
Servicio de 
Microbiología 



 Equipo interdisciplinario 

 Realización de análisis microbiológicos 
destinados a la prevención, el diagnóstico y el 
seguimiento de las enfermedades infecciosas



 Actividad asistencial

 Actividad docente

 Actividad de investigación aplicada a la clínica 



 MICOLOGÏA

 BACTERIOLOGÏA

 VIROLOGÏA 



 MORFOLOGÍA DE LA COLONIA

 COLORACIÓN DE GRAM

 OXIDASA

(-)
(+)



 Marcha en tubos (enterobacterias) 



 SISTEMAS DE TIPIFICACIÓN CON GALERIAS 
DE SUBSTRATOS DESHIDRATADOS 
ESTANDARIZADOS (ej.: API,ROSCO) CON 
LECTURA DE LOS RESULTADOS SOBRE 
SOFTWARE DE IDENTIFICACIÓN.



- API galería identificación



 TABLETAS ROSCO (ROSCOZYM)



 Métodos automatizados (Sist. Vitek 2C)





 Tarjeta Vitek: identificación (60 determina-
ciones) y sensibilidad (CIM por microdilución)
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proteína Célula 
bacteriana

ADN

genoma

huella digital 
de ADN 

definición & determinación 
de especies

La huella digital de Masa está directamente relacionada con la secuencia
genómica

Taxonomía moderna: Proteómica & Genómica

proteoma

huella digital 
de masa



 La espectrometría de masa es una técnica 
analítica para determinar la composición
elemental de una muestra

 El principio del MS consiste en la ionización
de compuestos químicos para generar
moléculas cargadas y medir su relación
masa-carga (m/r)



 MALDI-TOF (Matriz Asistida por Desorción / 
Ionización con Laser a Tiempo de Vuelo), un
tipo de masa específica, permite una 
detección de proteínas de bacterias
intactas.
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ion detector

Las moléculas del 
analito se 

incorporados a los 
cristales de la matriz

MALDI-TOF: principio

a
a a a

a a

a
a

m



ion detector

+

+

• desorción de la matriz 
• ionización por 

transferencia de carga 
desde la matriz al 
analito

MALDI-TOF: principio

 Pulso láser



ion detector

+

+
+ +

Generación de un campo 
electromagnético

 acceleración de iones

MALDI-TOF: principio

19



ion detector

+

+

+

+

Separación de iones:

• Migran a diferente 
velocidad en un campo 
libre (vacío)  
--- Time Of Flight ---

• Velocidad                                  
 determinada por la 
relación masa/carga

• Aquí no hay más 
aceleración

MALDI-TOF: principio

Tubo TOF
(vacío)

< 10-7 Torr

Longitud del tubo » 1.2 m



ion detector
+

+

+

+

Detector único

Se detectan los iones que alcanzan 
el detector según su TOF

Los TOFs son enviados al 
computador para su análisis y 

emisión del espectro

MALDI-TOF: principio



En resumen:

Detector iónico

+

+ +

+

++

soporte

cristales
matriz/analito

zona de 
aceleración

campo libre
vuelo en funcion m/q

electrodo

1. Desorción

2. Ionización

3. Aceleración

4. Separación

5. Detección



Cada especie posee un patrón de picos diferente y característico

Identificación de organismos con MALDI-TOF

 Lo que permite la Identificación de cada organismo





Colonia directa

Suspención del 
cultivo

(McFarland 1-2)

Para detección de hongos:
Agregar 0,5 µL de ácido fórmico

Agregar
1.0 µL solución matriz

Evaporación de matriz
a temperatura ambiente

Análisis automatizado por el MS

MALDI target



Entre 45” y 1’30” por 
aislamiento

Valor para el usuario…

¡¡¡Rápidez!!!!

30 muestras en aprox. media 
hora



LIS

VITEK 2

VITEK MS

VITEK MS 
Prep Station

MS-ID Database
( CE/IVD) embedded into MylaTM

Prep Station



Sept 2010
1021 clinical 

isolates tested
98% correct ID’s

Jan 2011
1019 clinical 

isolates tested
98% correct ID’s

Apr 2010
680 clinical 

isolates tested
99% correct ID’s

Valor para el usuario…
Acertado

Con relación al gold standard: secuenciación



 Rapidez: 
Con un resultado rápido de ID, conociendo la  
prevalencia de la Institucion se dirije mejor el tratamiento empírico.

 Costo - Eficiencia. 
 Alta Performance.

98%  de concordância com Gold Standard secuenciacion.

 Facilidad de Uso / Mejora en el flujo de trabajo.
Integración informática, 

 Sistema aprobado por ANMAT para uso clínico.



