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La espectrometria de masas (EM) es una técnica de andlisis que permite caracterizar muestras midiendo las
masas (estrictamente las razones masa-carga) de las moléculas componentes. Cuenta con mas de un siglo
de historia y evolucién tecnolégica y a lo largo de los afios ha ampliado su alcance desde los isétopos a
moléculas pequefias, moléculas organicas mas complejas y, en las dltimas décadas, macromoléculas (aci-
dos nucleicos y proteinas). La EM MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight) es
una variante que permite el analisis de mezclas complejas de proteinas y que se ha aplicado recientemente
a la identificacion de microorganismos en cultivo, convirtiéndose en una herramienta rapida y eficaz para
el diagnéstico microbiolégico que ha conseguido entrar en poco tiempo en la rutina de muchos servicios de
microbiologia clinica. El gran impacto que ha tenido esta impulsando el desarrollo de nuevas aplicaciones
en el campo de la microbiologia clinica.
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Historical perspective of mass spectrometry in microbiology

ABSTRACT
Keywords: . . . . .
Mass spectrometry Mass spectrometry (MS) is an analytical technique that allows samples to be characterized by measuring
MALDI-TOF the masses (strictly speaking their mass-to-charge ratio) of the component molecules. This technique has
Proteins been used for more than one hundred years and technological development throughout this time has

Clinical microbiology broadened its scope from isotopes to small molecules, more complex organic molecules, and in the last few
decades, macromolecules (nucleic acids and proteins). MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight) MS is a variant that allows analysis of complex mixtures of proteins and has
recently been applied to the identification of cultured microorganisms, making it a rapid and effective tool
for microbiological diagnosis. In a short time, MALDI-TOF MS has become a routinely used technique in
many clinical microbiology services and its strong impact is prompting the development of new
applications in the field of clinical microbiology.

© 2016 Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Breve historia de la espectrometria de masas

Hace ya varios afios que la espectrometria de masas (EM) MALDI-
TOF (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight) llegé a
los servicios de microbiologia de nuestro pais y ain nos sorprende
que sea tan simple y, al mismo tiempo, tan potente. Pero la simplici-
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dad es solo aparente y detras hay mas de 100 afios de evolucién tec-
noldgica'2,

El principio de la historia podria situarse en la segunda mitad del
siglo xix con el desarrollo de los tubos de Crookes, o tubos de rayos
catédicos. Estos dispositivos, que se utilizaban para estudiar las pro-
piedades de la materia, eran tubos de cristal que contenian gases
muy rarificados a través de los que se hacian pasar descargas eléctri-
cas. Arthur Schuster y posteriormente J.J. Thomson —ambos en el
Laboratorio Cavendish de la Universidad de Cambridge— los utiliza-
ron para estudiar la desviacion (deflexién) de las trayectorias de los
rayos producida por campos eléctricos y magnéticos. En 1897 Thom-
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son llegd a la conclusion de que los rayos catédicos estaban formados
por particulas muy ligeras con carga negativa (los electrones), deter-
mind su relacién masa-carga y recibié por ello el Premio Nobel de
Fisica en 1906.

Durante los afios siguientes, el trabajo de Thomson se centré en la
contrapartida de los rayos catédicos, los rayos anddicos o rayos cana-
les, formados por iones con carga positiva producidos por las descar-
gas eléctricas. Mediante la introduccién de combinaciones de cam-
pos eléctricos y magnéticos observo, con la ayuda de EW. Aston, que
el gas nedn esta formado por 2 tipos diferentes de d&tomos que pue-
den separarse y diferenciarse por su masa (Ne?° y Ne??). Durante los
afios siguientes, Aston desarroll6 el equipo para conseguir mayor
resolucion y lo aplicé al estudio de los isdtopos no radioactivos; tra-
bajos por los que recibié el Premio Nobel de Quimica en 1922.

Durante las décadas siguientes se introdujeron en los equipos
modificaciones para enfocar las particulas desviadas y mejorar la re-
solucidén. Se introdujeron también sistemas de ionizacién que am-
pliaban el rango de materiales que podian analizarse. Durante este
periodo las principales aplicaciones de la EM fueron el anélisis y la
obtencién de is6topos. Para esta Gltima aplicacién se construyeron
grandes equipos preparativos, como el Calutron, que se utiliz6 para
producir el uranio-235 de las primeras bombas atémicas.

