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INFORMACION DEL ARTiCULO RESUMEN
Historia del articulo.'A La espectrometria de masas (EM) matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight (MALDI-TOF)
Recibido el 2 de noviembre de 2011 se ha impuesto rapidamente en numerosos Servicios de Microbiologia Clinica como un nuevo recurso
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) tecnoldgico. Su utilidad en la identificacion bacteriana esta contrastada, aunque existen todavia dudas
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respecto a laidentificacién de grupos bacterianos concretos y de otros microorganismos, como los hongos
filamentosos. Existen ademas otras diversas aplicaciones potenciales de esta tecnologia en Microbiologia
Clinica, que estdn empezando a desarrollarse. En esta revisién se resumen los datos existentes respecto
a la identificacién de diferentes grupos de microorganismos, incluyendo aquellas que han planteado
mayores problemas, como micobacterias, anaerobios y hongos filamentosos. Se analizan también sus
aplicaciones en diagnéstico directo sobre muestra, su repercusion en la consideracién como patégenos
de diferentes microorganismos, y sus potenciales aplicaciones epidemiolégicas. Finalmente, se resumen
también los estudios existentes sobre su uso potencial en la determinacién de sensibilidad a antimi-
crobianos, y su potencial utilizacién usando como sustrato amplificados génicos en lugar de extractos
proteicos de los microorganismos.

Palabras clave:
Espectrometria de masas MALDI-TOF
Identificacion
Microbiologia

© 2011 Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos reservados.

Proteomic applications in the Clinical Microbiology laboratory

ABSTRACT

Keywords: Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) is rapidly
“é'ALDfI{TOF mass spectrometry becoming a new routine resource in Clinical Microbiology laboratories. Its usefulness for bacterial iden-
Identification

tification is now generally accepted, although there is still some reluctance as regards specific bacterial
groups and some other microorganisms, such as moulds. There are other potential applications of this
technology in Clinical Microbiology, which are beginning to be developed. A review is presented on the
current data on the identification of microorganisms, including the most problematic groups, such as
mycobacteria, anaerobic bacteria and moulds. We also analyse its applications for direct sample iden-
tification, its impact on pathogenic characteristics of microorganisms, and its potential epidemiological
applications. Finally, we review the studies published on its applications for determining antimicrobial
susceptibility, and its applications on amplicons, instead of microorganism protein extracts.
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Microbiology

Introduccién rutinaria, de acuerdo a caracteristicas fenotipicas de los microor-
ganismos (morfologia, estructura de la pared puesta de manifiesto
Durante afios, la identificacion bacteriana en el laboratorio de mediante diferentes tinciones, capacidad del microorganismo para

Microbiologia Clinica se ha venido llevando a cabo, de manera crecer en diferentes medios de cultivo y en distintas condiciones
de atmésfera y temperatura, capacidad para degradar o utili-
zar mediante distintas vias bioquimicas sustratos diversos y, en
algunos casos, caracteristicas concretas de sensibilidad a cier-
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una evolucién tecnoldgica significativa en décadas. Otras han evo-
lucionado en lo relativo a la miniaturizacién de las baterias de
pruebasy la automatizacién de su realizacién y lectura, y han expe-
rimentado mejoras sensibles en lo relativo al tiempo de respuesta.

Sin embargo, la mayor parte de las técnicas microbiolégicas
convencionales contintian basandose en principios y pruebas que
requieren el crecimiento del microorganismo, lo que hace que la
identificacién pueda retrasarse desde horas hasta varias semanas
tras la recepcion de la muestra. Por otra parte, estas técnicas tie-
nen limitaciones evidentes en cuanto a su aplicabilidad y fiabilidad
cuando se trata de microorganismos que crecen con dificultad, o
no crecen en absoluto en medios de cultivo, o que muestran una
actividad bioquimica muy limitada.

Hace ya afios, se empezaron a desarrollar diferentes metodolo-
gias, basadas sobre todo en técnicas genéticas, dirigidas a salvar
estas limitaciones. Estas técnicas han supuesto una aportacién
importante en algunos aspectos, como fiabilidad de la identi-
ficacion y, en algunos casos, diagnéstico directo a partir de la
muestra sin cultivo previo. Sin embargo, estas técnicas solo han
conseguido hasta el momento imponerse a las técnicas clasicas
en algunos casos, debido a diferentes problemas como compleji-
dad técnica, disponibilidad solo para ciertos microorganismos y
relacién coste/beneficio. En conjunto, la irrupcién de las técnicas
genéticas ha tenido una repercusién muy importante en virologia
clinica, mientras en bacteriologia, micologia y parasitologia esta
repercusion ha sido, por el momento, menor.