Disminución del flujo 
de trabajo

Estandarización y Calidad
Laboratorio

Menor Impacto Ecológico

Ahorro de Costos 
Global

Ahorro de ATB

Institución

Impacto Clínico 
Positivo

Disminución de 
Tiempo de Internación

Paciente
Disminución de 
Morbi/Mortalidad

Menor Toxicidad

CONCLUSION: 



•Aplicar  de tubo  con L1 o L2 2 el sedimento en tarjeta
•Anadir :

1ul matriz (HCCA) y dejar secar
0,5ul Ácido fórmico  (dejar secar)+0,5ul matriz 
(HCCA) y dejar secar

•1ml sangre( AE filtración)
•Anadir :

‐Lisante 1: 100ul agua destilada
‐TLisante2: 100ul  Sodium Dodecyl sulfate SDS 5%

•Vortexear
•Incubar durante 5-10minnutos
•Centrifugar 1min 13000g
•Descartar sobrenadante
•Resuspender el sedimento con 1ml de agua destilada
•Centrifugar 5min a 13000g
•Retirar sobrenandante

   
 

   

   

 

    

   



En el análisis de AE y AN, los mejores protocolos de ID 
fueron

1 )  para bacilos Gram negativos (BGN): CC con 59,5% y 87,1% de ID 
correcta respectivamente (p: 0,010),

2 )  para cocos Gram positivos (CGP) racimos: L1 con AF con 62,5% y  
87,5 % de ID correcta respectivamente (p:0,004) 

3 )  para CGP cadenas: CC con 70,6% y 69,2% de ID correcta 
respectivamente (p:0,925) 



Impacto de programa de uso ATB asociado a nuevas 
tecnologías para la detección precoz y tratamiento de 
las bacteriemias por BGN en niños hospitalizados 

Unidad principal de analisis : demora en horas del 
tratamiento antibiotico adecuado . 

Estudio prospectivo . Pre intervención : 6 meses
Post intervención : 6 meses 

La información microbiológica se difundió en tiempo 
real mediante grupo de whats up entre microbiología , 
infectología y área de farmacia . 



Episodios : 120

Modificación del tratamiento ATB inicial : 55 %   vs   62 %

La mediana de demora en la adecuación ATB fue   48 hs   vs  24  hs 

Requirieron UCI :  22 pac vs    12 pac

Mediana días en UCI  : 25   vs   20

Mediana días de internación :  29   vs   3 

La mediana días de negativización hemocultivos : 3  vs  3

Fallecieron  12 %  vs  8.3 % 

La mortalidad a 30 días fue de 17 %   vs  10 % 

La identificación rápida asociado a un programa para el uso 
adecuado de ATB permitió optimizar los tratamientos definitivos en 
forma precoz .  



FilmArray

Diagnostico Sindrómico Rápido y 
Preciso
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• Fácil – Dos minutos de preparación
• Rápido – Resultados en una hora
• Completo –

• RP- 20 targets (17 virus & 3 bacterias)
• BCID- 27 targets (19 bacterias, 4 levaduras & 3 resistencias a 

antibióticos
• GI- 22 targets (13 bacterias, 4 parasitos & 5 virus)
• ME -15 targets (6 bacterias, 7 virus & 1 hongo)

• Sistema Cerrado – bajo riesgo de contaminación 
• Diagnóstico molecular – Alta sensibilidad 

y especificidad.



Cargar la muestra

Preparar la muestraHidratar el pouch





1er Paso 
de PCR 

Multiplex

Dilute 100x

2do Paso 
de PCR 

Multiplex



40

Virus
Adenovirus 
Coronavirus 229E 
Coronavirus HKU1 
Coronavirus OC43 
Coronavirus NL63
Human Metapneumovirus
Human Rhinovirus/ 

Enterovirus
Influenza A 
Influenza A/H1
Influenza A/H1-2009
Influenza A/H3
Influenza B

Parainfluenza 1 
Parainfluenza 2 
Parainfluenza 3 
Parainfluenza 4 
RSV

Bacterias
Bordetella pertussis 
Chlamydophila pneumoniae 
Mycoplasma pneumoniae 

Muestra Directa: Hisopado Nasofaringeo



Gram + Bacterias:
Enterococcus 
L. monocytogenes
Staphylococcus  

S. aureus
Streptococcus 

S. agalactiae 
S. pyogenes
S. pneumoniae

Resistencia Antibiótica:
mecA
Van A/B
KPC

Gram - Bacterias:
A. baumannii
H. influenzae
N. meningitidis
P. aeruginosa
Enterobacteriaceae