Los equipos basados en la desviacién de las trayectorias (defle-
xién) producida por un campo magnético, o por combinaciones de
campos eléctricos y magnéticos con diversas geometrias, fueron los
mas utilizados durante la segunda mitad del siglo xx. Sin embargo, ya
en los afios cuarenta y cincuenta aparecieron esquemas de separa-
cion de masas diferentes, como el tiempo de vuelo (TOF), los cuadru-
polos o las trampas de iones.

El sistema TOF, objeto de este monografico, fue disefiado en 1946
por W.E. Stephens, entonces en la Universidad de Pensilvania. En este
sistema, la separacion de los iones se produce al acelerarlos en un
campo eléctrico; todos los iones sometidos al campo adquieren la
misma energia cinética, lo que implica que los de menor relacion
masa-carga alcanzan mayor velocidad. En el disefio mas basico, los
iones siguen una trayectoria rectilinea de longitud conocida entre el
campo eléctrico y el detector, y lo que se mide es el tiempo que tar-
dan en llegar de un punto a otro. Aunque inicialmente no podian
competir en resolucién con los equipos de deflexion, estos sistemas
han resultado ser mas rapidos y mas baratos, y con el tiempo han
incorporado mejoras que les han permitido ser muy competitivos en
diversas éreas.

La ionizacién de la muestra es otro aspecto de la tecnologia que
ha evolucionado para ampliar el rango de muestras analizables. Las
descargas eléctricas utilizadas en los primeros equipos eran dema-
siado energéticas para permitir el analisis de moléculas complejas.
En 1959, la introduccién de la ionizacién por impacto de electrones
permiti6é acoplar la cromatografia de gases a un espectrémetro de
masas de tipo TOF y abri6 la puerta al analisis de moléculas organi-
cas. Durante las décadas siguientes se desarrollaron métodos de
ionizacién mas suaves (soft ionization), como la ionizacién quimica
(1966), los diferentes métodos de desorcién (de campo en 1969, por
plasma o por laser en 1974, MALDI en 1985), la ionizacién por elec-
troespray (ESI, electrospray ionization) en 1968, por haces de iones
(SIMS, secondary ion mass spectrometry) en la década de los cin-
cuenta, o de atomos (FAB, fast atom bombardment) en 1981, permi-
tiendo el andlisis de moléculas no volatiles, fragiles, o de alto peso
molecular.

Finalmente, hay que recordar que, durante el Gltimo cuarto del
siglo xx, el desarrollo de los componentes electronicos y de la infor-
madtica (hardware y software) ha dado un enorme impulso a todo este
conjunto de tecnologias proporcionando detectores mds rapidos y
mas sensibles, mayor potencia de computacion y almacenamiento de
datos, equipos mas pequefios, mas baratos y mas robustos y, en defi-
nitiva, sacando la EM del laboratorio especializado y convirtiéndola
en una herramienta accesible para muchos otros laboratorios.

Aplicaciones de la espectrometria de masas a la microbiologia
clinica en la era pre-MALDI-TOF

Durante las décadas de los setenta y los ochenta proliferaron las
aplicaciones de la EM al andlisis de biomoléculas, algunas de ellas
orientadas al diagnéstico microbiol6gico rapido. Las tecnologias eran
diversas, y en general se basaban en equipos de tamaflo medio, con
analizadores TOF o cuadrupolos. Entre ellas cabe destacar las técni-
cas de pirélisis y cromatografia de gases acopladas al espectrémetro
de masas*#4, aunque también se utilizaron haces de particulas®.

Tanto la pirdlisis (rotura térmica de las moléculas en ausencia de
oxigeno) como la cromatografia de gases se utilizaron para generar
espectros caracteristicos (fingerprints) e identificar especies o incluso
diferenciar cepas de una misma especie. En ambas técnicas, el rango
de masas era limitado y las moléculas analizadas eran relativamente
pequefias’®: acidos micélicos para identificar especies de micobacte-
rias®, Nocardia y taxones relacionados’®; acidos grasos para identifi-
car Legionella pneumophila®, o monosacaridos para identificar espe-
cies de Lactobacillus™. La mayoria de estos métodos requerian una
preparacion especifica de la muestra larga y laboriosa, aunque en
algln trabajo ya se utilizaron células intactas™. Un problema de estos
métodos era su sensibilidad a variaciones en el estado metabélico de
las células, o en los medios de cultivo, que limitaba la reproducibili-
dad intra e interlaboratorios y dificultaba la estandarizacién. El uso
reciente de métodos e instrumentos que mejoran la estandarizaciéon
de la preparacion de las muestras y las condiciones de ionizacién y
obtencion de los espectros, asi como métodos de andlisis capaces de
reducir el ruido, podria dar un nuevo impulso a estas aproximacio-
nes'.