Espectrometria de masas matrix-assisted laser
desorption/ionization time of flight (MALDI-TOF)

La espectrometria de masas (EM), en sus distintas modalidades
técnicas, ha sido una técnica muy utilizada para la identificacién de
moléculas en diferentes ramas de la ciencia durante buena parte del
siglo XX. Hasta la década de 1990 las proteinas se habian resistido
a su andlisis por espectrometria de masas debido fundamental-
mente a la dificultad de generar iones a partir de estas moléculas
grandes no volatiles. A finales de los ochenta se presentaron dos
métodos que permitirian la ionizacién de las proteinas. Estos eran
la ionizacién por pulverizacién eléctrica (electrospray ionization,
ESI) y la desabsorcién/ionizacién por laser con ayuda de una matriz
(matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI). A partir de
ese momento la espectrometria de masas pudo utilizarse para estu-
dios de proteinas.

La espectrometria de masas MALDI-TOF. Se trata de un método
que, mediante la aplicacién de energia laser a una muestra embe-
bida en una matriz, consigue vaporizar e ionizar esa matriz, que
eventualmente puede arrastrar en esa vaporizaciéon e ionizar a
su vez a una muestra representativa de las proteinas contenidas
en la muestra. Esas proteinas ionizadas son sometidas a acele-
raciéon en un campo eléctrico y a una migracioén a través de un
tubo de vacio hasta un detector. El tiempo que transcurra desde su
vaporizacién/ionizacién hasta su deteccién dependera del cociente
masa/carga (m/z) de esa proteina, y ese cociente m/z permitira
determinar la masa exacta de la proteina de manera extremada-
mente fiable. En el caso de los microorganismos, se genera de esta
forma un perfil de proteinas con diferentes cocientes m/z, que se
comporta como una huella dactilar, permitiendo identificar con
gran fiabilidad al microorganismo a partir de dicho perfil.

Aplicacion de la espectrometria de masas maldi-tof a la
identificacion de microorganismos

La primera descripcion del uso de la espectrometria de masas
para la identificacién bacteriana data de 1975. En aquella época
el rango de masas estaba limitado a pequefias moléculas, lo que

restringia las aplicaciones de la EM a lipidos bacterianos'~4. Las pro-
teinas tienen un orden de magnitud mayor, y su analisis por EM tuvo
que esperar a lallegada de las técnicas suaves de ionizacién como el
MALDI. A partir de ese momento el MALDI-TOF comenzé a utilizarse
en la identificacién bacteriana por grupos de investigacion. En el
2004, se describi6 la primera base de datos completa para la identi-
ficacién bacteriana, basada en el analisis de moléculas de superficie,
pero no fue bien acogida para ser utilizada como identificacion ruti-
naria, ya que necesitaba una estandarizacién muy rigurosa debido
alavariacién de las proteinas de superficie. Sin embargo, el cambio
de matriz permiti6 la ionizacién de proteinas, fundamentalmente
ribosémicas, mas conservadas que las anteriores, lo cual se consi-
der6é mas adecuado para la identificacion rutinaria de bacterias, ya
que parecia que las condiciones de cultivo no variaban los resulta-
dos de la identificacion. A partir de ese momento se desarrollaron
sistemas comerciales con bases de datos y programas de manejo
sencillo, empezando a usarse la EM MALDI-TOF como un método
rapido y fiable para la identificacién bacteriana®. Se habian efec-
tuado estudios parciales sobre su efectividad para la identificacién
de determinados microorganismos en condiciones controladas®-8,
pero recientemente han empezado a aparecer numerosos trabajos
relativos a su efectividad en la identificacién de aislamientos cli-
nicos, sometidos a esta prueba directamente desde los medios de
cultivo rutinarios y sin condiciones especiales®.

