI-TOF MS. Es de interés subrayar que
se observaron diferencias en cuanto al impacto de los resultados de la MALDI-TOF MS
segun la sala de hospitalizacién (oncohematologia vs. unidad de cuidados intensivos),
quizas debido a la ausencia de criterios homogéneos para los ajustes tempranos de
antibioticos en todos los pacientes en estas unidades. En este sentido, aunque
especulativo, planteamos la hipotesis de que la intervencion de un equipo de
administracion antimicrobiana en el manejo terapéutico de nuestros pacientes habria
resultado en una seleccion mas adecuada de los regimenes antibioticos empiricos en base
a la informacion proporcionada no solo por la tecnologia MALDI-TOF MS, sino también
los resultados de la tincion de Gram, como se demostro anteriormente (70,71) e
independientemente de la sala de hospitalizacion.

Nuestro estudio tiene diversas limitaciones. En primer lugar, aunque se tuvo
cuidado a la hora de mantener homogéneos los dos grupos de comparacion se podria
haber introducido un sesgo por la falta de aleatorizacion. Sin embargo, consideramos que
esta posibilidad es poco probable ya que se incluyeron la mayoria (aunque no todos) los
episodios de bacteriemia primaria que ocurrieron en las salas de oncohematologia y de
las unidades de cuidados intensivos. En segundo lugar, informamos sobre una experiencia
de un solo centro, por lo que no hay certeza de que nuestras conclusiones puedan
extrapolarse a otros entornos hospitalarios. En este sentido, la prevalencia de cepas
resistentes en la comunidad y en las salas hospitalarias puede ser un factor determinante
en la modulacion del impacto clinico de la identificacidn bacteriana rapida mediante la
tecnologia MALDI-TOF MS. Por ultimo, el verdadero impacto de MALDI-TOF MS en
la practica clinica de la vida real podria haberse sobreestimado; ciertamente, la exclusién
de episodios de bacteriemia polimicrobiana en los que estuvieron involucrados
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contaminantes potenciales (es decir, SCN) o aquellos en los que MALDI-TOF MS no
pudo proporcionar una identificacion precisa puede haber introducido un sesgo a favor
de esta tecnologia.

En conclusién, los datos presentados aqui refuerzan la idea de que los resultados
de la tincién de Gram ofrecen informacion valiosa para el ajuste temprano de las terapias
antibidticas empiricas para infecciones del torrente sanguineo y respaldan la suposicion
de que la identificacion répida de bacterias involucradas en estos procesos infecciosos
por MALDI-TOF MS proporciona un valor agregado para lograr este objetivo.
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V.3 Rendimiento de un método basado en espectrometria de masas MALDI-
TOF MS para la deteccion rapida de Escherichia coli y Klebisella spp. resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion a partir de hemocultivos (Articulo I11)

V.3.1 Optimizacion de la concentracion de ceftriaxona

En base al método de identificacion bacteriana rapida de hemocultivos positivos
mediante MALDI-TOF MS desarrollado en el primer trabajo (Torres I. J Med Microbiol
2017) razonamos que este método podria optimizarse para lograr la deteccion rapida de
resistencias a cefalosporinas de tercera generacion (Ceph3) mediante MALDI-TOF MS
comparando el crecimiento bacteriano en presencia o ausencia de un antibi6tico dado.
Para ello, establecimos la concentracidon dptima de ceftriaxona (CRO) que permitiera la
deteccidn de esta resistencia 10 aislamientos clinicos de E. coli (n=5) y de K. pneumoniae
(n=5). De estos, dos E. coli eran productores de BLEE tipo CTX-M y tres K. pneumoniae
eran productores de BLEE por la combinacién de los tipos SHV y CTX-M.

Como se muestra en la tabla V.12, de las diferentes concentraciones de CRO que
se utilizaron, la de 2 mg/ml fue la que obtuvo los mejores y mas reproducibles resultados.

Table V.12. Categorizacion de aislados clinicos de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
como productores de p-lactamasa de espectro extendido (BLEE) o no productores de BLEE
mediante MALDI-TOF MS a diferentes concentraciones de ceftriaxona

Perfil de Categorizacidn correcta a una determinada concentracion
Especies Resistencia de ceftriaxona (%)
bacterianas | QN0 (0 )yt | 2mgimi | amgimi | 8 mgm
Todos (10) 7 (70) 9 (90) 7 (70) 6 (60)
Todos No BLEE (5) 2 (40) 4 (80) 4 (80) 5 (100)
BLEE (5) 5 (100) 5 (100) 3 (60) 1(20)
Todos (5) 3 (60) 4 (80) 4 (80) 4 (80)
E. coli No BLEE (3) 1(33,3) 2 (66,7) 2 (66,7) 3 (100)
BLEE (2) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 1 (50)
Todos (5) 4 (80) 5 (100) 3 (60) 2 (40)
K. pneumoniae | No BLEE (2) 1 (50) 2 (100) 2 (100) 2 (100)
BLEE (3) 3(100) 3(100) 1(33,3) 0 (0)

V.3.2 Simulacion de bacteriemias

Al igual que en el primer trabajo (Torres 1. J Med Microbiol 2017), previo a la
evaluacion prospectiva, llevamos a cabo estudios experimentales destinados a evaluar el
enfoque metodoldgico propuesto. Se utilizaron 44 aislamientos clinico de E. coli (n=21)
y K. pneumoniae (n=23) para simular bacteriemias inoculandolos en frascos de
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hemocultivos aerobios a una concentracion de 102 UFC/ml. De estos, 32 (72,7%) era
resistentes a Ceph3, todos ellos productores de BLEE tipo CTX-M para E. coli (n=21) y
tipo SHV + CTX-M para K. pneumoniae (n=23). Los 12 (27,3%) eran sensibles a Ceph3.

Los frascos de hemocultivos fueron detectados como positivos en una median de
11,5 horas (7,3-14,5 h) Los datos de la caracterizacion correcta de resistencia o
sensibilidad a Ceph3 tras incubacién de 2 h en BHI con o sin antibidtico se muestran en
latabla V.13. Los datos muestran que se logro la caracterizacion correcta en >90% de los
casos. El método funciond ligeramente mejor para los aislados de E. coli (95,2%) que
para los de K. pneumoniae (91,3%).

Tabla V.13. Categorizacion de aislados clinicos de Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae a partir de hemocultivos positivos como resistentes o sensibles a
cefalosporinas de 32 generacion mediante MALDI-TOF MS
Perfil de susceptibilidad a Categorizacion correcta de
cefalosporinas de 32 las cepas como resistentes o
Especies bacterianas generacién por sensibles a cefalosporinas de
microdilucion en caldo (n°® | 32 generacion por MALDI-
aislados) TOF MS (%)
S+R (44) 41 (93,2)
Todos S (12) 11 (91,6)
R (32) 30 (93,7)
S+R (21) 20 (95,2)
E. coli S (6) 6 (100)
R (15) 14 (93,3)
S+R (23) 21 (91,3)
K. pneumoniae S (6) 5 (83,3)
R (17) 16 (94,1)
R, resistente; S, sensible.

V.3.3 Evaluacion del rendimiento del método MALDI-TOF MS para la
deteccidn de Enterobacterias resistentes a cefalosporinas de 3?2 generacion

Para el andlisis prospectivo se incluyeron un todas de 168 hemocultivos positivos
consecutivos de pacientes Unicos (mediana de edad 74 afios; rango 36-99) con bacteriemia
causada por Escherichia coli y Klebsiella spp. Los datos clinico-demograficos de los
pacientes incluidos en el estudio se muestran en la tabla V.14.

Cuarenta y nueve (29,2%) de los aislamientos fueron resistentes a Ceph3 (E. coli,
n=31y Klebsiella spp., n=18) segun lo determinado por microdilucion en caldo con una
CMI media a CRO de 16 mg/l (8->32 mg/l). De estos, 41 (83,7%) eran productores de
BLEE, 7 (14,3%) expresaban BLEE y carbapenemasa clase D tipo OXA-48 segln lo
determinado por el ensayo Antimicrobial Resistance (AMR) Direct Flow Chip, y 1 (2%)
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presumiblemente expresaba un ampC segln el perfil de susceptibilidad antibidtica
(piperacilina-tazobactam, CMI <8 mg/I; Cefepime, CMI <1 mg/l; ceftriaxona, CMI >32
mg/l; Ertapenem, CMI <0.5 mg/l) y la ausencia de deteccion de BLEE mediante el kit
genotipico AMR chip (tabla V.15).

Tabla V.14. Datos clinico-demogréficos de los pacientes incluidos en el estudio

Parametro | NGmero (%)
Sexo
Hombre 105 (62,5)
Mujer 63 (37,5)
Hospitalizacion
Medicina interna 49 (29,2)
Unidad de cuidados intensivos 30 (17,8)
Oncohematologia 23 (13,7)
Medicina digestiva 11 (6,5)
Urologia 11 (6,5)
Otros servicios 29 (17,4)
No hospitalizados 15 (8,9)
Adquisicion
Nosocomial 56 (33,3)
Comunitaria 112 (66,7)
Gravedad
Bacteremia 107 (63,7)
Sepsis 45 (26,8)
Shock séptico 16 (9,5)
Foco
Desconocido 39 (22,6)
Abdominal 22 (13,1)
Respiratorio 3(3,6)
Hepato-biliar 23 (13,7)
Urinario 74 (44)
Otros 5(3)

Tabla V.15. Susceptibilidad a cefalosporinas de 32 generacién y perfil genotipico de las
especies bacterianas cultivadas en hemocultivos

Sensible a
cefalosporinas de | Resistentes a cefalosporinas de 32 generacion,
Especies bacterinas (n° | 32 generacion, n° n° (%)
aislados) (%)
BLEE BLEE + ampC plasmidico
carbapenemasa

Total (168) 119 (70,8) 41 (24,4) 7(4,2) 1(0,6)

E. coli (115) 84 (73,0) 31 (26,9) 0 0

K. pneumoniae (50) 32 (64) 10 (20) 7(14) 1(2)

K. oxytoca (2) 2 (100) 0 0 0

K. variicola (1) 1 (100) 0 0 0

BLEE, B-lactamasa de espectro extendido.
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La categorizacion correcta se logro de 45 (91,8%) de los 49 aislamientos
resistentes a Ceph3, de los cudles 38 eran productores de BLEE tipo CTX-M y 7
productores de CTX-M + OXA-48. En los cuatro aislamientos restantes que se
clasificaron erréneamente como sensibles (E. coli, n=3 y Klebsiella spp., n=1),
considerados errores muy importantes, se detectd mediante el ensayo AMR chip el alelo
CTX-M 15 (n=2) o SHV-5 (n=1) para E. coli, mientras que no se detecté nada para la K.
pneumoniae que albergaba presumiblemente un ampC plasmidico. La CMI a CRO fue
>32 mg/l para las 3 cepas de E. coli y de 2 mg/l para la de K. pneumoniae.

Con respecto a las 119 (70,8%) cepas sensibles a Ceph3, 117 (98,3%) fueron
correctamente clasificadas por el método basado en MALDI-TOF MS y dos fueron
errbneamente categorizadas como resistentes, consideradas como errores mayores. A
través del analisis genotipico, se encontrd que uno de los dos aislamientos correspondia
a una cepa de K. pneumoniae que expresaba el alelo SHV-5 presentando una CMI a
CRO<1 mg/l. En la cepa restante (E. coli) no se identificé ningin marcador genotipico

de resistencia a los antibidticos p-lactamicos.

En consecuencia, la concordancia en el “mundo real” entre los resultados
proporcionados por el método MALDI-TOF MS vy el ensayo de microdilucion en caldo
de referencia fue muy alta (indice Kappa, 0,91; IC 95%, 0,84-0,98). La sensibilidad del
método MALDI-TOF MS fue del 91,8% (IC 95%, 80,8-96,8) y su especificidad del
98,3% (IC 95%, 94,1-99,5%).

Finalmente, las cepas discordantes (n=6) fueron recuperadas, se inocularon en
frascos de hemocultivos aerobios y se analizaron de nuevo mediante el método MALDI-
TOF MS como se describe anteriormente. Todas menos una cepa, presumiblemente una
K. pneumoniae productora de ampC plasmido (error importante), se clasificaron
correctamente como resistentes (n=4) o sensibles (n=1).

V.3.4 Comparacion entre la inmunocromatografia de flujo lateral y el
metodo basado en MS MALDI-TOF para la deteccion de resistencia a
cefalosporinas de 32 generacion mediada por BLEE

Como parte del protocolo del estudio, evaluamos prospectivamente el rendimiento
del inmunoensayo NG-Test CTX-M MULTI que permite la deteccion de las,
ampliamente extendidas en nuestro medio, BLEE CTX-M en comparacion con el método
MALDI-TOF MS y finalmente con la microdilucién en caldo convencional. La técnica
inmunocromatografica (IC) se realizd en un total 141 hemocultivos positivos (E. coli,
n=97 y Klebsiella spp., n=44) incluidos en el estudio. EI método MALDI-TOF MS
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identificd 47 (33,3%) cepas bacterianas (E. coli, n=29 y Klebsiella spp., n=18) como
resistentes a Ceph3, que fueron confirmadas por microdilucion en caldo. De estas, 44
cepas eran productores de BLEE segun lo determinado por el ensayo AMR chip.

El inmunoensayo de flujo lateral (LFIC) obtuvo resultados positivos para los 44
aislamientos productoras de BLEE (E. coli, n=28; Klebsiella spp., n=16). Las 3 cepas
restantes que arrojaron un resultado negativo fueron un E. coli y una K. pneumoniae que
expresaban un SHV-5, y la K. pneumoniae que presumiblemente albergando un ampC
plasmidico. Todos estos posiblemente no detectados por la técnica IC.

Todas las cepas (E. coli, n=68; Klebsiella spp., n=26) categorizadas como
sensibles a Ceph3 por el método MALDI-TOF MS (y por microdilucién en caldo
convencional) dieron negativo por el ensayo IC. Por lo tanto, la concordancia entre este
ensayo IC y el método MALDI-TOF MS para detectar la resistencia a Ceph3 mediada
por BLEE fue del 100%.
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Los métodos basados en MALDI-TOF MS para la deteccién fenotipica de las
resistencias bacterianas a los antimicrobianos que comparan el crecimiento bacteriano en
presencia 0 ausencia de un antibidtico determinado a una concentracion preestablecida
estan ganando popularidad debido a su simplicidad y bajo coste (39,72).

Algunos de los otros métodos aprovechan los programas de software
comercialmente disponibles (MB-ASTRA) (73) o desarrollados internamente (74) para
calcular y comparar el area bajo una curva de los espectros de bacterias expuestas 0 no a
un determinado antibiotico. Se ha demostrado que un enfoque mas simple, que consiste
en categorizar como sensibles las cepas no identificadas correctamente a nivel de especie
0 género en presencia del antibidtico, y las identificadas correctamente como resistentes,
tiene un rendimiento comparable (75,76).

En este tercer trabajo (Torres I. Eur J Clin Microbiol 2021) optimizamos y
evaluamos prospectivamente nuestro método de identificacion bacteriana rapida de
hemocultivos positivos basado en MALDI-TOF MS para detectar resistencia a Ceph3 en
Enterobacterias, omitiendo la evaluacién semicuantitativa de proteinas bacterianas. En
este contexto, también los comparamos con el inmunoensayo NG-Test CTX-M MULTI
que permite la deteccion de los productores de BLEE tipo CTX-M. Nos enfocamos en
pacientes que desarrollaron infecciones del torrente sanguineo causadas por E. coli y
Klebsiella spp. por su afectacion especialmente frecuente en nuestro medio (>90%).

Nuestro método, que utiliz6 una concentracion de CRO muy por encima del punto
de corte de susceptibilidad para Enterobacterias, clasificé correctamente el 91,8% de las
cepas resistentes con cuatro errores muy importantes (falsa sensibilidad) y el 98,3% de
las cepas sensibles con dos errores importantes (falsa resistencia). La sensibilidad general
del "mundo real" del método MALDI-TOF MS fue del 91,8% (IC 95%, 80,8-96,8%) y
su especificidad fue del 98,3% (IC 95%, 94,1-99,5%). Las cepas discordantes se
volvieron a analizar mediante la inoculacién en frascos de hemocultivos, obteniendo
categorizacion correcta en todas menos una. Esto sugiere que puede haber ocurrido un
error operativo durante el procedimiento como el uso de indculos demasiado bajos o altos.
Quiza la estandarizacion de la preparacion del inculo podria evitar estos errores, pero a
costa de aumentar el tiempo de manipulacién y, por lo tanto, minimizar la simplicidad
del protocolo. No obstante, seglin nuestra experiencia, basta con una formacién adecuada
del personal para conseguir una precision adecuada.

Estudios previos (73,74,77,78) han evaluado métodos basados en MALDI-TOF
MS con el mismo proposito que el nuestro, pero en estos casos utilizando programas de
software asistente como MB-ASTRA o incluso desarrollados localmente. En estos
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métodos, ademas de incluir un paso de extraccion de proteina bacteriana, la exposicion a
la concentracion de Ceph3 (generalmente cefotaxima) y la duracién de la incubacion
oscilaron entre 2y 20 mg/L y 2y 4 h, respectivamente. En estos trabajos, la concordancia
categérica entre el MBT-ASTRA vy el método de referencia vario entre 83 y 100%. En
particular, (78) informaron una alta tasa de errores importantes (16%) y muy importantes
(29%). ElI método MALDI-TOF MS que evaluamos aqui, como se indico, no implica el
uso de programas de software auxiliares y omite la extraccion de proteinas, lo que hace
que el proceso operativo sea mas simple y rapido.