En busca de mayor universalidad y reproducibilidad, se orienta-
ron muchos esfuerzos a desarrollar métodos para el analisis de aci-
dos nucleicos y proteinas. El andlisis de acidos nucleicos se ha dirigi-
do en general a productos de PCR (polymerase chain reaction) cuyos
tamafios se determinan con gran precisién por EM MALDI-TOF o EM
ESI-TOF. Son métodos muy potentes cuyas limitaciones son las de la
PCR. Pero, sin lugar a dudas, la aplicacién que mas éxito ha tenido es
la prote6mica, el andlisis de las proteinas celulares. El andlisis de
péptidos de hidrélisis de las proteinas mediante sofisticados siste-
mas que combinan HPLC (high performance liquid chromatography) o
electroforesis bidimensional y 2 espectrémetros de masas en tan-
dem (cuadrupolo-TOF o TOF-TOF) combina gran capacidad y alta re-
solucién®*, Sin embargo, y pese a la automatizacion, la metodologia
es muy lenta y compleja para ser (til en la rutina clinica.

Sorprendentemente, el gran éxito de la EM aplicada a la identifi-
cacién de microorganismos llegé del analisis de proteinas intactas,
que por su tamafio quedaban fuera del alcance de la mayoria de los
sistemas. El desarrollo de algunos de los métodos necesarios para
ello fue premiado con la mitad del Premio Nobel de Quimica del afio
2002 (la otra mitad fue para Kurt Wiithrich por sus trabajos en reso-
nancia magnética de macromoléculas en solucién), capitulo de la
historia en torno al que existe cierta confusién? y que merece una
seccion aparte.

El nacimiento de la tecnologia MALDI

El principal reto para el analisis de macromoléculas es encontrar
la manera de proporcionarles la energia suficiente para ionizarlas sin
destruirlas. Una de las aproximaciones que lo consigui6 con éxito fue
la ESI, que se basa en la pulverizacion de una solucién consistente en
un solvente volatil y solutos no volatiles para generar pequefias gotas
ionizadas. Al evaporarse el solvente quedan las moléculas de soluto
ionizadas y en estado gaseoso. Aunque fueron varios los grupos que
trabajaron en esta tecnologia durante las décadas de los sesenta y los
setenta, finalmente fue John B. Fenn, de la Universidad de Yale, quien
consiguié en 1988, tras 2 décadas de investigacién, “dar alas a los
elefantes moleculares” y analizar proteinas mediante EM ESI'. Por
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estos trabajos fue premiado con una cuarta parte del Premio Nobel
de Quimica de 2002’6,

De manera independiente, en la década de los ochenta se habia
extendido el uso del laser para ionizar y volatilizar moléculas a par-
tir de muestras sélidas (laser desorption), y el reto era de nuevo ioni-
zar las macromoléculas sin degradarlas, es decir, encontrar la mane-
ra de transferir a las muestras la energia justa para ionizar algunas
moléculas sin romper los fragiles enlaces quimicos (soft laser des-
orption). Koichi Tanaka (un ingeniero de Shimadzu Corp.) consiguié
en 1987, utilizando como matrices suspensiones de nanoparticulas
metalicas en glicerol, demostrar que era posible ionizar y detectar
proteinas con masas en el rango de las decenas de kDa". Por su tra-
bajo recibi6 también una cuarta parte del Premio Nobel de Quimica
de 2002%.