Bacterias aerobias

Los estudios disponibles sobre la identificacién directa de micro-
organismos a partir del crecimiento en medios de cultivo habituales
muestran excelentes resultados, con porcentajes de coincidencia
con la identificacién bioquimica convencional superiores al 90%.
Estos altos niveles de correlacién se dan tanto en gram positivos
como en gram negativos. Por otra parte, cuando las discrepancias
entre la EM y la identificacién convencional se han comprobado
mediante secuenciaciéon del ARNr 16S, se ha demostrado que, en
la mayoria de los casos, esta técnica corroboraba los resultados
ofrecidos por la EM MALDI-TOF. Asi, uno de los primeros trabajos
publicados con la tecnologia disponible actualmentel®, un estudio
retrospectivo sobre 1.116 aislamientos clinicos y 108 cepas tipo,
mostré un 93,5% de identificaciones correctas por MALDI-TOF para
las cepas tipo, y un 95,2% para los aislamientos clinicos. Las iden-
tificaciones correctas estuvieron por encima del 90% en el caso de
enterobacterias (95,5%), estafilococos (99,5%), enterococos (100%)
y estreptococos (93,7%), mientras bajaron al 79,7% en bacilos gram
negativos no fermentadores.

Los estudios prospectivos realizados a partir de ese momento
sobre aislamientos obtenidos de muestras clinicas ofrecen
cifras parecidas. Uno de los estudios que han tenido mayor
trascendencia?, publicado en 2009 en Clinical Infectious Diseases y
realizado sobre 1.660 aislamientos pertenecientes a 109 especies,
muestra una eficacia en laidentificacion del 95,4% a nivel de género,
y del 84,1% a nivel de especie. Un estudio publicado por Bizzini et al
en 2010'? sobre 1.371 aislamientos muestra un 98,5% de identifi-
caciones correctas a nivel de género y un 93,2% a nivel de especie,
con solo un 1,5% de identificaciones fallidas.

Un estudio publicado también en 2010 por Cherkaoui et al'2
sobre 720 aislamientos pertenecientes a 33 géneros, comparando
dos sistemas comerciales (Bruker Daltonics y Shimadzu), mostré
un 93,6% de identificaciones fiables a nivel de especie (score >2,0)
para el primer sistema y un 88,3% para el segundo, de las que un
99,1% fueron corroboradas mediante secuenciacién de RNA 16S.
Otro estudio publicado por Van Veen et al, también en 20103 sobre
980 aislamientos, muestra un 97,2% de correlaciéon con la metodo-
logia convencional a nivel de género, y un 79,9% a nivel de especie.
La mayor correlacién a nivel de género o especie se obtuvo en
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enterobacterias (97,7%), seguidas de estafilococos (94,3%), bacilos
gram negativos no fermentadores (92%), estreptococos (84,8%) y,
finalmente, del grupo Haemophilus, Actinobacillus, Cardiobacterium,
Eikenella y Kingella (HACEK) con un 84%.

Otros estudios mas reducidos publicados recientemente mues-
tran resultados similares. Asi, un estudio publicado por Risch et al!#
muestra una correlacién entre MALDI-TOF y la identificacién bio-
quimica convencional (Vitek, bioMérieux, Francia) del 88% en gram
negativos y del 85% en gram positivos, pero no llega a discriminar
entre ambos sistemas por una técnica de referencia como la secuen-
ciacién de RNA 168S. Finalmente, un estudio reciente sobre 10.000
aislamientos publicado por Gravet et al'> muestra una correlacién
a nivel de género y especie del 98,8%.

El estudio mas amplio publicado hasta el momento en Espafia!®
muestra una correlacién del 100% a nivel de especie en una muestra
de 65 gram positivos que incluye estreptococos, estafilococos, cori-
nebacterias y Listeria, y una correlacién del 87,7% a nivel de especie,
y del 97,7% a nivel de género en una muestra de 229 gram nega-
tivos. En este caso tampoco se realizé estudio de rRNA 16S, con lo
cual las discrepancias pueden deberse a error de cualquiera de los
sistemas utilizados.

Como es evidente, no todos los grupos de microorganismos
se identifican con la misma fiabilidad mediante EM MALDI-TOF.
Los datos disponibles sugieren que se trata de un sistema extre-
madamente fiable en gram negativos fermentadores con algunas
excepciones como la no discriminacién entre Escherichia y Shige-
lla, y bastante fiable en no fermentadores. Aunque los datos de
diversos estudios muestran una correlacién con los sistemas de
identificacién convencionales menor que en otros gram negativos,
lo cierto es que esta discrepancia puede derivar de deficiencias
en cualquiera de los dos sistemas. De hecho, un estudio publi-
cado por Mellman et al en 2008'7 muestra que, en bacilos gram
negativos no fermentadores, los resultados de MALDI-TOF se corre-
lacionan con los obtenidos por secuenciacién de rRNA 16S en mas
del 85% de los casos, una cifra sin duda superior a la que ofrecen los
sistemas bioquimicos convencionales de identificacién. La identifi-
cacién en gram positivos aerobios es también bastante fiable, con
la excepcidn de la frecuente confusién entre Streptococcus pneumo-
niae y otros estreptococos viridans (S. mitis fundamentalmente)!8.
En cuanto a otros grupos especificos como los microorganismos
anaerobios o las micobacterias, los resultados son mas heterogé-
neos.