El ensayo NG-Test CTX-M MULTI es una técnica inmunocromatografica que
permite la deteccion de BLEE tipo CTX-M, mecanismo principal de resistencia a Ceph3
en E. coli y Klebsiella spp. en nuestro medio. Nuestro trabajo obtuvo una concordancia
del 100% entre el LFIC y el método basado en MALDI-TOF MS. Las tres cepas
resistentes que mostraban otros marcadores genotipicos que mediaban la resistencia a las
Ceph3 dieron negativo en el ensayo IC, al igual que todas las cepas susceptibles.

Hasta donde sabemos, son pocos los estudios que han evaluado el rendimiento del
ensayo NG-Test CTX-M MULTI en cepas de E. coli y K. pneumoniae a partir de
hemocultivos positivos. En el trabajo realizado por Bianco, et al. (79) analizaron un total
de 166 aislados de Enterobacterias a partir de hemocultivos positivos, que incluian 34
cepas de E. coli y K. pneumoniae productoras de BLEE, mientras que en el trabajo de
Bernabeu, et al. (80) evaluaron 100 hemocultivos positivos donde identificaron
correctamente las 5 cepas E. coli productoras de BLEE que se incluyeron. En ambos
estudios se obtuvo una concordancia excelente (100%) entre el LFIC y el anélisis
genotipico.

Indudablemente, una de las principales limitaciones de nuestro estudio es el
namero relativamente limitado de episodios de infeccion del torrente sanguineo causados
por cepas resistentes a Ceph3, asi como la falta de estudios de clonalidad bacteriana. Otra
limitacion importante compartida por el método MALDI-TOF-MS evaluado aqui y otros
de alguna manera analogos a él es que el procedimiento no informa sobre la
susceptibilidad de los aislados a los antibidticos carbapenémicos, que son ampliamente
utilizados como opcidn terapéutica cuando las Ceph3 son resistentes; sin embargo, la
prevalencia de la resistencia a los carbapenémicos en E. coli y Klebsiella spp. en nuestro
medio es despreciable (0% para E. coli y 0,8% para Klebsiella. spp.).

En conclusién, demostramos que nuestro método basado en MALDI-TOF MS
presenta una alta precision para la categorizacion de sensibilidad o resistencia a
cefalosporinas de 32 generacion mediada por una variedad de genes de B-lactamasas en
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Escherichia coli y Klebsiella spp. causantes de infecciones del torrente sanguineo. De
manera similar, el ensayo NG-Test CTX-M MULTI funcion6 excelentemente para la
deteccidn de E. coli y Klebsiella spp. para cepas productoras de BLEE directamente de

hemocultivos positivos.
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V.4 Perfil protedmico del liquido cefalorraquideo para el diagndstico de la
meningitis por Enterovirus mediante MALDI-TOF MS (Articulo 1V)

Para la obtencion de un perfil proteémico del LCR, mediante la tecnologia
MALDI-TOF MS, que estuviera especificamente asociado con la meningitis/encefalitis
por Enterovirus (EV) y que permitiera el diagnostico rapido de dichas infecciones sin
necesidad de recurrir a la deteccion de ARN del virus mediante RT-PCR, utilizamos un
total de 114 LCR no consecutivos que se dividieron aleatoriamente en un grupo de
entrenamiento (n=76) y un grupo de validacién (n=38). EI nimero de muestras de LCR
positivas y negativas para EV se distribuyd equitativamente entre ambos conjuntos,
siendo de 41% las muestras positivas para EV en el grupo de entrenamiento y de 42% en
el grupo de validacion. Los datos clinico-demograficos de los pacientes y las
caracteristicas bioldgicas de las muestras de LCR se muestran en la tabla V.16.

Tabla V.16. Caracteristicas clinico-demograéficas y biolégicas de los pacientes y muestras
de LCR incluidas en el estudio

Grupo d(—}(ggt?rﬁe)namlento Grupo de validacién (n=38)
Factor EV negativo | EV positivo EV negativo EV positivo
(n=45,59%) | (n=31,41%) | (n=22, 58%) (n=16,42%)
Edad
<18 afos 20 (44,4) 30 (96,8) * 6 (27,3) 13(81,3) *
>18 afos 25 (55,6) 1(3,2) 16 (72,7) 3(18,8)
Sexo?
Hombre 29 (65,9) 22 (78,6) 12 (54.5) 13 (86,7) *
Mujer 15 (34,1) 6 (21,4) 10 (45.5) 2 (133
Diagnostico
Meningitis aseptica 4(8,9) 17 (54,8) 7(31.8) 10 (62,5)
Bacteriemia/sepsis 3 (6,6) - 1(4.5) -
Sindrome confusional 4(8,9) - 2(9.1) 1(6,3)
Convulsiones 3(6,7) - - -
Encefalitis 11 (24,4) - 3 (13.6) -
Fiebre y cefalea 11 (24,4) 14 (45,2) 2(9.1) 5 (31,3
Otros 9 (20) - 7 (31.8) -
Caracteristicas bioquimicas del LCR. Mediana (rango)
Glucosa (mg/dl) 65 (40-147) 59 (35-81) * 72 (28-166) 64 (36-78)
Proteinas (mg/dl) 52 (12-721) | 28 (14-147)* 62 (17-539) 36 (17-680) *
Celularidad (células/ul) 14 (0-593) 39 (1-1617) * 11 (0-3570) 161 (4-472)
% mononucleares 87 (4-100) 55 (10-80) * 90 (1-100) 68 (32-100)
% polimorfonucleares 14 (0-94) * 45 (20-90) * 10 (0-99) 32 (0-68)
Hematies (células/ul) 23 (0-40200) | 5 (0-16000) 5 (0-12107) 6 (0-2000)

EV, Enterovirus; LCR, liquido cefalorraquideo
2 Datos disponibles para 72 y 37 de los pacientes de entrenamiento y validacion,

respectivamente.

* Valor de p<0,05 mediante la prueba chi-cuadrado y la prueba U de Mann-Whitney para
variables categoéricas y continuas, respectivamente
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En general, los pacientes con meningitis por EV eran mas jovenes y tenian una
mayor celularidad del LCR. En el grupo de entrenamiento, los pacientes con meningitis
por EV incluidos también mostraron niveles bajos de glucosa y proteinas en la muestra
de LCR. Cabe destacar que no existieron diferencias significativas (P=0,86) entre los
pacientes que fueron positivos para EV y los que lo hicieron para otros agentes
infecciosos.

V.4.1 Anélisis de los espectros de MALDI-TOF MS de las muestras de LCR
de los grupos de entrenamiento y validacion

Este andlisis reveld la presencia de 403 picos con una intensidad relativa >10%.
Como se observa en la tabla V.17, el estudio mediante regresion logistica por pasos
(backward/forward stepwise) identific6 30 picos que estaban presentes de manera
diferencial en las muestras positivas y negativas para EV, y fueron los que usamos para
construir el modelo.
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Tabla V.17. Parametros del modelo y presencia de picos discriminantes en muestras de
LCR positivo y negativo para Enterovirus en los grupos de entrenamiento y validacion

Pico Coeficiente % en EV % en EV % en EV % en EV
(m/2) beta 2 positivo negativo positivo negativo
(entrenamiento) | (entrenamiento) | (validacién) | (validacion)
1990 -72 25,8 2,2 12,5 0
2413 24 16 0 18,8 9,1
2425 -48 3,2 22,2 18,8 22,7
2435 10 9,7 0 0 0
2601 40 9,7 0 6,3 4,5
2761 -86 22,6 4.4 12,5 91
2837 105 22,6 2,2 6,3 4,5
3038 12 9,7 0 6,3 0
3232 19 32,3 444 375 68,2
3272 4 0 8,9 6,3 18,2
3283 -36 19,4 37,8 31,3 59,1
3441 34 41,9 26,7 68,8 22,7
3868 19 9,7 37,8 25 50
3948 36 9,7 40 375 45,5
3989 18 38,7 17,8 43,8 27,3
4151 42 9,7 0 31,3 4,5
4301 -23 6,5 44,4 18,8 54,5
4455 -107 0 13,3 6,3 91
4587 2 83,9 66,7 81,3 72,7
5751 -6 0 8,9 0 18,2
5829 -19 0 20 0 13,6
5865 33 64,5 75,6 37,5 81,8
5873 72 25,8 0 0 4,5
6277 33 41,9 4.4 6,3 4,5
6622 -2 74,2 55,6 62,5 54,5
6631 -1 3,2 22,2 12,5 18,2
7817 -37 6,5 35,6 25 50
7892 -2 6,5 33,3 31,3 31,8
7975 0,12 45,2 15,6 43,8 18,2
8930 -30 0 11,1 6,3 40,9
Constante -34

2 Coeficientes de regresion logistica. Estos coeficientes proporcionan la magnitud (valor y
signo) de la contribucién de cada variable al modelo. El coeficiente beta informa sobre la
contribucion (“peso”) de un determinado pico incluido en el modelo para clasificar una muestra
como EV positiva (signo positivo) o EV negativa (signo negativo). La ausencia total de picos
categoriza una muestra como EV negativa, ya que la constante en el modelo es -34.
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El modelo obtuvo un Cox-Snell R? de 0,68 y un Nagelkerke’s R?de 0,92. En la
figura V.5 se observa la capacidad discriminatoria del modelo mediante un analisis
discriminante de minimos cuadrados parciales supervisados PLS-DA.
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Figura V-5. Diferenciacion de muestras de liquido cefalorraquideo positivas y negativas para Enterovirus
en el grupo de entrenamiento mediante analisis discriminante de minimos cuadrados parciales supervisados
(PLS-DA). Circulos negros, muestras positivas para Enterovirus; Tridngulos grises, muestras negativas
para enterovirus.

La combinacion de picos expresadas diferencialmente permitio clasificar
correctamente las muestras de LCR, ya que no hubo ningun pico que, individualmente,
pudiera distinguir por completo las muestras positivas. En la figura V.6 se observan 3
espectros representativos de las LCR positivos para Enterovirus.
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Figura V-6. A-C. Espectros MALDI-TOF MS representativos de tres muestras de LCR positivas para
Enterovirus por RT-PCR. Se detecta los picos (2601, 2838, 3234, 3442, 3987, 4151, 5866 m/z).

Nuestro modelo mostré una alta capacidad predictiva y una alta precision para la
clasificacion general. EI modelo pudo clasificar correctamente 42 (93,3%) de las 45
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negativas para EV y 29 (93,5%) de las muestras EV positivas, obteniendo asi tres
resultados falsos positivos y dos falsos negativos.

Seguidamente se probo la capacidad discriminatoria del modelo para las 38
muestras de LCR del grupo de validacion. EI modelo clasifico correctamente 19 (86,4%)
de las 22 muestras negativas incluidas en este grupo y 13 (81,3%) de las muestras
positivas, obteniéndose asi tanto tres resultados falsos positivos como falsos negativos.
Los resultados de la categorizacion de las muestras de LCR incluidas en los grupos de
entrenamiento y validacion se muestras en la tabla V.18. La sensibilidad del y
especificidad del modelo fueron de 93,5% y 93,3% para las muestras del grupo de
entrenamiento y de 81,3% y 86,4% para las del grupo de validacion.

Tabla V.18. Evaluacién del rendimiento del modelo para la discriminacion entre las
muestras de LCR positivas y negativas para Enterovirus entre los grupos de
entrenamiento y validaciéon

Variable Grupo de(ﬁz%e)nammnto Grupo de validacion (n=38)
EV negativo | EV positivo | EV negativo | EV positivo

Resultado previsto

Positivo 3 29 3 13

Negativo 42 2 19 3

Clasificacion correcta (%) 93,3% 93,5% 86,4% 81,3%

Exactitud 93,4% 84,2%

AUC (1C 95%) 0,99 (0,98-1,00) 0,81 (0,66-0,97)

Sensibilidad, % (IC 95%) 93,5% (79-98) 81,3% (57-93)

Especificidad, % (1C 95%) 93,3% (82-98) 86,4% (67-95)

AUC, area bajo la curva; IC, intervalo de confianza; EV, enterovirus

Cabe destacar que el modelo clasificd correctamente 18 (94,7%) de las 19
muestras de LCR positivo para ADN de VHS-1, VVVZ 0 VHS-6 y que eran negativas para
ARN de EV. Es de interés resaltar que los espectros obtenidos de muestras de LCR que
dieron positivo para virus distintos al EV fueron bastante heterogéneos, y no se pudo
reconocer un perfil protedmico tipico para un virus determinado.

En general, un total de seis muestras se clasificaron como resultados falsos
positivos, uno de ellos siendo positivo para VHS-1, y cinco muestras se clasificaron como
falsos negativos.

Como de muestras en la figura V.7 A-C, el perfil proteémico de MALDI-TOF-
MS obtenido de las muestras de LCR enriquecidas con coxsackievirus B3 no contenia
ninguno de los picos incluidos en el modelo y era comparable al de la muestra de LCR
no enriquecida (figura V.7 D). Cabe destacar que los espectros obtenidos directamente de
la preparacion de coxsackievirus B3 incluyeron un total de 27 picos que no estaban
presentes en el modelo descrito en este documento (figura V.7 E).
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Figura V-7. A-E. Espectros MALDI-TOF MS representativos obtenidos de muestras de LCR enriquecidas
con coxsackievirus B3 en 108 (A), 10° (B) y 10* (C) TCIDso/ml; LCR no enriquecido (D) y preparacion de

coxsackievirus B3 que contiene 10® TCIDso/ml.
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Hasta la fecha, el uso de la tecnologia MALDI-TOF-MS para la identificacién de
virus directamente de muestras clinicas esta muy limitado por su baja sensibilidad (26),
lograndose solo después del cultivo celular o mediante la combinacion con técnicas de
PCR (23-25,81). En particular, se ha utilizado PCR multiplex con tecnologia MALDI-
TOF-MS para detectar coxsackievirus, poliovirus y echovirus en muestras de heces
(82,83). Sin embargo, hasta donde sabemos, este cuarto trabajo (Torres I. Eur J Clin
Microbiol 2018) es el unico que buscO identificar pequefias proteinas presentes en
muestras de LCR que se expresan diferencialmente entre pacientes con o sin meningitis
por Enterovirus mediante el uso de perfiles proteémicos obtenidos por MALDI-TOF MS.

Inicialmente realizamos un andlisis experimental que nos permitié construir un
modelo que incorpora 30 picos que pueden permitir la discriminacion entre muestras de
LCR con resultados positivos o negativos para ARN de EV mediante RT-PCR. La
presencia o0 ausencia en la muestra de los diferentes picos del modelo proporciona
informacion relevante pero no definitiva en cuanto a su categorizacion final como EV
positivo 0 EV negativo; de hecho, la contribucion relativa de cada pico al modelo se
pondera teniendo en cuenta el resto de los picos sobre los que se construye el modelo. La
precision general del modelo fue de alrededor del 93% vy, en particular, clasifico
correctamente el 93% tanto de muestras EV positivas como negativas.

Adicionalmente, para confirmar la capacidad de discriminacion del modelo se
utiliz6 un grupo de muestras de validacion para las cuales la precision fue ligeramente
inferior (84%), probablemente debido al menor tamafio muestral. Este método pudo
categorizar correctamente todas las muestras negativas para EV excepto una que resultd
positiva para el VHS-1.

Una de las principales ventajas de este método es que se puede completar en
menos de 40 minutos a un coste muy bajo (aproximadamente 3€ por muestra), que es
sustancialmente menor que el de las técnicas de RT-PCR disponibles comercialmente. El
protocolo de precipitacion de proteinas se lleva a cabo en menos de 10 minutos y emplea
productos disponibles en todos los laboratorios, y el analisis MALDI-TOF-MS se realiza
bajo las condiciones utilizadas para la identificacion rutinaria de bacterias y levaduras.

Tedricamente, los picos que contribuyen a la elaboracion de nuestro modelo
pueden corresponder a componentes integrales de particulas virales, proteinas celulares o
ambos. En un trabajo reciente (84) pudieron discriminar correctamente entre diferentes
EV utilizando los perfiles protedmicos obtenidos por MALDI-TOF MS previo paso por
cultivo celular. Todos los espectros que obtuvieron tenian dos comunes a
aproximadamente 3700 y 7500 m/z correspondientes a las proteinas estructurales de EV
mas abundantes, VPg y VP4. En nuestro trabajo no encontramos ninguno de estos picos
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en las muestras positivas para EV. Esto se podria atribuir a que las proteinas virales en
otras matrices, como LCR, pueden haberse fragmentado debido a la actividad de las
proteasas locales, en contraste con lo que cabria esperar de los ensayos que utilizan virus
purificados.

El presunto bajo titulo de EV en las muestras de LCR es una de las principales
causas que la posibilidad de que las proteinas virales contribuyan a este perfil del LCR,
ya que, probablemente, este titulo cayd por debajo del limite de deteccion de la tecnologia
MALDI-TOF-MS (4). De acuerdo con esto, observamos que los espectros obtenidos de
muestras de LCR enriquecidas a diferentes concentraciones de EV (que oscilan entre 10*
y 108 TCIDso/ml) no recuperaron ninguno de los picos incluidos en el modelo, ni tampoco
los presentes en el perfil de espectro de los virus purificados (84). Estos datos refuerzan
laidea de que la sensibilidad de la técnica MALDI-TOF MS puede no ser suficiente para
detectar EV en muestras de LCR, por lo que es probable que las proteinas que
contribuyeron al modelo fueran de origen celular.