Enterobacter    
cloacae complex
E. coli
K. oxytoca
K. pneumoniae
Proteus
S. marcescens

Levaduras:
C. albicans
C. glabrata
C. krusei
C. parapsiolosis
C. tropicalis

Muestra: Hemocultivo Positivo



Bacterias:
Campylobacter 
Clostridium difficile  (Toxin A/B)
Plesiomonas shigelloides 
Salmonella 
Vibrio 
Vibrio cholerae 
Yersinia enterocolitica 

E. coli / Shigella diarreogénicas
E. coli O157 
Enteroaggregative E. coli (EAEC) 
Enteropathogenic E. coli (EPEC) 
Enterotoxigenic E. coli (ETEC) 
Shiga-like toxin-producing E. coli (STEC) 

Shigella/Enteroinvasive E. coli (EIEC) 

Protozoos:
Cryptosporidium
Cyclospora cayetanensis
Entamoeba histolytica
Giardia lamblia

Virus:
Adenovirus F 40/41 
Astrovirus 
Norovirus GI/GII 
Rotavirus A 
Sapovirus 

Muestra: Materia Fecal

Panel GASTROINTESTINAL
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Bacteria:
E. coli K1
H. influenzae
L. monocytogenes
N. meningitidis (encapsulated)
S. agalactiae
S. pneumoniae

Hongos:
Cryptococcus neoformans/gattii

Virus:
Cytomegalovirus (CMV)
Enterovirus (EV)
Herpes simplex type 1 (HSV-1)
Herpes simplex type 2 (HSV-2)
Human herpesvirus 6 (HHV-6)
Human Parechovirus (HPeV)
Varicella zoster virus (VZV)

TIPO DE MUESTRA:  200µl Líquido Cefaloraquideo (LCR) – puncion lumbar 
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Con PCR EV (derivada vs in 
house)
- Retrospectivo: 225 pre, 216 

post. 
- TAT (53 hs vs 13 hs)
- Utilización del test (28% vs 

62%)
- LOS (44hs vs 28 hs)
- Duración de antibiotico

parental (48 hs vs 36 hs)
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• PCR totalmente 
automatizada  EV 

• TAT baja 55 hrs (60 hrs 
pre vs 5 hrs post)

• LOS disminuye  3.5 dias 
(4 dias pre vs. 0.5 hrs 
post)

• Duración de antibioticos  
parenteral baja  12 hrs 
(1dia pre vs 0.5 dia post)

• Ahorro  $4,537 en costos 
hospitalario ($5,458 pre 
vs. $921 post)
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SEPSIS: CADA MINUTO CUENTA
Terapia Intensiva - Emergencias



SEPSIS: CADA MINUTO CUENTA

Kumar A, Roberts D, Wood KE, et al.: Duration of hypotension before initiation of effective 
antimicrobial therapy is the critical determinant of survival in human septic shock. 

Crit Care Med, 34: 1589-1596, 2006.

La Identificación rápida de patógenos y mecanismos de resistencia mejora el 
tiempo en administrar la terapia correcta.

• Tasa de mortalidad entre 10-38%.

• Cada hora decrece un 7.6% la sobrevida 
en pacientes sépticos. 

• 1/3 de pacientes sépticos graves, reciben 
una terapia antibiótica inapropiada.

• El tratamiento empírico inadecuado lleva 
a mayor morbi-mortalidad e incrementa 
la resistencia a los antibióticos.

EN ARGENTINA MUEREN 10.736 PACIENTES POR SEPTICEMIA AL AÑO 
(Estadísticas Vitales, MinSal 2013) 

29,4 MUERTES/DIA



Gram
Positivo

FilmArray

24 – 72 Hrs.

Análisis tradicional

Identificación
mecA, vanA/B, KPC

Hemocultivo

10 Hrs.

Identificación 
+ AST

5 min.

Toma de 
muestra

SOLUCION DEL DIAGNOSTICO RAPIDO EN SEPSIS

-Tratamiento Dirigido:  Mejor elección de ATB, sin efectos secundarios no deseados ni incremento 
de costos (Banerjee R et al. ICAAC Sept 2014)

- Menor tiempo en UCI y Mortalidad: En Infecciones causadas por S. aureus y mecA asociado,  
permitió: el des-escalamiento de terapia empírica en 44hs vs 67 hs, Mortalidad (10% vs 23%) y 
estancia en UCI (3 vs 7 días) (Kim J et al. 115th Gral Meeting ASM. May2015)