Bacterias anaerobias

Ya en 2002, Shah et al auguraban que la EM MALDI-TOF iba
a tener un impacto importante en el diagnéstico microbiano de
los numerosos microorganismos anaerobios que crecen mal en
los medios de cultivo habituales y son virtualmente arreacti-
vos en los sistemas de identificacién convencionales!®. Estudios
aparecidos con posterioridad muestran buenos resultados en la
identificaciéon de Clostridium aunque, como es légico, muy condi-
cionados por la calidad de la biblioteca de espectros que se utilice
como referencia2?. Otro estudio reciente muestra asimismo buenos
resultados en la identificaciéon de especies de Prevotella aisladas
de cuadros de periodontitis?!. En un estudio mas amplio sobre
270 aislamientos clinicos de bacterias anaerobias, el 97,5% fueron
identificados de manera inequivoca (score >2,00) por MALDI-TOF.
Ademas, en 10 de los 11 aislamientos en que se observaron dis-
crepancias con la identificacién convencional, la secuenciacién del
rRNA 16S confirmé la identificacién obtenida por MALDI-TOF22, Del
mismo modo, otra publicacién realizada en 2001 muestra un 95%
de identificaciones correctas en cocos gram positivos anaerobios,
en comparacién con la secuenciacién de rRNA 16523,

Sin embargo, las publicaciones mas recientes ofrecen resultados
menos halagiiefios. En un estudio comparativo de los dos sistemas

comerciales mas difundidos (Bruker Daltonics y Shimadzu) sobre
79 aislamientos pertenecientes a 19 géneros, y usando como
referencia la secuenciacion de rRNA 16S, Shimadzu identificé
correctamente el 71% de los aislamientos a nivel de género, y
el 61% a nivel de especie. Bruker Daltonics obtuvo resultados
inferiores, con un 61 y un 51%, respectivamente. No obstante,
cuando el mismo estudio se realizé con una versién actualizada
del software de Bruker Daltonics, los resultados se equipararon?4,
Otro estudio posterior, también publicado en 2011 sobre mas de
500 aislamientos de bacterias anaerobias, muestra también porcen-
tajes de identificacién correcta del 61%25, y el estudio mas reciente
publicado hasta el momento muestra porcentajes similares (67% de
identificaciones correctas con Bruker frente a 49% con Shimadzu)26.
Estos estudios vienen de nuevo a incidir en la gran importancia de
la amplitud y correccién de la base de datos para obtener buenos
resultados con este sistemaZ26. Otros autores coinciden en que la
utilidad clinica de estos sistemas para la identificacién de bacte-
rias anaerobias pasa por una optimizacién de las bases de datos
disponibles?’. Probablemente las limitaciones de los métodos con-
vencionales utilizados paralaidentificacién de bacterias anaerobias
han dado una visién erréneamente reducida de la variedad de espe-
cies anaerobias presentes en los diferentes nichos ecolégicos. Como
consecuencia, un niimero importante de aislamientos a los que por
los métodos tradicionales se asignaba una identificacién presunta-
mente fiable al presentar un comportamiento bioquimico similar al
de especies conocidas, no se identifican por métodos mas especifi-
cos, como MALDI-TOF, al no estar sus perfiles incluidos en las bases
de datos. Esto es debido a que se trata, en realidad, de especies que
se consideraban muy infrecuentes, o de especies totalmente nue-
vas. Asi, en un estudio reciente?> en que solo se identificaron el
61% de los aislamientos anaerobios por MALDI-TOF, el 39% se iden-
tifico mediante secuenciacion de rRNA, hallandose entre ellas siete
especies o géneros nuevos. Otro estudio reciente demuestra que,
si se elaboran bases de datos de referencia amplias de los grupos
fenotipicos basadas en unaidentificacién inequivoca por secuencia-
cién de rRNA 168, los resultados posteriores de la EM MALDI-TOF
en muestras clinicas mejoran sensiblemente?3. Del mismo modo,
un estudio reciente limitado al género Bacteroides muestra que la
correlacién con la secuenciacién del rRNA 16S es mucho mayor en el
caso de la EM MALDI-TOF que en el de la identificacién bioquimica
convencional, y que en la mayoria de los casos, las identificaciones
erréneas derivan de la no inclusién de algunas especies descritas
recientemente en las bases de datos28.