Las infecciones de lineas celulares neuronales SK-N-MC con la cepa
neurovirulenta EV-A71 (EV-A71/UH1) dio como resultado una respuesta celular
especifica en la que se produjeron una serie de cambios en la apoptosis, el estrés, el
citoesqueleto y la energia, donde las proteinas del metabolismo estaban reguladas al alza
(85). Esto sugiere que la infeccion del sistema nervioso central por EV puede estar
asociada con un perfil proteébmico de LCR caracteristico como el que puede estar
representado en nuestro modelo. Desafortunadamente, la caracterizacion genotipica de
las cepas de EV en esta cohorte no se llevo a cabo por razones logisticas (falta de
disponibilidad de un volumen suficiente de muestra). Esto impide sacar cualquier
conclusion sobre este asunto.

Naturalmente, el escaso numero de muestras positivas para ADN de VHS o VVZ
incluidas en el estudio impidi6 cualquier andlisis que permitiera identificar un espectro
representativo en muestras de LCR.

Indudablemente el estudio presenta diversos factores de confusion que incluyen;
(i) las diferencias en la duracion del tiempo de almacenamiento de la muestra que podria
afectar la estabilidad de la proteina como ya se ha demostrado en algun trabajo (86); (ii)
la concentracion de proteinas totales y los recuentos de globulos blancos presentes en las
muestras de LCR que difieren entre los grupos; (iii) la variabilidad en la carga EV en cada
muestra de LCR; (iv) y, la heterogeneidad en el grupo de control en cuanto a la
demografia de los pacientes y la enfermedad subyacente.
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Ademas, el estudio tiene varias limitaciones que no pueden ser ignoradas. En
primer lugar, hubo diferencias significativas entre las muestras EV positivas y EV
negativas con respecto al nimero total de leucocitos, por lo que existe la posibilidad de
que los picos de diferenciacion puedan corresponder a proteinas de leucocitos, cuyas
concentraciones escalan con la abundancia de leucocitos. Sin embargo, creemos que esto
es poco probable ya que el modelo pudo identificar correctamente la mayoria de los LCR
de pacientes con meningitis/encefalitis por herpesvirus con recuentos de células
comparables (o0 incluso mas altos) que los LCR de pacientes positivos para EV. En
segundo lugar, debido a los pequefios volumenes de LCR disponibles no se intentd
investigar la naturaleza de las proteinas representadas por los 30 picos que contribuyen al
modelo. En tercer lugar, se incluyd un ndmero relativamente pequefio de muestras de
pacientes con meningitis/encefalitis causadas por virus distintos de los EV. Por otro lado,
no se incluyeron en los anélisis muestras de LCR de pacientes con meningitis bacteriana
decapitada (parcialmente tratada con agentes antibacterianos), que pueden producir
perfiles bioquimicos y de celularidad similares a los de la meningitis por EV. Por Gltimo,
nuevamente, no se realizo la caracterizacion genética de EV.

En conclusion, en este estudio demostramos que el perfil de pequefias proteinas
directamente de muestras de LCR mediante MALDI-TOF-MS puede permitir el
diagndstico de meningitis por EV. Nuestros hallazgos justifican estudios prospectivos
adicionales que utilicen muestras de LCR no criopreservados que involucren cohortes de
pacientes de prueba y de control homogéneos para validar este modelo. Ademas, si los
picos en nuestro modelo predictivo se hubieran perfilado por completo, la identificacion
de las proteinas celulares (si las hubiera) que contribuyen a él probablemente nos habria
ayudado a obtener una vision més profunda de la patogenia de las infecciones del sistema
nervioso central por EV. A su vez, es muy posible que esto finalmente se traduzca en
mejoras significativas en el manejo clinico de estas enfermedades.
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V1. CONCLUSIONES

El método desarrollado para la identificacion directa de bacterias a partir de
hemocultivos positivos, basado en la incubacion corta de un pequefio volumen
de estos en caldo de enriquecimiento BHI y posterior analisis mediante
MALDI-TOF MS es preciso, reproducible y de bajo coste.

La implementacion del método desarrollado para la identificacion directa de
bacterias a partir de hemocultivos positivos ofrece una informacion valiosa
afiadida a la derivada del anlisis microscopico tras la tincion de Gram para el
ajuste de los tratamientos antimicrobianos empiricos en pacientes ingresados
en la UCI o unidades de pacientes oncohematoldgicos.

El método MALDI-TOF MS desarrollado permite la categorizacién de
Escherichia coli y Klebsiella spp. causantes de bacteriemia en sensibles o
resistentes a cefalosporinas de 3% generacion mediada con rapidez y
fiablemente.

El perfil protedmico de muestras de liquido cefalorraquideo obtenido

mediante  MALDI-TOF MS puede permitir el diagnéstico de las
meningitis/encefalitis causadas por Enterovirus.
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Short-term incubation of positive blood cultures in brain-heart
infusion broth accelerates identification of bacteria by matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass-
spectrometry

Ignacio Torres, Estela Gimenez, Tania Pascual, Felipe Bueno, Dixie Huntley, Mireia Martinez and David Navarro*

Abstract

Purpose. Fast identification of bacteria directly from positive blood cultures (BCs) by matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight mass-spectrometry (MALDI-TOF MS) can be achieved either using the MALDI Sepsityper kit (protein
extraction method) or after a short-term pre-cultivation step on solid medium. We developed a new method that involves
short-term enrichment of positive BCs in brain—heart infusion broth (BHI) prior to MALDI-TOF MS analysis.

Methodology. Eighty-four BCs flagged as positive were included in this study; these were processed in parallel either directly
using the MALDI Sepsityper kit or following a short-term culture either in BHI or on Columbia blood agar with 5% sheep
blood (CBA).

Results. Bacterial species were successfully identified in 91.6, 89.2 and 65.4 % of cases after pre-cultivation for 4 h in BHI, on
CBA, or by using the MALDI Sepsityper kit, respectively. Overall, the mean incubation time to correct identification was
shorter when pre-cultures were performed in BHI; the mean time for Gram-negative rods was 78.2 min in BHI and 108.2 min
on CBA (P=0.045), and the mean time for Gram-positive cocci was 128.5 min in BHI and 169.6 min on CBA (P=0.013).

Conclusion. Short-term enrichment of BCs in BHI accelerates identification of a number of bacterial species by MALDI-TOF
MS. Further prospective studies are needed to validate our method and gauge its potential clinical impact on the
management of bloodstream bacterial infections.

Nevertheless, the use of these methods results in additional
hands-on processing time and increased costs. A practical
and simple approach to circumventing the protein extrac-
tion step required in preparation for MALDI-TOF analysis
has been developed: it requires short-term pre-cultivation of
positive BCs on solid medium, and the growing biomass is

INTRODUCTION

Rapid identification of bacteria from blood cultures (BCs)
allows the timely initiation of optimal antibiotic therapy for
bloodstream infections, and this dramatically impacts on
patient survival [1, 2]. In fact, in cases of bacteraemia the

mortality risk doubles with a 24 h delay in the provision of
appropriate antibiotics [3]. Matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight mass-spectrometry (MALDI-TOF
MS) is increasingly being used for routine aetiological diag-
nosis of bloodstream infections. In order to improve its per-
formance, different sample preparation methods, most
notably the ethanol/formic acid bacterial/fungal protein
extraction method, have been implemented [4, 5], and one
of these methods is commercially available: the MALDI Sep-
sityper kit (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) [6, 7].

then used for MALDI-TOF MS microbial identification
[8-14]. This method has been shown to facilitate very early
and reliable bacterial identification from positive blood cul-
tures [8-14]. MALDI-TOF identification of bacterial patho-
gens grown in BCs following brief incubation on solid
medium is associated with a reduction in the length of hos-
pitalization and mortality risk in both adult and pediatric
patients [15, 16]. Based on a previous study [17], here we
investigated whether pre-cultivation of positive BCs in a
highly nutritious liquid media (brain-heart infusion broth,
BHI) would further shorten the time to successful

Received 21 August 2017; Accepted 6 November 2017

Author affiliation: Microbiology Service, Hospital Clinico Universitario, Institute for Research INCLIVA, Valencia, Spain.

*Correspondence: David Navarro, david.navarro@uv.es

Keywords: MALDI-TOF MS; short-term incubation; broth incubation; blood cultures; fast identification.
Abbreviations: BC, blood culture; BHI, brain-heart infusion; CBA, Columbia blood agar; MALDI-TOF, matrix-assisted laser desorption/ionization time-

of-flight mass-spectrometry.

000643 © 2017 The Authors


http://www.microbiologysociety.org/
http://jmm.microbiologyresearch.org/content/journal/jmm/

Torres et al.,, Journal of Medical Microbiology

identification of bacteria down to the species level by
MALDI-TOF MS.

METHODS
Blood culture processing

Preliminary experiments aimed at evaluating the perfor-
mance of the methodological approaches described below
were carried out using a test set of 10 simulated bacteraemia
samples. Five Gram-negative rods belonging to Enterobac-
teriaceae (Escherichia coli, n=3, Klebsiella pneumoniae, n=1,
Enterobacter aerogenes, n=1) and 5 Staphylococcus aureus
clinical isolates were spiked into blood culture bottles (BAC-
TEC Plus Aerobic/F and Plus Anaerobic/F medium bottles,
Becton Dickinson and Company, New Jersey, USA) at 10° c.
fu.ml™" and incubated in an automated continuous-moni-
toring blood culturing instrument (BACTEC FX; BD). The
isolates had been grown overnight on chocolate agar
medium (BD) at 36 °C in air with 5% CO, using an incuba-
tor (Heracell 240i CO, incubator, Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold, Germany). The bacterial inocula were pre-
pared in sterile saline. The concentration of bacteria was
determined by the quantitative plating method prior to
inoculation into the blood culture bottles.

Next, a total of 84 non-consecutive BCs flagged as positive
and collected between December 2016 and April 2017 from
unique adult or paediatric patients were prospectively ana-
lysed. Only BCs positive for bacteria (revealed by Gram
staining) corresponding to significant bacteraemia episodes
(the presence of given bacterial species growing in two
blood culture bottles drawn within a maximum of 1h.) were
included in the study. No further specific criteria (other
than logistical conditions, ie. the ability to perform the
experiments immediately after BC positivity) were taken
into consideration for specimen selection. When the instru-
ment flagged bottles as positive, these were immediately
processed for MALDI-TOF identification following three
different protocols, performed in parallel. (1) We used the
MALDI Sepsityper kit (Bruker Daltonics, MA, USA) with
ethanol/formic acid protein extraction, as recommended by
the manufacturer [18]. (2) We also performed a short-term
culture on Columbia blood agar with 5% sheep blood
(CBA) from BD, as previously described [8]. Briefly, two
drops of positive blood cultures were plated on a CBA plate
and spread over the plate surface with an inoculation loop.
The plates were incubated at 36 °C in air with 5% CO, in a
Heracell 240i CO, incubator. (3) Finally, we carried out a
short-term incubation at different time points in BHI
(Oxoid Limited, Hampshire, UK) as follows: 50 pl of blood
were inoculated into a volume of 500 ul of BHI in a sterile
Eppendorf vial. The vials were incubated at 36 °C in air with
5% CO, for different lengths of time, as detailed below. Fol-
lowing the pre-established incubation times the vials were
centrifuged at 13,000 rpm for 2 min, the supernatants were
discarded and the pellets were used for MALDI-TOF MS
analyses. Positive BCs were then sub-cultured overnight on
chocolate agar following our routine diagnostic protocol,

and the growing biomass was used for MALDI-TOF MS
identification.

Matrix-assisted laser desorption/ionization time-
of-flight mass-spectrometry identification

MALDI-TOF MS identification from short-term and rou-
tine cultures was performed using the intact cell procedure,
as previously described [19]. Bacterial identification from
short-term cultures was attempted until successful at differ-
ent time points: 30, 90, 180 and 240 min. The spectra were
acquired using the Microflex LT system (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) and analysed on MALDI BIOTYPER
3.3 (Bruker Daltonics) software. MALDI-TOF MS analyses
were performed in triplicate on the same target slide. Crite-
ria for successful identification were met when the spectral
score of at least one out of the three spots was >2.0 (species
level) and >1.7 (genus level), as recommended by the
manufacturer.

Statistical analysis

Student’s t-test was used for the comparison of two means.
A P value <0.05 was deemed to be significant.

RESULTS

We reasoned that enrichment of BC bacterial mass in a
highly nutritious liquid medium (BHI broth) could shorten
the time to successful MALDI-TOF identification currently
achieved by short-term incubation on a solid medium
(CBA). To test this hypothesis, we conducted preliminary
experiments using a set of 10 paired blood-culture bottles
(aerobic and anaerobic) spiked with five fermentative
Gram-negative rods (Escherichia coli, n=3, Klebsiella pneu-
moniae, n=1, Enterobacter aerogenes, n=1) and 5 Staphylo-
coccus aureus clinical isolates. We evaluated the
performance of both procedures after pre-cultivation for 30,
90, 180, and 240 min. Overall, both Enterobacteriaceae and
Staphylococcus aureus isolates were identified earlier after
enrichment in BHI. Specifically, 4 and 3 Enterobacteriaceae
were identified following 30 min incubation in BHI and on
CBA, respectively, and 5 and 2 Staphylococcus aureus were
identified after 90 min of pre-culture in BHI and on CBA,
respectively. All Enterobacteriaceae were identified after
90 min of pre-culture irrespective of the medium used, while
it took 180 min to achieve correct identification of all Staph-
ylococcus aureus isolates by either method.

Matrix-assisted laser desorption/ionization time-
of-flight mass spectrometry identification of
bacterial species grown in routine blood cultures
following different methods

A total of 84 positive BCs were used for the experiments
described below. Of these, 40 were aerobic, 38 anaerobic
and 6 were pediatric. A single bacterial species was isolated
from all the BCs. These were fermentative Gram-negative
rods (n=33), non-fermentative Gram-negative rods (n=7),
fastidious Gram-negative rods (Campylobacter coli, n=1),
anaerobic Gram-negative rods (n=1), Gram-positive cocci
(Staphylococcus  spp., n=26, Streptococcus spp., n=7,
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Abiotrophia defectiva, n=1 and Enterococcus spp., n=7) or
Gram-positive rods (n=1). As shown in Table 1, all bacteria
were correctly identified at the species level by MALDI-TOF
MS after overnight sub-culture on chocolate agar. The
MALDI Sepsityper kit assay failed to identify 19 isolates
(34.6 %) at the species level, most notably coagulase-
negative Staphylococcus spp. (CNS), Streptococcus pneumo-
niae and Acinetobacter baumannii. Out of these 19 isolates,
the MALDI Sepsityper kit allowed identification of 5 isolates
at the genus level (Streptococcus spp., Enterobacter spp., Aci-
netobacter spp., Pseudomonas spp. and Listeria spp.). How-
ever, these were misclassified at the species level.

Pre-cultivation in BHI for up to 4 h. produced slightly better
results than pre-cultivation on CBA. In fact the BHI method
was able to identify all but 7 bacterial species (Acinetobacter
baumannii, n=1, CNS, n=2, Staphylococcus aureus, n=1,
Streptococcus pneumoniae, n=2 and Abiotrophia defectiva,
n=1). In turn, 9 bacterial species could not be identified fol-
lowing short-term pre-culture on CBA; in 8 cases these
were Gram-positive cocci and, as expected, Bacteroides vul-
gatus. All but one of the bacterial isolates (Streptococcus ora-
lis) were identified at the species level by either short-term
culture method; Streptococcus oralis was denoted as Strepto-
coccus mitis/oralis, with a spectral score of 1.83; for

Table 1. Successful identification of bacteria grown in blood culture bottles by matrix-assisted laser desorption/ionization - time-of-flight mass

spectrometry using different protocols

Bacteria (number of isolates)

Pre-culture on
broth medium

Pre-culture on
solid medium

All isolates (n=84) 77 (91.6)
Enterobacteriaceae (n=33) 33 (100)
Escherichia coli (19) 19 (100)
Klebsiella pneumoniae (4) 4 (100)
Enterobacter cloacae (2) 2 (100)
Proteus mirabilis (2) 2 (100)
Klebisella oxytoca (1) 1 (100)
Klebisella variicola (1) 1 (100)
Enterobacter aerogenes (1) 1 (100)
Citrobacter freundii (1) 1 (100)
Serratia liquefaciens (1) 1 (100)
Serratia marcescens (1) 1 (100)
Non-fermentative Gram-negative bacilli (7) 6 (85.7)
Acinetobacter baumannii (4) 3 (75)
Pseudomonas aeruginosa (2) 2 (100)
Pseudomonas putida (1) 1 (100)
Other Gram-negative bacilli (1) 1 (100)
Campylobacter coli (1) 1 (100)
Anaerobes (1) 1 (100)
Bacteroides vulgatus (1) 1 (100)
Staphylococcus spp. (26) 23 (88.5)
Staphylococcus epidermidis (11) 10 (90.9)
Staphylococcus aureus (7) 6 (85.7)
Staphylococcus hominis (7) 6 (85.7)
Staphylococcus haemolyticus (1) 1 (100)
Streptococcus/Enterococcus spp. (14) 12 (85.7)
Enterococcus faecalis (6) 6 (100)
Streptococcus pneumoniae (4) 2 (50)
Streptococcus agalactiae (2) 2 (100)
Streptococcus oralis (1)* 1 (100)
Enterococcus faecium (1) 1 (100)
Abiotrophia defectiva (1) 0 (0)
Gram-positive bacilli (1) 1 (100)
Listeria monocytogenes (1) 1 (100)

75 (89.2)

21 (80.7)

Number of bacterial isolates successfully identified (%)
Sepsityper (with Overnight subculture on
protein extraction) chocolate agar

55 (65.4) 84 (100)
33 (100) 28 (84.8) 33 (100)
19 (100) 17 (89.5) 19 (100)
4 (100) 3 (75) 4 (100)
2 (100) 1 (50) 2 (100)
2 (100) 2 (100) 2 (100)
1 (100) 1 (100) 1 (100)
1 (100) 0 (0) 1 (100)
1 (100) 1 (100) 1 (100)
1 (100) 1 (100) 1 (100)
1 (100) 1 (100) 1 (100)
1 (100) 1 (100) 1 (100)
7 (100) 3 (42.8) 7 (100)
4 (100) 1 (25) 4 (100)
2 (100) 2 (100) 2 (100)
1 (100) 0 (0) 1 (100)
1 (100) 1 (100) 1 (100)
1 (100) 1 (100) 1 (100)
1 (100) 1 (100)
1 (100) 1 (100)
13 (50.0) 26 (100)
7 (63.6) 3 (27.3) 11 (100)
7 (100) 6 (85.7) 7 (100)
6 (85.7) 3 (42.8) 7 (100)
1 (100) 1 (100) 1 (100)
12 (85.7) 9 (64.3) 14 (100)
6 (100) 5 (83.3) 6 (100)
1(25) 4 (100)
2 (100) 2 (100) 2 (100)
0 (0) 1 (100)
1 (100) 1 (100) 1 (100)
0 (0) 1 (100)
1 (100) 0 (0) 1 (100)
1 (100) 0 (0) 1 (100)

*|dentified as Streptococcus oralis/mitis by MALDI-TOF MS.
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analytical purposes, this was deemed a correct identification
at the species level.