Pero fue otro grupo que trabajaba en ionizacién con laser el que
desarroll6 la técnica conocida como MALDI. Michael Karas y Franz
Hillenkamp, del Instituto de Biofisica de la Universidad de Frankfurt,
introdujeron el uso de una matriz organica capaz de absorber la
energia del laser y transferir una parte a las moléculas de la muestra
e ionizarlas. Aunque inicialmente Karas y Hillemkamp utilizaron el
método para analizar aminodacidos, en 1988 publicaron sus primeros
analisis con proteinas'. La técnica, a la que llamaron MALDI, resulté
ser mas sencilla y mas sensible que la de Tanaka, y rapidamente se
extendi6 su uso. En 1996 se demostrd que podian utilizarse los per-
files de proteinas obtenidos mediante EM MALDI-TOF para identifi-
car bacterias partiendo de células intactas**?> y pocos afios después
salian al mercado los primeros sistemas comerciales. El método de
Karas y Hillemkamp es el precursor de la metodologia actual y el que
mayor impacto ha tenido; sin embargo, en una controvertida deci-
sién, el Comité Nobel no les incluyé en el premio.

La revolucion de MALDI-TOF en microbiologia clinica

En 2009 se publicé el que probablemente fue el articulo clave
para dar a conocer de forma general a los especialistas implicados en
el diagndstico de las enfermedades infecciosas las posibilidades de la
EM MALDI-TOF?%. Apenas un afio después, se publicd en Espaiia el
primer articulo en el que se hacia una valoracién global de la utilidad
de la EM MALDI-TOF para la identificacién de microorganismos de
origen clinico®.

Desde entonces, el nimero de publicaciones sobre aplicaciones
clinicas de la EM MALDI-TOF se ha incrementado exponencialmente,
sobre todo en lo que se refiere a la identificacion de diferentes grupos
de microorganismos a partir de cultivos?*%’. En conjunto, todos estos
estudios demuestran una alta eficacia en la identificacion de bacte-
rias y levaduras. La eficacia alcanzada en el caso de bacterias gram-
negativas y levaduras es, en la mayor parte de los casos, excelente,
mientras que en bacterias grampositivas y bacterias anaerobias es
algo inferior. No obstante, debe tenerse en cuenta que son varios los
factores que pueden influir en estos resultados y en diferentes senti-
dos. Es cierto que en algunos casos la similitud de los perfiles protei-
cos entre especies es tan alta (Streptococcus viridans, especies de Bru-
cella, Escherichia coli frente a Shigella) que resulta complicado
establecer identificaciones fiables a nivel de especie. Sin embargo, en
algunos de los primeros estudios en realidad no se determinaba tan-
to la fiabilidad de la EM MALDI-TOF como su nivel de correlacién con
los métodos de identificacién bioquimicos convencionales. Cuando
se utilizé la secuenciacién del gen del ARNr 16S como referencia, se
comprob6 que la falta de correlacion se debia mas a inexactitudes de
los métodos bioquimicos que de la EM MALDI-TOF. Asi, un estudio
sobre bacterias anaerobias publicado en Espafia en 2012% demostré
que, de 34 discrepancias a nivel de especie entre la identificacién
bioquimica y la EM MALDI-TOF, en 32 casos la secuenciacién de ARNr
16S corrobord la identificacion de la EM MALDI-TOF.

Ya este estudio apunta un extremo que se ha corroborado des-
pués, sobre todo en lo relativo a la identificacién de hongos filamen-

tosos, como es la importancia del tamafio y la extension de la base de
datos que utiliza el software como referencia para comparar los per-
files obtenidos. En la totalidad de los aislamientos que no fueron
identificados por EM MALDI-TOF, o en los que se obtuvo por este
método una identificacién que fue refutada por la secuenciacién, se
trataba de especies que no estaban contempladas en la base de datos
de referencia. Del mismo modo, los resultados mediocres que se ob-
tenian en un principio en relacién con los hongos filamentosos*
mejoran sensiblemente cuando se establece una base de datos espe-
cifica que contemple las diferentes fases de desarrollo del microorga-
nismo?.

Otro grupo de microorganismos que ha planteado dificultades
desde el principio han sido las micobacterias. Se han publicado resul-
tados heterogéneos®-3?, probablemente en relacién con la falta de
estandarizacion de los protocolos de extraccion y la baja reproduci-
bilidad de los métodos. Un factor clave en el procesamiento parece
ser la adecuada disrupcion de las micobacterias®. En los Gltimos me-
ses han aparecido nuevos métodos de extracciéon que combinan los
métodos quimicos habituales con métodos fisicos (sonicacién, parti-
culas de silice) y que parecen ofrecer un rendimiento superior, ade-
mas de simplificar y acelerar la extraccion®**, De afianzarse, estos
métodos podrian suponer una alternativa interesante a la identifica-
cién mediante sondas u otros métodos genéticos, ya que podrian
procurar una fiabilidad similar con un coste notablemente inferior.