- Reducción de infección nosocomial: Reconocimiento temprano de microorganismos Gram+/-
, hongos específicos y resistencias. Optimización de la terapia basado en un programa de ATS (Timbrook, T 
et al. Journal of Clinical Microbiology. Apr 2015)

Resultado en 1 hora

Resultado en 1 hora de ID patógeno y Mecanismos de Resistencia permite:
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-Síndrome Urémico Hemolítico 
(SUH): Responsable del 20% de 
transplantes de riñón en niños y 
adolescentes

- 13,9 niños <5 años infectados     
cada 100.000

- ATB CONTRAINDICADO en caso 
de sospecha o confirmación

URGENCIAS MICROBIOLOGICAS
GASTROINTESTINALES

Bacteria:
Campylobacter 
(C. jejuni, C. coli, and C. upsaliensis)
Clostridium difficile  (toxin A/B)
Plesiomonas shigelloides 
Salmonella 
Vibrio 
(V. parahemaemolyticus, V. vulnificus ,
V. cholerae)

Vibrio cholerae 
Yersinia enterocolitica 

Diarrheagenic E. coli / Shigella
Enteroaggregative E. coli (EAEC) 
Enteropathogenic E. coli (EPEC) 
Enterotoxigenic E. coli (ETEC) 
Shiga-like toxin-producing E. coli (STEC)

E. coli O157 
Shigella/Enteroinvasive E. coli (EIEC) 

Parasites:
Cryptosporidium
Cyclospora cayetanensis
Entamoeba histolytica
Giardia lamblia

Viruses:
Adenovirus F 40/41 
Astrovirus 
Norovirus GI/GII 
Rotavirus A 
Sapovirus (Genogroups
I, II, IV and V)

Muestra Directa: Materia Fecal



50

Húesped
Inmunocompetente
Inmunocomprometido

Adquisición 
Comunidad
Asociado al cuidado de la salud (nosocimial, geriátricos, centro de cuidados)
Viajeros
Comunidades cerradas (guarderías, hoteles, cruceros, restaurantes)

Tipo
Acuoso o secretora
Inflamatorio (leucocitos y sangre)

Origen
No infeccioso
Infeccioso

 Bacteriano, Viral, Parasitario 
 >80 % resuelve espontáneamente con agua y electrolitos
 <20% son prolongadas (>14 días)

A QUE PACIENTES ANALIZAR?
INFECCIONES GASTROINTESTINALES



PATOLOGIAS ANUALES CON IMPACTO ESTACIONAL Y CICLICO

- Colapso Hospitalario - Necesidad Edilicia para Aislamientos 
- Incremento en la Morbi-Mortalidad
- Infecciones intrahospitalarias
- Decisión Clinica en tratamiento antiviral o antibiótico - Uso racional.
- Riesgo de incremento de Resistencias Antibióticas

INFECCIONES RESPIRATORIAS Y 
GASTROINTESTINALES



SOLUCION DEL DIAGNOSTICO RAPIDO CON 
FILMARRAY

Aislamiento rápido y efectivo: Debido al rápido resultado, el Panel Respiratorio de FilmArray
sirvió para un cohorting efectivo de los pacientes (1.4 hs vs 7 hs) (Xu, et al. Am J Clin Pathol. 2013)

Diagnóstico completo: Debido a su alta sensibilidad, El panel GI de FilmArray detectó:
- Un patógeno en el 54,2%  de los casos vs métodos tradicionales que detectan un 18,1%
- Coinfecciones en el 16,4% de las muestras.

Disminución significativa del tiempo de informe de resultado:
- Rápida toma de muestra y envío al lab : 1 hora comparada con 19 horas (guardia médica)
- Prueba mas rápida : TAT de 2h  vs 17h, Mano de obra:  2 minutos vs 5hs (Poelman R. Point of impact testing in 

emergency department: diagnostics of viral infections – Poster CVS 2015)

Resultado en 1 hora de Identificación de patógeno permite:



SIN INFRAESTRUCTURA

SIMPLICIDAD
2 MINUTOS DE

PROCESAMIENTO

REPORTE EN UNA HORA

BIOSEGURIDAD

REACTIVOS LISTOS PARA USAR 
CONSERVACION A TEMPERATURA 

AMBIENTE



Panel GI 
FDA Mayo 2014  

ANMAT Sept 
2015

Panel 
Respiratorias 

Bajas

Panel 
Meningitis 
ANMAT Julio 

2016

Panel BCID 
FDA Junio 2013  

ANMAT Sept 2015
Panel 

Respiratorio
FDA Mayo 2011

ANMAT Sept 2015

FilmArray Platform

Panel 
Infecciosas 
Tropicales



Aún a la 
espera de 
aprobación 
de FDA!
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