Pre-cultivation of blood cultures in brain-heart
infusion broth accelerates matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry identification

Next, we evaluated the time required for successful bacterial
identification at the species level by performing MALDI-
TOF MS on intact bacterial cells following short-term pre-
cultivation either in BHI or on CBA. Overall, the mean
incubation time to correct identification was shorter when
pre-cultures were performed in BHI (the mean time for
Gram-negative rods was 78.2 min in BHI and 108.2 min on
CBA, P=0.045); the mean time for Gram-positive cocci was
128.5min in BHI and 169.6 min on CBA, P=0.013). This
finding also extended to most bacterial isolates included in
our panel (Table 2). In fact, pre-cultivation on CBA only
outperformed that in BHI in BCs positive for Pseudomonas
putida, Acinetobacter baumannii and Staphylococcus
haemolyticus.

Strikingly, pre-cultivation for 30 min in BHI allowed suc-
cessful identification of 63.3 % of Enterobacteriaceae (vs.
33.3% when pre-cultivation was performed on CBA), and
especially, Escherichia coli (78.9 vs 36.8%); after 90 min,
93.9% of Enterobacteriaceae were correctly identified (vs
78.8 % following pre-cultivation on CBA). Furthermore,
overall, pre-incubation in BHI accelerated identification of
most isolates of Staphylococcus spp., Streptococcus spp. and
Enterococcus spp. Of note, Listeria monocytogenes was cor-
rectly identified after pre-cultivation for 90min in BHI,
while it required 240 min when pre-cultivation was per-
formed on CBA. Irrespective of whether pre-cultivation was
performed in BHI or CBA, the time to correct identification
of Gram-positive bacterial species was longer than that of
Gram-negative rods, and among the latter, non-fermenta-
tive Gram-negative bacilli and fastidious organisms (Cam-
pylobacter coli) required longer pre-cultivation times than
Enterobacteriaceae. Of note, all methods compared failed to
correctly identify one or more of Streptococcus pneumoniae,
CNS and Abiotrophia defectiva isolates included in the
panel. As shown in Table 3, the time to successful bacterial
species (both Gram-negative and -positive) identification by
MALDI-TOF MS after short-term pre-cultivation in BHI
was directly related to the time to BC positivity.

DISCUSSION

The use of MALDI-TOF MS for direct and rapid identifica-
tion of microorganisms from positive BCs leads to reduc-
tion in the time required fror antimicrobial regimen
optimization, reduced hospital and ICU lengths of stay,
improved patient outcomes and decreased overall hospital
costs [20]. In this context, here we show that, overall, pre-
cultivation of positive BCs in BHI up to 4h prior to
MALDI-TOF MS processing outperforms both the MALDI
Sepsityper kit and pre-cultivation on solid medium (CBA)

in terms of successful and rapid bacterial species
identification.

First, correct identification down to the species level was
achieved in 91.6 % of positive BCs after enrichment in BHI
broth (in our experience, using a less stringent cut-off score
of ->1.7for species identification did not result in an
increased identification yield — not shown-) versus 65.4 %
with the MALDI Sepsityper kit; this latter figure is remark-
ably similar to that reported in other studies [4-8, 16,
18-23]. Of note, our method performed better than the
MALDI Sepsityper kit for both Gram-negative rods and
Gram-positive cocci.

Second, successful bacterial species identification following
pre-incubation on CBA was achieved in a slightly lower
number of isolates (89.2 %) than after enrichment in BHI.
This figure is higher than that reported in previous studies
[8-14], where it was found not to exceed 85 % of bacterial
isolates; Nevertheless, direct comparison of these studies,
including ours, is not straightforward owing to the use of
different MALDI TOF MS instrumentation, sample process-
ing protocols, assorted MALDI-TOF MS results analyses
and interpretation rules. In all the above studies [8-14], as
in ours, the rate of successful identification at the species
level was higher for Gram-negative organisms than for
Gram-positive bacteria, particularly for Enterobacteriaceae.

In a previous study [8], overall, the mean pre-cultivation
time in solid medium to successful species-level identifica-
tion was 4.6 h. Interestingly, the authors reported that their
method performed better for Gram-negative rods than for
Gram-positive cocci; in fact, 76.2 and 95.2% of the Gram-
negative rod species included in the panel were correctly
identified after <2and <4h of pre-cultivation. In turn, only
18.6 % of Gram-positive aerobic cocci were successfully
identified following <4h incubation. Here, we show that
pre-cultivation in BHI markedly reduced the time to correct
identification to the species level, both for most Gram-nega-
tive rods, specially those belonging to Enterobacteriaceae,
and Gram-positive cocci included in the panel, with respect
to the time after pre-cultivation on CBA.

The impactof performing a rapid enrichment step on broth
medium on producing faster and more accurate BC bacte-
rial species identification was first noticed by Kroumova
and colleagues [17], who used BHI, as we did in the current
study; this is thought to be principally related to the rapid
increase in bacterial biomass produced by growing them in
a highly nutritious liquid medium; they correctly identified
most Gram-negative and -positive bacteria to the genus
level after protein extraction, with an average identification
time of 3h [17]. Thus, it may be possible to further increase
the performance of our method (in particular for Gram-
positive cocci) by coupling it to protein extraction after pre-
cultivation, as shown by Idelevich et al. [8] when the pre-
cultivation step was done on CBA. Nevertheless, this would
increase the complexity of the method and especially its
hands-on time.
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Table 2. Time to successful identification of bacteria grown in blood culture bottles by matrix-assisted laser desorption/ionization — time-of-flight

mass spectrometry after pre-culture in broth or on solid media

Bacteria (number of isolates) Number of bacterial isolates successfully identified (%)
Pre-culture on broth media (time) Pre-culture on solid media (time)
30 min 90 min 180 min 240 min 30 min 90 min 180 min 240 min
All isolates (n=84) 29 (34.5) 52 (61.9) 71 (84.5) 77 (91.6) 12 (14.3) 36 (42.8) 61 (72.6) 75 (89.2)
Enterobacteriaceae (n=33) 21 (63.6) 31 (93.9) 33 (100) - 11 (33.3) 26 (78.8) 32 (96.9) 33 (100)
Escherichia coli (19) 15 (78.9) 18 (94.7) 19 (100) - 7 (36.8) 15 (78.9) 19 (100) -
Klebsiella pneumoniae (4) 2 (50) 4 (100) - - 2 (50) 4 (100) - -
Enterobacter cloacae (2) 1 (50) 2 (100) - - 1 (50) 2 (100) - -
Proteus mirabilis (2) 2 (100) - - - 0 (0) 1 (50) 2 (100) -
Klebisella oxytoca (1) 0 (0) 1 (100) - - 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (100)
Klebisella variicola (1) 0 (0) 1 (100) - - 0 (0) 1 (100) - -
Enterobacter aerogenes (1) 1 (100) - - - 1 (100) - - -
Citrobacter freundii (1) 0 (0) 1 (100) - - 0 (0) 1 (100) - -
Serratia liquefaciens (1) 0 (0) 0 (0) 1 (100) - 0 (0) 0 (0) 1 (100) -
Serratia marcescens (1) 0 (0) 1 (100) - - 0 (0) 1 (100) - -
Non-fermentative Gram-negative bacilli (7) 1 (14.3) 1 (14.3) 4 (57.1) 6 (85.7) 0 (0) 1 (14.3) 5 (71.41) 7 (100)
Acinetobacter baumannii (4) 0 (0) 0 (0) 2 (50) 3 (75) 0 (0) 0 (0) 3 (75) 4 (100)
Pseudomonas aeruginosa (2) 1 (50) 1 (50) 1 (50) 2 (100) 0 (0) 0 (0) 1 (50) 2 (100)
Pseudomonas putida (1) 0 (0) 0 (0) 1 (100) - 0 (0) 1 (100) - -
Other Gram-negative bacilli (1) 0 (0) 0 (0) 1 (100) - 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (100)
Campyolobacter coli (1) 0 (0) 0 (0) 1 (100) - 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (100)
Anaerobes (1) 0 (0) 1 (100) - - 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Bacteroides vulgatus (1) 0 (0) 1 (100) - - 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Staphylococcus (26) 3 (11.5) 7 (26.9) 19 (73.1) 23 (88.5) 0 (0) 3 (11.5) 13 (50) 21 (80.7)
Staphylococcus epidermidis (11) 0 (0) 3 (27.3) 7 (63.7) 10 (90.9) 0 (0) 0 (0) 4 (36.4) 7 (63.7)
Staphylococcus aureus (7) 3 (42.8) 4 (57.1) 6 (85.7) 6 (85.7) 0 (0) 2 (28.5) 4 (57.1) 7 (100)
Staphylococcus hominis (7) 0 (0) 0 (0) 6 (85.7) 6 (85.7) 0 (0) 0 (0) 4 (57.1) 6 (85.7)
Staphylococcus haemolyticus (1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (100) 0 (0) 1 (100) - -
Streptococcus/Enterococcus (14) 4 (28.5) 11 (78.5) 12 (85.7) 12 (85.7) 1(7.1) 5 (35.7) 11 (78.5) 12 (85.7)
Enterococcus faecalis (6) 1 (16.6) 5 (83.3) 6 (100) - 0 (0) 2 (33.3) 5 (83.3) 6 (100)
Streptococcus pneumoniae (4) 1(25) 2 (50) 2 (50) 2 (50) 0 (0) 1 (25) 3 (75) 3 (75)
Streptococcus agalactiae (2) 1 (50) 2 (100) - - 1 (50) 2 (100) - -
Streptococcus oralis (1)* 0 (0) 1 (100) - - 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Enterococcus faecium (1) 1 (100) - - - 0 (0) 0 (0) 1 (100) -
Abiotrophia defectiva (1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Gram-posive bacilli (1) 0 (0) 1 (100) - - 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (100)
Listeria monocytogenes (1) 0 (0) 1 (100) - - 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (100)

*|dentified as Streptococcus oralis/mitis by MALDI-TOF MS.

Our methodological approach is simple and only requires
one centrifugation step, thus taking less than 10min to
complete; this, however, reduces the effective gain in time to
bacterial identification with respect to that following pre-
incubation on solid medium, which does not require a cen-
trifugation step. It remains to be demonstrated whether the
net reduction in the time to bacterial identification afforded
by our method proves to be clinically meaningful. In this
context, an 87 % species-level success rate identification was
recently reported using a modified protocol that omitted
both a pre-incubation step and protein extraction [24];

however, that study also reduced the stringency required for
accurate species-level identification with respect to that
originally recommended by the manufacturer (spectral
scores >2.0).

It is worth mentioning that no special practical skills or
experience are needed to perform our method; in fact, in
our hands, the results were reproducible across operators
(data not shown).

The advantage of this new methodological approach over
the other methods evaluated herein is undoubtedly its speed
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Table 3. Time to successful bacterial species identification by matrix-
assisted laser  desorption/ionization -  time-of-flight mass
spectrometry after short-term pre-culture on brain-heart infusion
broth and time to blood culture positivity

Bacterial species successfully Time to blood culture positivity of
identified after pre-culture in

brain-heart infusion broth at

Gram-negative rods/Gram-positive
cocci: mean hours (range)
different time points (no. of

isolates)
30 min (29) 11.6 (5.1-14.3)/13.3 (9.6-16.6)
90 min (52) 14.3 (8.5-33.5)/13.2 (6.7-23.9)

180 min (71)
240 min (77)

17.8 (8.41-27.8)/20.2 (8.0-29.3)
16.5 (11.7-21.3)/28.8 (20.0-41.1)

in yielding correct bacterial species identification from BCs.
This means that its potential clinical impact would be maxi-
mized when the test is performed immediately after BCs are
flagged as positive and, in turn, would be weakened if posi-
tive BCs are batched for analysis [25]. We are aware that
systematic integration of a short-term pre-cultivation step
prior to MALDI-TOF MS analysis may require drastic (and
perhaps unfeasible) reorganization of the laboratory work-
flow. Thus, selection of BCs which would potentially benefit
from such an approach would likely be a suitable strategy
for laboratories unable to cope with the extra work load. In
this sense, the time to BC positivity may be taken as indica-
tive of an eventual successful bacterial identification to the
species level. For example, correct bacterial species identifi-
cation (both Gram-positive and -negative) after a pre-culti-
vation step in BHI for 30 min was systematically achieved
when BCs turned positive earlier than 16.6 h after BC incu-
bation (see Table 3). Accordingly, we have implemented
this bacterial identification strategy in our diagnostic labora-
tory routine. For those BCs flagged as positive later
(>16.6 h), pre-incubation in BHI is prolonged to 4 h prior to
MALDI TOF MS identification.

Our methodological approach, nevertheless, has one major
limitation: it may not allow identification of several bacterial
species (Acinetobacter baumannii, certain CNSs, Abiotro-
phia defectiva and Streptococcus pneumoniae), which would
likely require longer pre-cultivation times. In addition, we
do not know how the method performs in the setting of pol-
ymicrobial bloodstream infections.

The relatively small sample size of BCs used here may be
viewed as another limitation of this study; nevertheless,
most bacterial species commonly involved in bloodstream
infections were represented in our panel, so that we believe
the data presented are revealing and warrant further larger
prospective validation studies.

In summary, we optimized a method for the rapid and reli-
able identification of common bacterial species involved in
bloodstream infections based upon short-term pre-incuba-
tion of positive BCs in BHI and subsequent MALDI TOF
MS analysis that outperforms direct identification by the
MALDI Sepsityper kit and that following pre-cultivation on

solid medium. Further prospective studies are needed to val-
idate our method and gauge its potential clinical impact on
the management of bloodstream bacterial infections.
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Introduction: To assess the potential added value of rapid MALDI-TOF MS-based identification of bacteria
in positive blood cultures to the information provided by Gram staining for adequate empirical antibiotic
treatment adjustments in patients with bloodstream infections (BSI).
Methods: We conducted a retrospective, single-center, pre-post quasi-experimental study. In the pre-
MALDI-TOF MS phase of the study antibiotic adjustments were made on the basis of Gram stain re-
sults, whereas in the MALDI-TOF MS phase they were based on information provided by Gram staining
and MALDI-TOF MS results. No antimicrobial stewardship program for BSI was in place within the study
period. Antibiotic regimens were categorized as correct, improvable or incorrect.
Results: Cohorts were matched for demographics, clinical characteristics of patients and bacterial species
involved. Enterobacteriales were the most represented in both study periods (67%), followed by Non-
fermenting Gram-negative bacilli and Gram-positive cocci. The number of patients receiving correct,
improvable and incorrect empirical antibiotic treatments was comparable for both study periods
(P = 0.45, P = 0.57, P = 0.87, respectively). The percentage of patients who ended up receiving correct
treatment following modified empirical antibiotic regimens was significantly higher (P = 0.008) in the
MALDI-TOF MS phase (27 patients/38.6%) than in the pre-MALDI-TOF MS phase of the study (11 patients/
15.7%), although overall adequate coverage of the bacteria causing the infection was comparable across
the study periods (90%).
Conclusion: Gram stain results offer valuable information for early adjustment of empirical antibiotic
therapies for BSI. Nevertheless, rapid identification of bacteria involved in BSI by MALDI-TOF MS provides
added value to achieve this aim.

© 2020 Japanese Society of Chemotherapy and The Japanese Association for Infectious Diseases.

Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Survival following severe bacterial bloodstream infections
(BSI) is greatly dependent on starting effective antibiotic therapy
promptly [1,2]. Unfortunately, nowadays, empiric therapy with
broad-spectrum antibiotics is often inadequate due to the
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unpredictable involvement of multidrug-resistant bacteria [3].
Rapid microbial identification directly from blood cultures (BCs)
flagged as positive by matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) potentially
allows physicians to adapt antibiotic therapy before antimicrobial
susceptibility testing (AST) results are available [4—7]; in partic-
ular, when coupled with antimicrobial stewardship [8,9] this may
result in decreased mortality [10,11]. Nevertheless, implementing
MALDI-TOF MS systematically in the laboratory workflow to that
end remains challenging in daily practice. In this setting, per-
forming Gram stain immediately after BCs turn positive, and
communicating the results rapidly to the attending physician was
shown to impact positively on appropriate selection of antibiotics
and lead to decreased mortality [12—14]. Here, we conducted a
pre-post quasi-experimental study aimed at assessing the po-
tential value of adding rapid bacterial identification by MALDI-TOF
MS to the information provided by Gram staining for adapting
empirical antibiotic regimens without antimicrobial stewardship
guidance in BSI patients admitted to onco-hematological and
intensive care wards.

2. Patients and methods
2.1. Patients, study design and hospital setting

This was a retrospective, single-center, pre-post quasi-
experimental study conducted at Hospital Clinico Universitario of
Valencia (HCUV). The main objective of the study was to compare
the impact of Gram stain combined with direct bacterial identifi-
cation by MALDI-TOF MS versus Gram stain results only on
adequate modification of empirical antibiotic treatment regimens
in adult onco-hematological or intensive care unit patients with
BSI. Mass spectrometry technology was implemented in BC work-
flow at our laboratory in May 2017. From June 2017 to October 2018
we documented a total of 70 consecutive BSI episodes occurring in
unique patients fulfilling the study inclusion criterion: a first
episode of monomicrobial bacteremia due either to Gram-positive
or Gram-negative bacteria that could be identified to the species
level by MALDI-TOF MS. We excluded polymicrobial bacteremia
episodes, those caused by anaerobic bacteria and those in which
coagulase-negative Staphylococci were isolated, irrespective of its
clinical significance. A well-matched comparison-group study was
built including non-consecutive patients (n = 70) who had devel-
oped primary monomicrobial BSI during the period June 2014 to
April 2017, prior to implementation of MALDI-TOF MS. Prioritized
parameters for matching were demographics, patients’ clinical
characteristics, including the site of bacteremia acquisition, source
of bacteremia, clinical severity, co-morbidities (Charlson co-
morbidity index [15]) and bacterial species involved, as detailed
below.

HCUV is a tertiary public teaching hospital with 582 beds that
provides healthcare for 312,000 inhabitants (Clinico-Malvarrosa
Health Department). Antibiotic resistance profiles of bacteria
causing BSIs included in our series have not changed substantially
over the last five years. Among isolates recovered from infection
sites, the prevalence of extended spectrum B-lactamases (ESBL)-
producing Escherichia coli was 15—20% overall, 25—35% for ESBL-
producing Klebsiella pneumoniae, <0.5% for carbapenem-resistant
Enterobacteriales (EB), 30—35% for carbapenem-resistant Pseudo-
monas aeruginosa, <0.1% for glycopeptides-resistant enterococci
and 25-20% for methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA).
Here, multidrug-resistant (MDR) was defined as acquired non-
susceptibility to at least one agent in three or more antimicrobial
categories, and extensively drug-resistant (XDR) as non-
susceptibility to at least one agent in all but two or fewer

antimicrobial categories (i.e. bacterial isolates remain susceptible to
only one or two categories) [16].

2.2. Blood culture workflows

BCs (BACTEC™ Plus Aerobic/F and Plus Anaerobic/F medium
bottles, -Becton Dickinson and Company, New Jersey, USA-
incubated in BD BACTEC™ FX automated continuous-monitoring
blood culturing instrument) were obtained and processed round
the clock (24/hours/7 days a week). During the pre-MALDI-TOF-MS
period, Gram staining (Gram-positive cocci resembling staphylo-
cocci or streptococci, Gram-negative rods for the purpose of the
current study) was immediately performed (within 30 min) when
BCs were flagged as positive and the results were reported by
phone to the attending physician without delay. Overnight sub-
culture of positive BCs in chocolate agar was performed and grown
isolates were identified by commercially available phenotypic
methods (Vitek2 or API test strips, both from Biomerieux, L'Etoile,
France or BD Phoenix BD system, BD).

In the post-implementation phase of the study, in addition to
reporting Gram stain results, positive blood cultures were pro-
cessed for MALDI-TOF MS identification following a pre-
enrichment step, as previously reported [17]. In brief, 50 pl
blood was inoculated into 500 pl BHI (Oxoid Limited, Hampshire,
United Kingdom) in sterile vials and incubated at 36 °C in air with
5% CO2 for 2—3 h. Next, the vials were centrifuged at 13,000 rpm
for 2 min, the supernatants discarded, and the pellets used for
MALDI-TOF MS analyses. The spectra were acquired using the
Microflex LT system (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) and
analyzed on MALDI BIOTYPER 3.3 (Bruker Daltonics) software.
MALDI-TOF MS analyses were performed in triplicate on the same
target slide. Criteria for successful identification were met when
the spectral score of at least one of the three spots was >2.0
(species level) and >1.7 (genus level), as recommended by the
manufacturer.

Positive BCs were subcultured overnight on chocolate agar and
the growing biomass was used for MALDI-TOF MS identification.

At the time of Gram stain reporting the attending physicians
were also informed that bacterial identification results would be
available 3—4 h later in the laboratory information system to which
they had direct access.

2.3. Data collection, clinical outcome and statistics

Two infectious diseases specialists (RO and CP) reviewed med-
ical records and extracted demographic and clinical data and
antibiotic prescribing pattern for each patient.

The primary clinical outcome of the study was the suitability of
empirical antibiotic therapy adjustments (spectrum broadening or
streamlining) driven by Gram stain or direct MALDI-TOF MS results.
Antibiotic treatments were considered correct when adapted to site
of acquisition (community-acquired vs. nosocomial) [18], severity
of infection [19], source of bacteremia, local profiles of antimicro-
bial resistance, patient risk factors for harboring an antibiotic-
resistant strain (ESBL, MRSA, Carbapenem-resistant Pseudomonas
aeruginosa) [20—22] and individual microbiological records, ac-
cording to Spanish guidelines [23,24] and it was expected to be
effective against the isolated bacteria on the basis of AST results
(Supplementary Table 1), and improvable when coverage was
adequate but could have been and was not refined (better adjusted)
according to the above parameters. Incorrect treatments were
those that did not cover the isolated bacteria according to AST
results.

A sample size of 54 patients per group was needed to achieve
80% power at a 5% significance level with a true difference of 25%
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between appropriate empirical antibiotic regimen adjustments
made in the pre and post-MALDI-TOF MS groups. Categorical
variables were analyzed using Chi-square statistics or Fisher's
exact test when appropriate. P values < 0.05 were considered
statistically significant. The statistical software SPSS 20.0 (IBM
Corp., Armonk, NY, USA) was used to perform statistical
calculations.

3. Results

A total of 70 episodes of monomicrobial bacteremia from unique
patients were included in each study period. Patients in both pe-
riods were matched for demographics, ward admission, source and
probable site of bacteremia acquisition, clinical characteristics and
bacteria involved (P = 0.97), as shown in Tables 1 and 2,
respectively.

EB were the most represented bacteria in both study periods
(68.8% and 67.1%), followed by Non-fermenting Gram-negative
bacilli (NFGNB), in most cases Pseudomonas aeruginosa, and Gram-
positive cocci (GPC), most of which were enterococci. In both study
periods 35% of EB were ESBL producers and 4% were AmpC hy-
perproducers. There were four and three Pseudomonas aeruginosa
MDR and XDR in the pre- and post-MALDI-TOF MS periods,
respectively. Only one MRSA was identified in our series. No
glycopeptide-resistant enterococci were present in either study
period.

3.1. Impact of gram stain versus MALDI-TOF MS results on empiric
antibiotic treatment adjustment

The number of patients receiving correct, improvable and
incorrect empirical antibiotic treatments (Table 3) was comparable
for the two study periods (P = 0.45, P = 0.57, P = 0.87, respectively).
During the pre-MALDI-TOF MS period, Gram stain results led to
antibiotic therapy modification in 19 patients (27.1%) with BSI
caused by EB (n = 13), NFGNB (n = 3) or GPC (n = 3) (Fig. 1). As
shown in Supplementary Table 2, the therapeutic change was

antibiotic spectrum broadening in 15 cases and streamlining in the
remaining four cases. Overall, the number of patients receiving
improvable antibiotic treatments as a result of action taken
increased from 41 to 52, whereas the percentage of patients un-
dergoing correct treatment remained relatively conserved
(decreased from 12 to 11 patients; Table 3 and Fig. 1). Interestingly,
the number of patients still receiving incorrect treatment was
notably reduced, from 17 to 7.

In the post- MALDI-TOF MS study phase, fewer interventions
were made on the basis of Gram stain results in comparison with
the pre-MALDI-TOF MS phase (n = 9—12.8%-; P = 0.06), in all cases
by broadening the spectrum of antibiotics (Supplementary Table 3).
These interventions raised the number of patients receiving correct
treatment and lowered the number of patients receiving incorrect
treatment compared with adjustments made on the basis of Gram
staining in the pre-MALDI-TOF MS phase As shown in
Supplementary Table 4, rapid bacterial identification by MALDI-TOF
MS led to further antibiotic adjustments in 18 patients (antibiotic
treatment had been altered on the basis of Gram stain results in one
of these patients), of whom 11 had a BSI caused by EB 4 by NFGNB
and three by GPC (spectrum broadening in all cases) (Fig. 2). While
only a modest reduction in incorrect treatments was registered
(from 10 to 7), the number of patients receiving correct antibiotic
treatments increased substantially (from 19 to 27 patients); the
latter were patients in whom a BSI was caused by EB (n = 5) or
NFBGB (n = 3). Thus, the percentage of patients who ended up
receiving correct treatment following adjustments in empirical
antibiotic regimen was significantly higher (P = 0.008) in the
MALDI-TOF MS phase than in the pre-MALDI-TOF MS phase of the
study.

As shown in Supplementary Table 5, the impact of MALDI-TOF
MS results on switching to correct antibiotic treatments was
more pronounced in onco-hematological patients (14%) than in
intensive care unit patients (7%); nevertheless, actions taken upon
this information led to a decrease in the number of patients
receiving incorrect treatments among those in the intensive care
unit (5—2) but not in patients in the onco-hematology ward.

Table 1
Demographic and clinical data of patients enrolled in the study.
Parameter Pre-MALDI-TOF MS phase no. (%) Post-MALDI-TOF MS phase no. (%) P value
Age Median (Range) 65 (67) 64 (67) 0.52
Sex
Male 46 (56.1) 36 (41.4) 0.09
Female 24 (43.9) 34 (58.6)
Charlson Index ( > 3) 56 (80.0) 59 (84.3) 0.50
Ward
Onco-hematology 39 (55.7) 43 (61.4) 0.56
Intensive care unit 31 (54.3) 27 (39.6)
Acquisition
Nosocomial 55 (78.6) 63 (90.0) 0.07
Community-acquired 15(21.4) 7 (10.0)
Severity
Bacteremia 40 (57.1) 52 (74.2) 0.1
Sepsis 5(7.1) 4(5.7)
Septic shock 25(35.7) 14 (20.0)
Source of bacteremia
Unknown 27 (38.6) 34 (58.6) 0.183
Abdominal 6(8.6) 9(12.9)
Respiratory 12 (17.1) 5(7.1)
Hepato-biliary 9(12.9) 12 (17.1)
Catheter related 7 (10.0) 2(29)
Urinary 9(12.9) 8(11.4)
Risk factors for MRSA 37 (52.9) 35 (50.0) 0.73
Risck factors for ESBL-producing 56 (80.0) 56 (80.0) 1.00

Enterobacteriaceae/Multi-
resistant Pseudomonas aeruginosa

ESBL, extended spectrum B-lactamase; MRSA, methicillin-resistant Staphylococcus aureus.
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Table 2
Bacteria causing bloodstream infections in the pre and post-MALDI-TOF MS study periods.

Bacterial species Pre-MALDI-TOF MS phase no. Post-MALDI-TOF MS phase no.

Enterobacteriaceae 48 47
Escherichia coli 31
Klebsiella pneumoniae 10
Klebsiella oxytoca
Enterobacter cloacae
Serratia marcescens
Morganella morganii
Serratia liquefaciens
Citrobacter koseri

Non-fermenting Gram-negative bacilli
Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter baumannii

Gram-positive cocci
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Staphylococcus aureus
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Table 3
Appropriateness of the antibiotic treatment for bloodstream infections prior to (empirical) and after providing Gram stain or MALDI-TOF MS results to the attending physician.
Study phase Antibiotic treatment categorization
Correct, no. (%) Improvable, no. (%) Incorrect, no. (%)
Pre-MALDI-TOF MS
Empirical antibiotic treatment 12 (17.1) 41 (58.6) 17 (24.3)
Antibiotic treatment following Gram stain results 11 (15.7) 52 (74.3) 7 (10.0)
Post-MALDI-TOF MS
Empirical antibiotic treatment 16 (22.9) 36 (51.4) 18 (25.7)
Antibiotic treatment following Gram stain results 19 (27.1) 41 (58.6) 10 (14.3)
Antibiotic treatment following Gram stain and MALDI-TOF MS results reporting 27 (38.6) 36 (51.4) 7 (10.0)
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Fig. 1. Appropriateness of antimicrobial therapy for bacteremia either prior or after adjustments made on the basis of Gram staining results in the pre-MALDI-TOF MS phase of the
study according to the causative microorganism. EB, Enterobacteriales; NFGNB, non-fermenting Gram negative bacilli; GPC, Gram positive cocci.
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Fig. 2. Appropriateness of antimicrobial therapy for bacteremia either prior or after adjustments made on the basis of Gram staining results and MALDI-TOF MS results in the post-
MALDI-TOF MS phase of the study according to the causative microorganism. EB, Enterobacteriales; NFGNB, non-fermenting Gram negative bacilli; GPC, Gram positive cocci.

4. Discussion

Undisputedly, use of MALDI-TO MS on positive BCs substantially
reduces bacterial identification turnaround time compared to
standard procedures, which may take 24—48 h [7]. This potentially
allows for early adjustment of empirical antimicrobial therapies
that may impact positively on patient's survival [7]. Nevertheless,
adding MALDI-TOF MS into the routine BC workflow is not a
straightforward task, mainly due to economic constraints and
personnel logistics; the costs inherent to the use of this technology
must therefore be balanced against the clinical benefit for the pa-
tient and the impact on antibiotic use and antimicrobial resistance.
This is particularly true taking into account that reporting Gram
stain results soon after BCs turn positive has been shown to impact
significantly on early adequate adaptation of empirical antibiotic
therapy and improve survival [ 12—14]. The potential value of rapid
MALDI-TOF MS bacterial identification added to the information
provided by Gram staining for adapting empirical antibiotic regi-
mens in patients with BSI has not been investigated in depth. To
this end, we designed a pre-post quasi-experimental study whose
main objective was to compare the impact of Gram stain combined
with direct bacterial identification by MALDI-TOF MS versus Gram
stain results only on early adjustment of empirical antibiotic in
patients admitted to onco-hematological and intensive care wards,
where appropriate choice of empirical antibiotic regimens pre-
scribed and prompt adaptation of therapy in case of an erroneous
selection of antimicrobials has a major impact on patient survival. It
must be highlighted that the MALDI-TOF MS procedure used in this
study for direct bacterial identification from positive BCs included a
short-term enrichment in BHI prior to MALDI-TOF MS analysis,
which in our experience over performs protocols involving pre-
incubation on solid media or skipping enrichment steps in terms
of accuracy and fastness of identification of a number of bacterial
species [17]. Thus, we cannot be certain that conclusions reached
herein and discussed below can be extrapolated to centers using
the latter two protocols. On the basis of the data presented herein

we came to the following conclusions: (i) in line with previous
reports [12—14], reporting Gram stain results provided valuable
information for prompt adjustment of empirical antibiotic regi-
mens in a non-negligible number of patients. This was observed in
both study phases and led to a substantial reduction in the per-
centage of patents on incorrect antibiotic empirical therapies, while
increasing the number of patients receiving improvable regimens
in the Pre-MALDI- TOF MS phase or improvable and correct treat-
ments in the post-MALDI-TOF MS phase of the study. The number
of interventions made on the basis of Gram stain results was
reduced by half in the post-MALDI-TOF MS phase, perhaps due to
physicians in charge being notified that bacterial identification re-
sults would be available shortly after receiving the Gram results. (ii)
Early MALDI-TOF MS identification of bacterial species involved had
a notable impact on antibiotic adjustments, leading to a substantial
increase in the number of patients who were switched to correct
antibiotic regimens. Nonetheless, the percentage of patients who
remained under incorrect antibiotic regimens following adjust-
ments was not significantly different from in the pre-MALDI-TOF
MS study phase. It is of interest to underline that differences
were noted regarding the impact of MALDI-TOF MS results ac-
cording to the hospitalization ward (onco-hematology vs. intensive
care unit), perhaps due to the absence of homogeneous criteria for
early antibiotic adjustments across these units. In this sense,
although speculative, we hypothesize that the intervention of an
antimicrobial stewardship team in the therapeutic management of
our patients would have resulted in more adequate selection of
empirical antibiotic regimens on the basis of the information pro-
vided not only by the MALDI-TOF MS technology but also by Gram
stain results, as previously demonstrated [8,9] and irrespective of
the hospitalization ward.