Otras aplicaciones de la espectrometria de masas MALDI-TOF
en microbiologia clinica

En los Gltimos afios han surgido numerosos trabajos que plantean
nuevas aplicaciones de la EM MALDI-TOF en el campo de la micro-
biologia clinica. Con frecuencia se trata de pruebas de concepto que
deberan ser validadas y adaptadas a la rutina clinica. Entre las apli-
caciones mas prometedoras se encuentra el uso de la EM MALDI-TOF
para la identificacién directa de microorganismos en muestras clini-
cas, por ejemplo orina®*, y en hemocultivos. Si el subcultivo de los
frascos positivos de los hemocultivos en medio sélido permite una
rapida identificacién usando MALDI-TOF de forma convencional®, la
identificacién podria acelerarse ain mas utilizando directamente el
medio de los hemocultivos positivos. Para ello se han probado proto-
colos que incluyen pasos de centrifugacion y lavados, lisis selectiva
de gl6bulos rojos, tubos de separacién de suero, filtracién o métodos
comerciales como el Sepsityper (Bruker Daltonics). Aunque el rendi-
miento esta sesgado hacia las bacterias gramnegativas® y presenta
limitaciones en las infecciones polimicrobianas®, el uso del MALDI
facilita la deteccién de contaminaciones, la seleccién de pruebas
complementarias y acorta la identificacién en aproximadamente
24 h*. Combinando MALDI y PCR puede incluso acelerarse la detec-
cién de algunas resistencias a antibiéticos*.

También se han explorado diversas estrategias para identificar
resistencias a antibiéticos mediante EM MALDI-TOF. El problema que
se plantea es que los mecanismos de resistencia a los antibidticos
que presentan las bacterias son tan variados que es dificil una solu-
cién universal®. Una aproximacion es la deteccién de la actividad
enzimatica responsable de la resistencia. Afladiendo el antibi6tico a
un cultivo fresco durante el tiempo apropiado y adaptando la EM al
rango de tamafios adecuado pueden detectarse tanto el antibiético
como los productos de su degradacién si los hay. Este método se ha
utilizado especialmente para la deteccién de actividad betalactama-
sa. La hidroélisis del enlace amida del anillo betalactamico y la decar-
boxilacién que sucede tras la hidrélisis producen un cambio de masa
molecular que puede detectarse por espectrometria**“®. Ademas, se
han introducido variaciones como el uso de la matriz CHCA (acido
a-ciano-4-hidroxicindmico) y una placa modificada (AnchorChip)¥ o
el uso de lisados libres de células*.

El andlisis del estado de metilacién del ARNTr se ha utilizado para
caracterizar resistencias a aminoglucésidos, cloranfenicol y clinda-
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micina mediada por ARNr metiltransferasas***°, aunque es atin muy
laborioso para aplicarse a la rutina del laboratorio de diagnéstico.

También se ha explorado, con éxito diverso y resultados promete-
dores, el andlisis directo de las células mediante el uso de 5-cloro-
2-mercapto-benzotiazol en la matriz®, la seleccién de proteinas en
una matriz de intercambio catiénico débil (SELDI [surface-enhanced
laser desorption ionization]-TOF)*>3, o el uso de extractos celulares
crudos®*% o parcialmente purificados®® en lugar de células intactas.
Sin embargo, como ya se ha comentado, la resistencia a los antimi-
crobianos es un fenémeno complejo y el analisis de algunos de sus
determinantes no permite un analisis completo, por lo que todavia
no se esta en situacién de sustituir los tests convencionales de sus-
ceptibilidad a los antibiéticos*.

Por wltimo, la tipificaciéon de aislados clinicos por MALDI-TOF po-
dria ser una herramienta de gran valor para la caracterizaciéon en
tiempo real de brotes epidémicos. Esta aplicacion se enfrenta al pro-
blema de discriminar espectros muy similares, lo que requiere el de-
sarrollo de algoritmos de andlisis especificos”*8 y el desarrollo de
herramientas bioinformaticas que los hagan accesibles a la rutina de
los laboratorios clinicos.
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