Very few studies have assessed the value of rapid identification
of bacteria grown in BCs added to the information provided by
Gram staining results in early adjustment of empirical antibiotic
therapies. In a study relatively comparable to ours in terms of
design, Vlek and colleagues [25] found that use of MALDI-TOF
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increased the proportion of appropriate antimicrobial therapy by
11.3% (64% versus 75.3%; P < 0.001). This figure is similar to the one
reported in the current study, despite the notable differences be-
tween the studies. In Vlek's study [25] (i) the primary outcome was
the proportion of episodes receiving adequate antimicrobial ther-
apy within 24 h of BC positivity. Thus, antimicrobial therapy could
be adjusted on the basis of the information provided by Gram stain,
culture results, MALDI-TOF MS (in the intervention phase) or even
in some cases by AST. (ii) All consecutive positive BCs were included
and MALDI-TOF MS was not performed 24/7. (iii) Both mono-
microbial and polymicrobial episodes were included. (iv) GPC were
overrepresented. (v) Patients were recruited from a wide variety of
wards (not only ICU and onco-hematology). (vii) Criteria for
empirical antibiotic suitability may have been rather different. (vii)
The prevalence of MR bacteria was very low. Nevertheless, Vleck's
study and ours share an important characteristic, the lack of anti-
microbial stewardship.

Two other prospective observational (single arm) studies also
underlined the clinical value of adding MALDI-TOF MS to Gram
stain results, reporting appropriate adjustment of empirical anti-
biotic therapies, although importantly, antimicrobial stewardship
was in place in the participating hospitals [4,5].

Several limitations should be acknowledged. First, this was a
quasi-experimental study that lacked randomization; nevertheless,
care was taken to thoroughly match patients in both comparison
groups. In this respect, although matching could have introduced a
bias, we find this possibility unlikely as most (yet not all) episodes
of primary bacetremia occurring at onco-hematological and
intensive care unit wards were included. Second, we report on a
single-center experience, so there is no certainty that our conclu-
sions could be extrapolated to other hospital settings. In this regard,
the prevalence of resistant strains in the community and hospital
wards may be a determining factor modulating the clinical impact
of rapid bacterial identification by MALDITOF MS technology. Third,
the true impact of MALDITOF MS in clinical real-life practice could
have been overestimated; certainly, exclusion of polymicrobial
bacteremia episodes in which potentially contaminants were
involved (i.e coagulase negative staphylococci) or ones in which
MALDITOF MS failed to provide accurate identification may have
introduced bias in favor of this technology.

In summary, the data presented herein reinforce the idea that
Gram stain results offer valuable information for early adjustment
of empirical antibiotic therapies for BSI and support the assumption
that rapid identification of bacteria involved in BSI by MALDITOF
MS provides added value to achieve this aim.
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Abstract

We optimized and prospectively evaluated a simple MALDI-TOF MS-based method for direct detection of third-generation
oxymino-cephalosporin resistance (3rd CephR) in Escherichia coli and Klebsiella spp. from blood cultures (BC). In addition, we
assessed the performance of a lateral flow immunochromatographic assay (LFIC) for detecting extended-spectrum {3-lactamases
(ESBL) (NG-Test CTX-M MULTI assay) using bacterial pellets from BC. A total of 168 BCs from unique patients were
included. A pre-established volume of BC flagged as positive was transferred in brain heart infusion with or without ceftriaxone
(2 mg/ml). After 2-h incubation, intact bacterial pellets were used for MALDI-TOF MS testing. Identification of bacterial species
(index score > 2) in the presence of CRO was considered marker of 3rd CephR. The LFIC assay was evaluated in 141 BC.
Bacteremia episodes were caused by E. coli (n = 115) or Klebsiella spp. (n = 53). A total of 49 strains were 3rd CephR by broth
microdilution, of which 41 were ESBL producers, seven expressed ESBL and OXA-48 type D carbapenemase, and one harbored
a plasmid-mediated AmpC. The MALDI-TOF MS method yielded four very major errors (false susceptibility) and two major
errors (false resistance). The overall sensitivity of the assay was 91.8% and the specificity 98.3%. Concordance between the LFIC
assay and the MALDI-TOF MS method for detection of ESBL-mediated 3rd CephR was 100%. Both evaluated methods may
prove useful for early adjustment of empirical therapy in patients with E. coli and Klebsiella spp. bloodstream infections. Whether
their use has a beneficial impact on patient outcomes is currently under investigation.

Keywords MALDI-TOF MS - Antimicrobial susceptibility - Blood culture - Third-generation cephalosporins - Lateral flow
immunochromatography - Extended-spectrum (3-lactamases - Escherichia coli - Klebsiella spp

Introduction

It has been consistently shown that early administration of
appropriate antibiotic treatment improves survival among pa-
tients with bloodstream Gram-negative bacterial infections

< David Navarro
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[1-3]. Nowadays, empiric therapy with broad-spectrum anti-
biotics is often inadequate in these patients due to the frequent
involvement of resistant bacteria [4], among which extended-
spectrum [3-lactamase-producing (ESBL) Enterobacterales
are of particular concern due to their prevalence and associa-
tion with increased mortality [S]. Conventional microbiologi-
cal methods require 1248 h to identify the causal microor-
ganism and provide its antimicrobial susceptibility profile.
Over the last few years, a number of rapid genotypic or phe-
notypic assays yielding timely information on bacterial anti-
microbial susceptibility/resistance, including molecular-
based, biochemical, and electrochemical tests, immunoassays,
and notably mass spectrometry (MALDI-TOF MS), have
been developed and implemented in routine practice [6]. In
particular, the MALDI-TOF MS technology offers accuracy,
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speed, and simplicity at a low cost [6, 7]. Detection of
Enterobacterales resistance to third-generation oxymino-
cephalosporins (3rd CephR) by MALDI-TOF MS can be
achieved by comparing bacterial growth in the presence or
absence of a given antibiotic followed by a semiquantitative
measurement of bacterial proteins [8—13]. Here, based on a
previous study by our group [14], we optimized and prospec-
tively evaluated a simple MALDI-TOF MS-based method for
detection of 3rd CephR in Escherichia coli and Klebsiella spp.
directly from blood cultures that skips semiquantitative as-
sessment of bacterial proteins.

In our setting, 3rd CephR in E. coli and Klebsiella
pneumoniae is mainly mediated by ESBL. Since the early
2000s, conjugative plasmids harboring CTX-M-type ESBL
genes have been responsible for ESBL dissemination in
Enterobacterales worldwide [15]. Lateral flow immunoassays
(LFIAs) have been increasingly used to detect (3-lactamases in
Gram-negatives from either from isolated colonies or directly
from blood cultures, as they are simple to use and return rapid
and reliable results [ 16-20]. In this context, we also conducted
a side-by-side comparative evaluation of the performance of
one of these LFIAs, the NG-Test CTX-M MULTI (NG-
Biotech Laboratories, France), which allows detection of
ESBL CTX-Ms, with the MALDI-TOF MS-based method
using bacterial pellets from grown BC bottles.

Material and methods
Patients and bacterial isolates

A total of 44 E. coli and Klebsiella spp. cryopreserved clinical
isolates, either susceptible or resistant to third-generation
cephalosporins, as determined by broth microdilution (see be-
low) were used to optimize the MALDI-TOF MS-based meth-
od, as later described. The reference strains E. coli ATCC
25922 and K. pneumoniae ATCC 25955 (3-lactamase non-
producers) and E. coli ATCC 35218 and K. pneumoniae
ATCC 700603 (f3-lactamase producers) were used as
controls.

Prospective evaluation of the MALDI-TOF MS method,
using 168 consecutive BC from unique patients yielding
E. coli or Klebsiella spp., was conducted from November
2019 to September 2020 at the Microbiology Service of the
Hospital Clinico Universitario de Valencia. The study was
approved by the Research Ethics Committee of Hospital
Clinico Universitario INCLIVA (September, 2019).

The Antimicrobial Resistance (AMR) Direct Flow Chip
(Master Diagnostica, Granada, Spain), a DNA microarray-
based assay, was used for antimicrobial resistance gene char-
acterization (from isolated colonies) [21] of 3rd CephR strains
used for validation of the MALDI-TOF MS-based method
and recovered from BC during the prospective evaluation

@ Springer

phase of the study. Specifically, the AMR chip assay is able
to detect class A carbapenemases including GES (allelic var-
iants 1-26), SME (1-5), KPC (1-23), NMC/IMI (1-9), class
B carbapenemases including SIM, GIM (allelic variants 1 and
2), SPM, NDM (allelic variants 1 to 16), VIM (1-46), IMP (22
allelic variants), class D carbapenemases including OXA23-
like (14 allelic variants), OXA 24-like (7 allelic variants),
OXA48-like (4 allelic variants), OXAS51-like (67 allelic vari-
ants), OXAS58-like (4 allelic variants), ESBLs blaSHV (allelic
variants detected included SHV mutant G238S and E240K
genes SHV-5-), ESBL blaCTX-M (allelic variants detected
are not disclosed by the manufacturer),

Blood cultures and antimicrobial susceptibility testing

BC bottles (BACTEC Plus Acrobic/F and Plus Anaerobic/F
medium bottles, Becton Dickinson-BD- and Company, New
Jersey, USA) were incubated in an automated continuous
monitoring blood culturing instrument (BACTEC FX; BD).
Aliquots from each positive BC bottle were subjected to rou-
tine Gram stain microscopy, were subcultured on chocolate
blood medium (BD), and were incubated for 24-48 h.
Conventional antimicrobial susceptibility testing (AST) from
subcultured isolated bacteria was performed by broth
microdilution using the MicroScan NM44 panel from
Beckman Coulter (Brea, CA, USA) and interpreted according
to EUCAST guidelines (https://www.eucast.org/fileadmin/
src/media/PDFs/EUCAST _files/Breakpoint_tables/v_10.0
Breakpoint Tables.pdf).

MALDI-TOF mass spectrometry-based method for
detection of third-generation cephalosporin resis-
tance in E. coli and Klebsiella spp. from blood cultures

As shown in Fig. 1, following a previously published protocol
for bacterial identification from BC [14], a total volume of 50
pL of positive-flagged BC was transferred in a 450 uL of pre-
warmed brain heart infusion (BHI) broth in microtubes (to a
final concentration of around 1 x 10® CFU/mL-0.5
MacFarland-) either containing (test) or not (control) ceftriax-
one (CRO). Test and control bacterial suspensions were incu-
bated at 37 °C in agitation in a 5% CO, (Heracell 240i CO,
incubator, Thermo Fisher Scientific, Langenselbold,
Germany) atmosphere for 2 h. Bacterial pellets were then
obtained following a centrifugation step (3 min at 13,000
rpm), and directly used for MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonics, MA, USA) testing using intact bacteria. The spec-
tra were acquired using the Microflex LT system (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) and analyzed on MALDI
BIOTYPER3.3 (Bruker Daltonics) software. MALDI-TOF
MS analyses were performed in triplicate on the same target
slide. Criteria for successful species identification were met
when the spectral score of at least two of the three spots was
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Fig. 1 Flow chart depicting the operational process for assessing the

performance of a MALDI-TOF MS-based method and that of a lateral
flow immunochromatography assay (NG-Test CTX-M MULTI) for

2.0 (species level). Identification of the bacterial species by
MALDI-TOF MS in the presence of CRO was considered a
marker of 3rd CephR, whereas nonidentification was deemed
to indicate susceptibility.

To establish the optimal CRO concentration allowing 3rd
CephR detection by MALDI-TOF MS, a total of 10 clinical
isolates of E. coli (n = 5) and Klebsiella spp. (n = 5) were used.
Five were ESBL producers (CTX-M in E. coli, n = 2; SHV
and CTX-M in K. pneumoniae, n = 3). Bacteria were grown
overnight on chocolate blood agar, were inoculated in tripli-
cate into BHI (10® CFU/mL) containing high CRO concentra-
tion (at either 1, 2, 4, or 8 mg/ml) and were incubated for 2 h, a

detection of extended-spectrum (3-lactamase-mediated third-generation
oxymino-cephalosporin resistance in Escherichia coli and Klebsiella
spp. grown in blood cultures (BC)

time span allowing accurate identification of Enterobacterales
at the species level [14]. Results of these experiments
(Table 1) indicated that CRO at 2 mg/ml yielded the best
and most reproducible (identical profile in triplicates) results.

Next, we spiked aerobic BC bottles with 10> CFU/mL of
test (3rd CephR; n = 32) and control (third-generation cepha-
losporin susceptible; n = 12) clinical isolates of E. coli (n =21)
and K. pneumoniae (n = 23). All 3rd CephR strains were
ESBL-producing. Specifically, CTX-M ESBL were detected
in all E. coli isolates and both SHV and CTX-M genes were
detected in all K. pneumoniae isolates. BC bottles were
flagged as positive at a median of 11.5 h (range, 7.3-15.4

Table 1 Categorization of

clinical isolates of Escherichia Bacterial species

Genotypic resistance profile

Correct categorization at a given ceftriaxone concentration,

coli and Klebsiella pneumoniae (no. of isolates) no. (%)
from pure cultures as extended-
spectrum {3-lactamase (ESBL) or 1 mg/ml 2 mg/ml 4 mg/ml 8 mg/ml
non ESBL producers by MALDI-
TOF MS at different ceftriaxone All ESBL+No ESBL (10) 7(70) 9 (90) 7(70) 6 (60)
concentrations No ESBL (5) 2 (40) 4 (80) 4 (80) 5 (100)
ESBL (5) 5 (100) 5 (100) 3 (60) 1 (20)
E. coli ESBL+No ESBL (5) 3 (60) 4 (80) 4 (80) 4 (80)
No ESBL (3) 1(33.3) 2 (66.7) 2 (66.7) 3 (100)
ESBL (2) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 1 (50)
K. pneumoniae ESBL+No ESBL (5) 4 (80) 5(100) 3 (60) 2 (40)
No ESBL (2) 1 (50) 2 (100) 2 (100) 2 (100)
ESBL (3) 3 (100) 3 (100) 1(33.3) 0(0)
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Table 2 Categorization of
clinical isolates of Escherichia
coli and Klebsiella pneumoniae
from spiked blood cultures as

Bacterial
species
(no. of isolates

Susceptibility profile to third-generation
cephalosporins by broth microdilution

Correct categorization of strains as third-
generation cephalosporins susceptible or
resistant by MALDI-TOF MS. no. (%)

third-generation cephalosporin
resistant or susceptible by All
MALDI-TOF MS

S+R (44)
S(12)

R (32)
S+R (21)
S (6)

R (15)
S+R (23)
S (6)
R(17)

E. coli

K. pneumoniae

41(93.2)
11 (91.6)
30 (93.7)
20 (95.2)
6 (100)

14 (93.3)
21 91.3)
5(83.3)

16 (94.1)

R, resistant; all resistant strains were extended-spectrum (3-lactamase producers. S, susceptible

h). MALDI-TOF MS of intact bacterial pellets on BHI with or
without CRO at 2 mg/ml was performed after 2 h of incuba-
tion. The data indicated that correct categorization of either
3rd CephR or susceptible strains was achieved in >90% of
cases (Table 2). The method performed slightly better with
E. coli isolates (95.2%) than K. pneumoniae isolates (91.3%).

For prospective evaluation of the MALDI-TOF MS-based
method, which was conducted around the clock (24/7),
Eppendorf tubes containing 450 pl of BHI with CRO at 2
mg/ml that were previously prepared and kept frozen at —20
until for a maximum of 1 month were used. We confirmed that
storage for that period of time did not affect CRO stability (not
shown). Tubes were pre-warmed before use.

Lateral flow immunochromatography assay for ESBL
detection

The NG-Test CTX-M MULTI (NG-Biotech Laboratories,
France; http://www.ngbiotech.com), a CE-marked in vitro
LFIA which allows detection of ESBL CTX-M belonging to
groups 1 (including CTX-M 15), 2, 8, 9 (including CTX-M
14), and 25 was performed as recommended by the manufac-
turer, using bacterial pellets grown in BHI in the absence of
CRO (Fig. 1). The assay provides results in <15 min without
discriminating across CTX-M variants.

Statistical analysis

Kappa statistics was used to assess the degree of concordance
between qualitative results obtained by the MALDI-TOF MS-
based method and the commercial broth microdilution meth-
od, and between the former and results provided by lateral
flow immunochromatographic assay. Significance was set at
P value <0.05.

@ Springer

Results

Prospective evaluation of the MALDI-TOF MS method
for detection of Enterobacterales resistance to third-
generation cephalosporins

A total of 168 consecutive BC from unique patients (median
age, 74 years; range, 36-99 years) yielding E. coli or
Klebsiella spp. were included for prospective validation of
the MALDI-TOF MS-based method. Relevant patient data
are shown in Table 3. Forty-nine isolates were 3rd CephR
(E. coli, n = 31 and K. pneumoniae, n = 18), as determined
by conventional broth microdilution (median MIC to cefotax-
ime, 16 mg/mL; range, 8—>32 mg/mL), of which 41 (83.6%)
were ESBL producers, 7 (14.2%) expressed ESBL and OXA-
48 type D carbapenemase, as characterized by the AMR chip
assay, and one (2.0%) presumably harbored a plasmid-
mediated AmpC according to the antimicrobial susceptibility
profile (Piperacillin-Tazobactam, MIC<8 mg/L; Cefepime,
MIC<1 mg/L; CRO, MIC>32 mg/L; Ertapenem, MIC<0.5
mg/L) and the lack of detection of ESBL by the AMR chip
assay (Table 4). Forty-five out of the 49 resistant isolates
(91.8%) were correctly profiled (38 were CTX-M producers
and 7 were CTX-M and OXA-48 producers whereas the re-
maining four were erroneously categorized as sensitive (very
major error). These four isolates (E. coli, n = 3 and
K. pneumoniae, n = 1) harbored either the CTX-M-15 allele
(n =2) or SHV-5 (n = 1; CRO MIC= > 32 mg/L), as con-
firmed by the AMR assay or presumed to carry a plasmid-
mediated AmpC (K. pneumoniae, n = 1) as defined above.
CRO MIC of the 3 E. coli strains was >32 mg/L and 2 mg/L
in the K. pneumoniae strain.

Regarding the 119 third-generation cephalosporins
susceptible strains, 117 (98.3%) were categorized as
such by the MALDI-TOF MS-based method and two
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Table 3 Demographic

and clinical data of Parameter Number (%)

patients enrolled in the

study Sex
Male 105 (62.5)
Female 63 (37.5)
Hospitalization
Internal medicine 49 (29.2)
Intensive care unit 30 (17.8)
Onco-hematology 23 (13.7)
Digestive medicine 11 (6.5)
Urology 11 (6.5)
Other services 29 (17.4)
No hospitalization 15 (8.9)
Acquisition
Nosocomial 56 (33.3)
Community-acquired 112 (66.7)
Severity
Bacteremia 107 (63.7)
Sepsis 45 (26.8)
Septic shock 16 (9.5)
Source
Unknown 39 (22.6)
Abdominal 22 (13.1)
Respiratory 3(3.6)
Hepato-biliary 23 (13.7)
Urinary 74 (44)
Others 503)

were misclassified as resistant (major error). One of
these two isolates (K. pneumoniae) was found to ex-
press the SHV-5 (CRO, MIC<I mg/L). No genotypic
marker of resistance to 3-lactam antibiotics was identi-
fied in the remaining strain (E. coli).

Accordingly, the “real-world” concordance between the re-
sults provided by the MALDI-TOF MS method and the refer-
ence broth microdilution assay was very high (Kappa index,
0.91; 95% CI, 0.84-0.98). The sensitivity of the MALDI-TOF
MS method was 91.8% (95% CI, 80.8-96.8%), and its specific-
ity 98.3% (95% Cl, 94.1-99.5%).

Discordant strains (n = 6) were retrieved, spiked into aero-
bic BC bottles, and tested by the MALDI-TOF MS method as
described above. All but one strain, presumably a plasmidic-
AMPc-producing K. pneumoniae (major error), were correct-
ly categorized as resistant (n = 4) or susceptible (n = 1).

Comparison between lateral flow
immunochromatography and MALDI-TOF MS-based
method for detection of ESBL-mediated resistance to
third-generation cephalosporins

As a part of the study protocol, we sought to prospectively eval-
uate the performance of LFIC assay allowing detection of widely
spread CTX-M ESBLs in our setting (NG-Test CTX-M
MULTI) in comparison with that of the MALDI-TOF MS meth-
od and ultimately with conventional broth microdilution.
Bacterial pellets grown in BHI in the absence of CRO were used
as the substrate for LFIC, which was carried out in parallel to the
MALDI-TOF MS method. Data were available for a total of 141
BC flagged positive for E. coli (n = 97) or Klebsiella spp. (n =
44). The MALDI-TOF MS method identified 47 (33.3%) bacte-
rial strains (E. coli, n = 29 and Klebsiella spp., n = 18) as being
3rd CephR, which were confirmed as such by conventional broth
microdilution, of which 44 were ESBL producers as determined
by the genotypic AMR assay. The LFIC assay returned positive
results for the 44 ESBL-producing bacteria (E. coli, n = 28;
klebsiella spp., n = 16) and negative results for the remaining
three strains (E. coli SHV-5, K. pneumoniae SHV-5, and
K. pneumoniae presumably harboring a plasmid-mediated
ampC), all these possibly not detected by the LFIC. All the
strains (E. coli, n = 68; klebsiella spp., n = 26) categorized as
susceptible to 3rd Ceph by the MALDI-TOF MS method (and
by conventional broth microdilution) tested negative by the LFIC
assay. Thus, concordance between the LFIC assay and the
MALDI-TOF MS method for detecting 3rd CephR mediated
by ESBL was 100%.

Discussion

MALDI-TOF MS-based methods are being increasingly used
for phenotypic detection of antimicrobial resistance in bacteria,
among which those comparing bacterial growth in the presence
or absence of a given antibiotic at a pre-established concentration
are gaining popularity because of their simplicity and low cost [6,

Table 4 Susceptibility to third-
generation cephalosporins and
genotypic profile of bacterial no.

Bacterial species.

Third-generation
cephalosporin

Third-generation cephalosporin resistant. no. (%)

species grown in blood cultures susceptible. no. ESBL- ESBL plus Plasmid-
(%) producer Carbapenemase- mediated
producer AmpC producer”
Total (168) 119 (70.8) 41 (24.4) 74.2) 1(0.6)
E. coli (115) 84 (73.0) 31(26.9) 0 0
K. pneumoniae (50) 32 (64) 10 (20) 7(14) 1)
K. oxytoca (2) 2 (100) 0 0 0
K. variicola (1) 1 (100) 0 0 0

ESBL, extended-spectrum (3-lactamase

# Presumably harboring a plasmid-mediated AmpC according to the antimicrobial susceptibility profile and the
lack of detection of ESBL by the AMR chip assay
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7]. Commonly, these methods take advantage of either commer-
cially available (MB-ASTRA) [8, 11] or in-house-developed
[12] software programs for calculating and comparing the area
under a curve of spectra of bacteria either exposed or not to an
antibiotic. A simpler approach, consisting of categorizing strains
not correctly identified at the species or genus level in the pres-
ence of the antibiotic as susceptible, and those correctly identified
as resistant, has been shown to perform comparably [22]) even
when conducted on a MALDI-TOF MS target (direct-on-target
microdroplet growth assay) [23].

Here, we adapted a MALDI-TOF MS-based method devel-
oped by our group for bacterial identification from BC to
detect 3rd CephR among E. coli and Klebsiella spp. strains
involved in bloodstream infections. This method used a high
bacterial inoculum and a high CRO concentration (2 mg/ml),
well above its susceptibility breaking point for
Enterobacterales (https://www.eucast.org/fileadmin/src/
media/PDFs/EUCAST _files/Breakpoint_tables/v_10.0
Breakpoint Tables.pdf), intact bacteria, thereby skipping
protein extraction and leading to reduced hands-on time, and
a high identification score (>2) for species identification. We
focused on patients developing bloodstream infections caused
by E. coli and Klebsiella spp. due to their particularly frequent
involvement in our setting (>90%).

Our method correctly categorized 91.8% of resistant strains
with four very major errors (false susceptibility) and 98.3% of
susceptible strains with two major errors (false resistance).
The overall “real-world” sensitivity of the MALDI-TOF MS
method was 91.8% (95% Cl, 80.8-96.8%), and its specificity
was 98.3% (95% CI, 94.1-99.5%). Strains yielding discordant
results were reanalyzed using spiked BC. We found that all
but one were correctly re-classified as either resistant or sus-
ceptible, thus suggesting that an operational error may have
occurred while performing the procedure (use of either too
low or too high inocula for very major and major errors, re-
spectively). Certainly, standardization of the inoculum prepa-
ration is a reasonable approach to avoid very major and major
operational errors, but this would be at the cost of increasing
the handling time and thus minimizing the simplicity of the
protocol. Nevertheless, in our experience, adequate personnel
training suffices to achieving adequate precision.

To our knowledge, previous studies evaluating the real-life
performance of MALDI-TOF MS-based methods for the same
purpose as ours (assessment of Enterobacterales susceptibility to
third-generation oxymino-cephalosporins directly from BC) used
assistant software programs (MB-ASTRA or locally developed)
and included a bacterial protein extraction step. In addition, third-
generation cephalosporin (usually cefotaxime) concentration ex-
posure and length of incubation ranged between 2 and 20 mg/L
and 2 and 4 h, respectively [9—12]. Categorical agreement be-
tween the MBT-ASTRA and the reference method varied be-
tween 83 and 100% [9, 10, 12]. Notably, Sauget and colleagues
[10] reported a high rate of major (16%) and very major errors

@ Springer

(29%). The MALDI-TOF MS method evaluated herein, as stat-
ed, does not involve the use of assistant software programs and
skips protein extraction thus making simpler and faster the oper-
ational process.

In our setting, resistance to third-generation oxymino-cepha-
losporins in E. coli and Klebsiella spp. is mainly mediated by
ESBL. The NG-Test CTX-M MULTI assay is an LFIC device
allowing detection of CTX-M ESBLs. We compared the perfor-
mance of this LFIC method with the MALDI-TOF MS-based
method using bacterial pellets from grown BC bottles (and ulti-
mately with the reference broth microdilution assay). We ob-
served 100% concordance between both methods. In fact,
ESBL was detected by LFIC in all 3rd CephR ESBL-
producing strains. Moreover, three resistant strains displaying
other genotypic markers mediating resistance to oxymino-
cephalosporins tested negative by the LFIC assay, as did all
susceptible strains.

To our knowledge, only two studies have reported on the
performance of NG-Test CTX-M MULTI assay on E. coli and
K. pneumoniae strains grown in BC [19, 20]. Bernabeu et al.
[20] were able to correctly identify by LFIC as ESBL pro-
ducers 7 strains (K. pneumoniae, n = 4 and E. coli, n = 3)
harboring CTX-M ESBLs (100% concordance between
LFIC and genotypic analysis). In turn, Bianco et al. [19] also
reported the NG-Test CTX-M MULTTI assay performed on
BC pellets to display an excellent (100%) concordance with
genotypic analysis for 34 E. coli and K. pneumoniae strains.

Limitations of the current study are the relatively limited
number of bloodstream infection episodes due to 3rd CephR
strains in our series and the lack of bacterial clonality studies.
In addition, a major limitation shared by the MALDI-TOF-MS
method evaluated herein and others somehow analogous to it is
that the procedure does not inform on the isolate susceptibility
to carbapenem antibiotics, which are widely used as a thera-
peutic option when 3rd CephR is documented; yet, the preva-
lence of carbapenem resistance in E. coli and Klebsiella spp.
in our setting is negligible (0% for E. coli and 0.8% for
Klebsiella. spp.).

In summary, we found our MALDI-TOF MS-based method
to be highly accurate for correct categorization of E. coli and
Klebsiella spp. grown in BC as either resistant or susceptible to
third-generation oxymino-cephalosporins mediated by a varie-
ty of -lactamase genes. Similarly, the NG-Test CTX-M
MULTI LFIC assay performed excellently for detection of
E. coli and Klebsiella spp. ESBL-producing strains directly
from grown BC. Whether routine and timely use of either of
these methods have a beneficial impact on patient outcomes is
currently under investigation. In addition, studies comparing
the MALDI-TOF MS-based method with molecular multi-
plexed assays allowing rapid bacterial identification and detec-
tion of resistance genes including not only ESBL but also those
coding for carbapenemases in terms of cost-effectiveness are
warranted.
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Abstract

The use of matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) for diagnosing viral
infections by directly testing clinical specimens has not previously been explored. In this proof-of-principle study, we tested the
hypothesis that proteomic profiling of cerebrospinal fluid (CSF) by mass spectrometry may be useful in the diagnosis of enteroviral
(EV) meningitis. A total of 114 cryopreserved CSF samples were analyzed, of which 47 were positive for EV and 67 were negative.
Total CSF proteins were precipitated and subjected to MALDI-TOF-MS analysis in a low (2-20 kDa) molecular weight range using a
MicroFlex LT mass spectrometer. The whole data set was randomly split into a training set (n = 76 specimens) and a validation set (n =
38 samples). Backward/forward stepwise logistic regression analyses identified 30 peaks that were differentially present in EV-positive
and EV-negative specimens. These were used to build a model which displayed an overall classification accuracy of 93%. The
discriminative ability of the model was confirmed by using a validation sample set (overall accuracy 83%). In fact, the model was
able to correctly classify 61 out of 67 EV-negative samples and 42 out of 47 EV-positive specimens. EV meningitis is associated with a
distinctive protein profile that may be directly detectable in CSF specimens by MALDI-TOF-MS.

Keywords MALDI-TOF-MS - Enteroviral meningitis - Cerebrospinal fluid - Proteomic profiling

Introduction

In recent years, matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) has
found many applications in routine clinical microbiology lab-
oratories, most notably for the rapid and cost-effective identi-
fication of bacterial and fungal species, either directly from
pure cultures or from clinical specimens (i.e., blood or urine),
and for the detection of antibiotic resistance and bacterial typ-
ing (reviewed in [1, 2]). Unfortunately, the use of MALDI-
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TOF-MS in diagnostic virology has not evolved at the same
pace; identification and/or molecular typing of a wide range of
viruses including respiratory viruses, enteroviruses, herpes
simplex virus, cytomegalovirus, hepatitis B virus, and hepati-
tis C virus by mass spectrometry has been achieved, but only
after a cell culture step, by MALDI-TOF-MS or by coupling
MALDI-TOF-MS with nucleic acid amplification procedures
in which specific viral genome sequences are amplified by
PCR, and then the amplicons are analyzed by mass spectrom-
etry procedures [3—13]. Nevertheless, to our knowledge, there
are no publications describing the performance of MALDI-
TOF-MS for diagnosing viral infections by direct testing of
clinical specimens.

Enteroviruses (EVs), which belong to the family
Picornaviridae [14], cause neurological diseases, most fre-
quently aseptic meningitis and encephalitis, especially at pe-
diatric ages [15]. Rapid detection of EV meningitis is essential
for making vital patient management and treatment decisions.
Indeed, timely provision of EV test results has a major impact
on health care and has been shown to be cost-effective [16].
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Currently, reverse transcription real-time PCR assays to detect
EV RNA in cerebrospinal fluid (CFS) are the gold standard
for the diagnosis of EV-related neurological diseases [15].

Proteomic profiling of CSF by mass spectrometry has been
successfully used to diagnose and grade a number of other
neurodegenerative diseases, including amyotrophic lateral
sclerosis [17] and multiple sclerosis [18].

In this current study, we used MALDI-TOF-MS to search
for a CSF proteomic signature which is specifically associated
with EV meningitis.

Materials and methods
Patients and specimens

A total of 114 non-consecutive CSF specimens (minimum
volume of 100 pl required) that had been cryopreserved at
—20 °C for a median of 365 days (range, 80-1825 days) and
never previously thawed were selected for this study. The
specimens were obtained from patients attended at the
Hospital Clinico Universitario in Valencia (n=107) or
Hospital Miguel Servet in Zaragoza (n = 7). All CSF samples

were centrifuged upon arrival at the laboratory to remove cel-
lular debris and were subsequently stored (within 2448 h) at
—20°C. Of'these, 47 tested positive for EV RNA either by the
FDA-approved real-time Xpert® EV PCR method or the
SmartCycler Enterovirus PCR assay (both from Cepheid,
CA, USA). The remaining 67 CSF samples belonged to pa-
tients with signs or symptoms of neurological disease, e.g.,
aseptic meningitis, convulsion syndrome, fever with a head-
ache, or encephalitis. Regarding the 67 EV-negative samples,
3 were positive for Streptococcus pneumoniae by convention-
al culture, 11 tested positive for herpes simplex virus type 1
(HSV-1) DNA, 4 for varicella zoster virus (VZV) DNA, and 1
for human herpesvirus type 6 (HHV-6) DNA. All PCR assays
were run in an Abi Prism 7500 platform (Applied Biosystems)
following the respective manufacturer’s recommendations,
using the RealQuality RQ-HHV-1/2, the RealQuality RQ-
VZV, and the RS-HHV 6 kits, (all from AB Analitica,
Padua, Italy). The whole data set was randomly split into a
training set (n =76 specimens) and a validation set (n =38
samples). The number of EV-positive and EV-negative CSF
specimens was equally distributed between both sets (41% of
EV-positive samples in the training set and 42% in the valida-
tion set) (Table 1). Given the retrospective and observational

Table 1 Characteristics of

patients and biological features of Factor Training data set (n =76) Validation data set (n = 38)
cerebrospinal fluids included in
the study EV-negative EV-positive EV-negative EV-positive
(n=45, 59%) (n=31,41%) (n=22, 58%) (n=16,42%)
Age
<18 years 20 (44.4) 30 (96.8)* 6(27.3) 13 (81.3)*
> 18 years 25 (55.6) 1(3.2) 16 (72.7) 3(18.8)
Gender"
Male 29 (65.9) 22 (78.6) 12 (54.5) 13 (86.7)*
Female 15 (34.1) 6(21.4) 10 (45.5) 2 (13.3)
Diagnosis
Aseptic meningitis 4 (8.9) 17 (54.8) 7 (31.8) 10 (62.5)
Bacteremia/sepsis 3 (6.6) - 14.5) -
Confusion 4(8.9) - 2(9.1) 1(6.3)
syndrome
Convulsions 3(6.7) - - -
Encephalitis 11 (24.4) - 3(13.6) -
Fever and cephalea 11 (24.4) 14 (45.2) 29.1) 5(1.3)
Others 9 (20) - 7(31.8) -
Biochemical characteristics of CSF. Median (range)
Glucose (mg/dL) 65 (40-147) 59 (35-81)* 72 (28-166) 64 (36-78)
Proteins (mg/dL) 52 (12-721) 28 (14-147)* 62 (17-539) 36 (17-680)*
Cellularity 14 (0-593) 39 (1-1617)* 11 (0-3570) 161 (4472)
(cells/uL)
% mononuclear 87 (4-100) 55 (10-80)* 90 (1-100) 68 (32-100)
cells
% polynuclear cells 14 (0-94)* 45 (20-90)* 10 (0-99) 32 (0-68)
Red blood cells 23 (0-40,200) 5 (0-16,000) 5(0-12,107) 6 (0-2000)

(cells/uL)

EV, enterovirus; CSF, cerebrospinal fluid

Data available in n="72 and n =37 of the training and test data sets, respectively

*P value <0.05 by means of the chi-square test and the Mann—Whitney U test for categorical and continuous

variables, respectively
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nature of this study, the Ethics committee at the Hospital
Clinico Universitario deemed the collection of informed con-
sent unnecessary.

Sample processing for MALDI-TOF-MS analysis

Total CSF proteins were precipitated following a protocol
detailed elsewhere [19]. Briefly, 100 uL of CSF was
mixed with 400 uL of methanol and then centrifuged for
10 s. Next, a volume of 100 ul of chloroform was added.
The mixture was centrifuged again for 10 s, and 300 pL
of distilled water was added. After vigorous vortexing, the
mixture was centrifuged at 9000 x g for 1 min to yield
three phases, and the top aqueous phase was carefully
removed. Finally, 300 uL of methanol was added, and
the solution was centrifuged for 2 min. The supernatant
was removed, and the protein pellet was solubilized in
10 uL of 70% formic acid and 10 pL of 99.9% acetoni-
trile (both from Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany).

MALDI-TOF-MS analysis

A volume of 1 puL of protein precipitate was spotted (seven
spots per sample) onto a stainless steel MALDI target
plate. This was dried at room temperature and then coated
with 1 pL of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid matrix so-
lution (5 mg/mL in 50% acetonitrile and 0.1%
trifluoroacetic acid). MS analysis was performed in a low
(2-20 kDa) molecular weight range using a MicroFlex LT
mass spectrometer (Bruker Daltonics); spectra were ac-
quired using FlexControl software (v.3.4.135.0) following
automatic-mode acquisition (linear positive-ion mode with
a laser frequency of 60 Hz and 240 laser shots in 40 shot
steps); and every replicate was acquired three times in or-
der to obtain a total of 21 spectra per sample. After acqui-
sition, the spectra were visualized using FlexAnalysis soft-
ware (v.3.4.76.0). In accordance with a previous publica-
tion [20] in order to ensure reproducibility, only samples
with at least 15 spectra (70%) were finally included in the
study. High- and low-frequency interference was removed
using the Savitzky—Golay smoothing algorithm and base-
line subtraction methods. Raw peak lists were introduced
into Mass-Up software [21] for further pre-processing.
Consensus spectra were obtained for every sample includ-
ing peaks present only in 75% of replicates and following
MALDIquant criteria (tolerance value for considering two
peaks the same set at 0.002 ppm). For biomarker discovery,
33 out of 403 peaks displaying best p and ¢ values
(Fisher’s exact test of independence and the Benjamini
Hochberg FDR, respectively) were finally selected for fur-
ther analysis by logistic regression.

CSF spiking with coxsackievirus B3

An aliquot (1 mL) of coxsackievirus B3 purified from HeLa-
infected cell supernatants (5.6 x 10® TCIDso/mL) was avail-
able for the experiments described below. First, we subjected
100 uL of the supernatant to protein precipitation and
MALDI-TOF analysis (three replicates acquired three times
each) to obtain a virus-representative spectrum. Second, we
spiked a CSF sample drawn from a patient with no suspicion
of infectious meningoencephalitis (and testing negative for
bacteria by routine culture, and for EV, HSV-1, VVZ, and
HHV6 by real-time PCR) with coxsackievirus B3 at increas-
ing concentrations (10%, 10°, and 10° TCIDsy/mL). Each ali-
quot was processed following the protocol previously de-
scribed. The spectra obtained from the non-spiked CSF sam-
ple were used as a control.

Statistical analysis

Differential MALDI-TOF-MS peaks were selected by back-
ward stepwise logistic regression, following the Akaike infor-
mation criterion. The estimated probability that a given sam-
ple would be EV-positive was provided by the regression co-
efficients of the logistic regression model and was calculated
using the eq. P=1/(1 +¢e)— (¢ + x). The presence or ab-
sence of a given peak was introduced in the equation as 1
and 0, respectively. Specimens with a P> 0.5 were classified
as positive specimens. The beta coefficients reflected the dif-
ferential contribution (value and sign) of each peak. Peaks
with positive and negative beta coefficients contributed to
the probability (odds logarithm) for a sample to be categorized
as EV-positive or EV-negative, respectively. The « coefficient
constitutes the intercept of the logistic regression. Samples
with total absence of peaks were categorized as EV-positive
or EV-negative depending on the coefficient value for the
intercept. The proportion of the variation explained by the
model was given by the Cox—Snell residual and
Nagelkerke’s R? (both with a maximum value of 1). To assess
the discriminatory ability of the model, the peaks eventually
included in the model by using the “mixOmics” package in R
(R-project.org) were analyzed in a partial least squares-
discriminant analysis (PLS-DA) plot. Continuous variables
were compared with the non-parametric Mann—Whitney U
test; P values < 0.05 were deemed to be significant. All statis-
tical analyses were performed using the statistical software
SPSS (v.19.0, IBM Corp., Armonk, NY, USA).

Results
Relevant clinical, biochemical, and cellularity data of patients

in both sets are summarized in Table 1. Patients with EV
meningitis were younger and had increased cellularity in
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CSFs. Patients with EV meningitis included in the training
set also displayed lower levels of glucose and proteins in the
CSF samples. Of relevance, the cellularity in CSFs was no
different between patients who tested positive for EV and
those who did so for other viral agents (P =0.86).

Analysis of the MALDI-TOF spectra produced by the CSF
samples included in the training set revealed up to 403 peak
signals with a relative intensity > 10%. Backward/forward step-
wise logistic regression analyses identified 30 peaks that were
differentially present in EV-positive and EV-negative speci-
mens (Table 2) and which we used to build a model. The model

displayed a Cox—Snell R* of 0.68 and a Nagelkerke’s R of
0.92. We showed its discriminatory ability in a PLS-DA plot
analysis (Fig. 1). Of note, none of these peaks could fully dis-
tinguish positive specimens individually; rather, the combina-
tion of differentially expressed signals allowed the CSF samples
to be correctly categorized. Three representative spectra from
EV-positive CFS are shown in Fig. 2.

Our model displayed a high predictive ability and had a high
overall classification accuracy (Table 3). In fact, the model was
able to correctly classify 42 out of 45 EV-negative samples (three
false-positive results) and 29 out of 31 EV-positive specimens

Table 2 Parameters of the model

and presence of discriminant Peak (m/z) Coefficient Percentage in Percentage in Percentage in Percentage in

peaks in enterovirus positive and (beta value)* EV-positive EV-negative EV-positive EV-negative

enterovirus negative (training) (training) (validation) (validation)

cerebrospinal fluid samples in the

training and validation sets 1990 =72 25.8 22 12.5 0
2413 24 16 0 18.8 9.1
2425 —48 3.2 222 18.8 22.7
2435 10 9.7 0 0 0
2601 40 9.7 0 6.3 4.5
2761 —-86 22.6 44 12.5 9.1
2837 105 22.6 22 6.3 45
3038 12 9.7 0 6.3 0
3232 19 323 444 37.5 68.2
3272 4 0 8.9 6.3 18.2
3283 —-36 19.4 37.8 313 59.1
3441 34 419 26.7 68.8 22.7
3868 19 9.7 37.8 25 50
3948 36 9.7 40 375 45.5
3989 18 38.7 17.8 43.8 27.3
4151 42 9.7 0 313 45
4301 -23 6.5 44.4 18.8 54.5
4455 —107 0 133 6.3 9.1
4587 2 83.9 66.7 81.3 721
5751 ) 0 8.9 0 18.2
5829 -19 0 20 0 13.6
5865 33 64.5 75.6 37.5 81.8
5873 72 25.8 0 0 4.5
6277 33 41.9 4.4 6.3 4.5
6622 -2 742 55.6 62.5 54.5
6631 -1 32 222 12.5 18.2
7817 —-37 6.5 35.6 25 50
7892 -2 6.5 333 313 31.8
7975 0.12 452 15.6 43.8 18.2
8930 -30 0 11.1 6.3 40.9
Constant -34

# Coefficients of logistic regression. These coefficients provide the magnitude (value and sign) of the contribution
of each variable to the model. The beta coefficient informs about the contribution (“weight”) of a given peak
included in the model for classifying a sample as being EV-positive (positive sign) or EV-negative (negative sign).
The total absence of peaks categorizes a sample as EV-negative, since the coefficient of the intercept in the model

is—34
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(two false-negative results). We then tested the discriminatory
ability of the model by using a validation set consisting of 38
CSF specimens containing 22 EV RNA-negative and 16 EV
RNA-positive samples. As shown in Table 3, the model correctly
classified 19 out of 22 (three false-positive results) and 13 out of
16 (three false-negative results). The sensitivity and specificity of
the model were 93.5% and 93.3% for the training dataset, and
81.3% and 86.4% for the validation dataset. In addition, this
model correctly categorized 18 out of the 19 specimens that
tested positive for HSV-1, VVZ, or HHV-6 DNA as negative
for EV RNA. Overall, a total of six samples were categorized
as false-positive results (one of which tested positive for HSV-1),
and five samples were categorized as false-negative results. Of
interest, spectra obtained from CSF specimens testing positive
for viruses other than EV were rather heterogeneous, and no
typical protein profile for a given virus could be recognized
(not shown).

The MALDI-TOF-MS profile obtained from the
coxsackievirus B3-spiked CSF specimens did not contain
any of the peaks included in the model (Fig. 3A—C) and were
comparable to that of the non-spiked CSF specimen (Fig. 3D).
Of note, the spectra directly obtained from the coxsackievirus
B3 preparation included a total of 27 peaks which were not
present in the model described herein (Fig. 3E).

Discussion

The potential use of MALDI-TOF-MS for direct virus detec-
tion in clinical specimens is severely limited by its relative low
sensitivity [22]. To date, virus identification in clinical sam-
ples using this methodological approach has been achieved
only after cell culture, or by coupling MALDI-TOF-MS with
nucleic acid amplification [3—13]. In particular, multiplex
PCR with MALDI-TOF-MS technology has been used to

X-variate 1: 17% expl. var

detect coxsackievirus, poliovirus, and echovirus in stool spec-
imens [23, 24]. However, to our knowledge, this is the first
study that sought to identify undigested small proteins present
in CSF samples that are differentially expressed between pa-
tients with or without EV meningitis by using direct MALDI-
TOF mass spectroscopy profiling.

An exploratory analysis allowed us to build a model incor-
porating 30 peak signals that may allow discrimination be-
tween CSF specimens testing positive or negative for EV
RNA by real-time PCR. The fact that the presence or absence
of a given peak in the specimen provides relevant but not
definitive information as to its final categorization as being
EV-positive or EV-negative must be highlighted; in fact, the
relative contribution of each peak to the model is weighted
taking into consideration the rest of the peaks upon which the
model is built. The overall accuracy of the model was around
93%, and notably, it correctly categorized 93% and 93% of
EV-positive and EV-negative specimens.

The discriminatory ability of the model was confirmed
using a set of validation specimens, for which the accuracy
was slightly 84% lower, perhaps owing to the smaller size of
the cohort. Moreover, this method was able to correctly call all
but one EV-negative specimen that tested positive for herpes-
viruses which frequently cause meningitis or encephalitis. The
method described herein can be completed in less than 40 min
at a very low cost (approximately €3 per specimen), which is
substantially less than that of commercially available real-time
PCR assays. The protein precipitation protocol takes less than
10 min and employs products that are available in every lab-
oratory, and the MALDI-TOF-MS analysis is performed un-
der the conditions used for routine bacterial and yeast
identification.

Theoretically, the peak signals contributing to our model may
correspond to integral virus particle components, cellular pro-
teins, or both. In a recent study [5], the protein profiles obtained
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Figure 2 A—C Representative MALDI-TOF-MS spectra of three CSF
specimens testing positive for EV RNA by real-time PCR. Peaks contrib-
uting to the model (2601, 2838, 3234, 3442, 3987, 4151, and 5866 m/z)
are highlighted
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by MALDI-TOF could correctly discriminate between different
EVs grown in cell culture, and all the spectra had two common
peaks signals at about 3700 and 7500 m/z corresponding to VPg
and VP4 proteins, the most abundant EV structural proteins.
Here, we did not find any of these peaks to be present in EV-
positive specimens. It is certainly possible that the integrity of the
viral proteins used in these matrices may substantially differ: For
instance, viral proteins in CSF may have been highly fragmented
because of the activity of local proteases, in contrast to what one
might expect from purified virus preparations. Nevertheless,
challenging the possibility of viral proteins contributing to this
CSF profile is the presumed low EV titer in CSF samples which
likely fell below the detection limit of MALDI-TOF-MS tech-
nology [1, 2]. In line with this, we observed that spectra obtained
from spiked CSF samples at different EV concentrations (rang-
ing from 10* to 10° TCIDsy/mL) neither retrieved any of the
peaks included in the model, nor those present in the spectrum
profile of purified virions. These data reinforce the idea that the
sensitivity of the MALDI-TOF technique may not be sufficient
to detect EV in CSF specimens. Thus, it is likely that the proteins
contributing to the model were of cellular origin. In line with this,
infection of neuronal SK-N-MC cell lines with the neurovirulent
EV-A71 strain (EV-A71/UH1) resulted in a specific cellular re-
sponse in which a number of apoptosis, stress, cytoskeletal, and
energy metabolism proteins were upregulated [25]. Therefore,
this suggests that infection of the central nervous system by
EVs may be associated with a characteristic CSF protein profile
such as that which may be represented in our 30-peak MS profile.
Nevertheless, whether a common cellular response is driven by
the multiple EV strains belonging to A-D clades that may cause
CNS disease in humans is certainly unknown. Unfortunately,
genotypic characterization of EV strains in this cohort was not
carried out because of logistic reasons (unavailability of a suffi-
cient volume of specimens). This precludes drawing any conclu-
sion on this matter.

On the other hand, it is of note that we were unable to
identify a representative spectrum identifying CSF specimens
testing positive for either HSV or VZV DNA; naturally, the
scarce number of samples of this kind included in the study
precluded any meaningful analysis.

Potential confounding factors in this current study include
(i) differences in the length of sample storage time, which
might impact the protein stability [26]; (ii) total protein con-
centration and white cell counts present in the CSF samples
differing across groups; (iii) variability in the EV load in each
CSF sample; and (iv) heterogeneity in the control group in
terms of patient demographics and underlying disease. In ad-
dition, the study has several limitations that should be
underlined. First, there were significant differences between
EV-positive and EV-negative samples with regard to the total
number of leukocytes; the possibility exists that the differen-
tiating peaks may correspond to leukocyte proteins, whose
concentrations scale with leukocyte abundance rather than to
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Table 3 Assessment of the
performance of the model for the Variable Training data set (n="76) Validation data set (n = 38)

discrimination between
enterovirus positive and EV-negative EV-positive EV-negative EV-positive

enterovirus negative in
cerebrospinal fluid samples in the ~ Predicted result

training and validation sets Positive 3 29 3 13
Negative 42 2 19 3
Correct classification (%) 93.3 93.5 86.4 81.3
Accuracy (%) 93.4 84.2
AUC (95%CTI) 0.99 (0.98-1.00) 0.81 (0.66-0.97)
Sensitivity, % (95%CI) 93.5 (79-98) 81.3 (57-93)
Specificity, % (95%CI) 93.3 (82-93) 86.4 (67-95)

AUC, area under the curve; CI, confidence interval; EV, enterovirus
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Fig. 3 Representative MALDI-TOF-MS spectra obtained from a CSF specimens spiked with coxsackievirus B3 at 10° (A), 10° (B), and 10* (C) TCID
so/mL; unspiked CSF (D) and coxsackievirus B3 preparation containing 108 TCIDs¢/mL (E)
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EV-specific protein expression signatures. Nevertheless, we
believe this possibility to be unlikely since the model was able
to correctly call most CSFs from patients with herpesvirus
meningitis/encephalitis with comparable (or even higher) cell
counts than CSFs from EV-positive patients. Second, due to
the small volumes of CSFs available for analyses, no attempt
was made to investigate the nature of the proteins represented
by the 30 peaks contributing to the model (i.e., by a top-down
or bottom-up proteomics approach). Third, a relatively small
number of specimens from patients with meningitis/
encephalitis caused by viruses other than EVs were included.
Fourth, no CSF specimens from patients with “decapitated”
bacterial meningitis (partially treated with antibacterial
agents), which may produce a biochemical and cellularity
profiles similar to that in EV meningitis, were included in
the analyses. Fifth, again, genetic characterization of EVs
was not done.

In summary, in this proof-of-concept study, we showed that
direct profiling of small proteins in CSF samples by MALDI-
TOF-MS may allow diagnosis of EV meningitis. Given the po-
tential relevance of our findings in the diagnostic virology field,
further prospective studies using fresh rather than cryopreserved
CSF specimens and involving homogeneous test and control
patient cohorts are warranted to validate this model. Moreover,
had the peaks in our predictive model been fully profiled, iden-
tification of cellular proteins (if any) contributing to it would have
likely helped us to gain deeper insight into the pathogenesis of
EV central nervous system infections. In turn, it is entirely pos-
sible that this would ultimately translate into significant improve-
ments in the clinical management of these diseases.
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