Micobacterias

Una de las areas todavia menos exploradas es probablemente
la de las micobacterias. El estudio mas amplio disponible hasta el
momento es el de Lotz et al??, realizado sobre 311 cepas pertene-
cientes a 31 especies y 4 complejos. El estudio compara la eficacia
en la identificacion a partir de Lowenstein-Jensen y de MGIT con
un método directo (sin extraccién), obteniendo un 97% de iden-
tificaciones correctas en el primero y un 77% en el segundo. No
se produjo ningtn error de identificacién a nivel de género, pero
las cepas pertenecientes a especies del complejo tuberculosis se
identificaron solamente a nivel de complejo, siendo imposible su
diferenciaciéon a nivel de especie. Este resultado ha sido corro-
borado por un estudio posterior3?, que también obtiene buenos
resultados, pero en el que, al igual que en el estudio de Lotz et
al??, las especies del complejo tuberculosis son identificadas sola-
mente a nivel de complejo, pero no de especie. Del mismo modo,
en este estudio, la EM MALDI-TOF no fue capaz de discriminar
entre especies muy préoximas como M. abscessus/M. massiliense,
M. mucogenicum/M. phocaicum, y M. chimaera/M. intracellulare. Otro
estudio mas reciente, realizado mediante un protocolo de extrac-
cién desarrollado especificamente, que incluye inactivaciéon por
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calor, ruptura mecanica de la pared celular bacteriana y extraccién
de proteinas con acetonitrilo y acido férmico, permite obtener bue-
nos perfiles proteicos a partir de cantidades pequefias de bacterias
(103 UFC), y permiti6 identificar correctamente 87 aislamientos cli-
nicos de M. tuberculosis, 25 de M. avium y 12 de otras especies de
micobacterias3!.

Otros géneros y especies bacterianos

El espectro de bacterias susceptibles de identificacién mediante
este sistema, a priori, tiene muy pocas limitaciones, salvo que
requiere al menos para su uso convencional crecimiento en un
medio de cultivo, y que estda muy vinculado a la amplitud y com-
plejidad de las bases de datos de perfiles proteicos de referencia y
el software utilizados. No obstante, puede presentar algunos pro-
blemas de especificidad entre géneros o especies muy préoximos,
como se ha descrito para Shigella y Escherichia32, Streptococcus
mitis y S. pneumoniae'8, o especies del género Brucella3, o espe-
cies muy préximas de micobacterias, como se ha mencionado en el
apartado anterior3?, Por lo demas, se ha demostrado su capacidad
para identificar los géneros y especies mas diversos, desde Bacillus
anthracis3* a Listeria3®, Brucella33, el grupo HACEK3®, Nocardia3’ o
Dermatophilus congolensis38.

Hongos

Otro grupo con caracteristicas particulares desde el punto de
vista de laidentificacién son los hongos. En general, los datos dispo-
nibles muestran excelentes resultados respecto a la identificacién
de levaduras, mientras los resultados con hongos filamentosos son
mas irregulares.

Varios de los primeros estudios generales sobre identifica-
cién bacteriana introducen también grupos, en general pequefios,
de aislamientos de levaduras, obteniendo buenos resultados. Asi,
Cherkaoui etal,en2010,demuestran unaeficaciadel 95% enlaiden-
tificacion de especies del género Candida, aunque sobre un grupo
de solo 24 aislamientos'2. En un estudio del mismo tipo en el que se
incluyen 61 aislamientos de levaduras, Van Veen et al obtienen un
porcentaje de identificaciones correctas del 96,7% a nivel de género
y del 85,2% a nivel de especie!3.

Trabajos centrados mas especificamente en levaduras y con
mayor niimero de cepas muestran resultados similares. Asi, un
estudio sobre mas de 200 aislamientos de 16 especies de levaduras
mostroé una exactitud en la identificacion préxima al 100%, diferen-
ciando ademas con gran exactitud C. parapsilosis, C. orthopsilosis y
C. metapsilosis3®. Otros estudios posteriores sobre mayor niimero
de aislamientos ofrecen datos similares, con porcentajes de identi-
ficacion correcta por encima del 95% y buena discriminacién entre
especies dificiles de diferenciar por otros métodos, como las refe-
ridas anteriormente o C. glabrata y C. bracarensis*®-42. Los datos
disponibles en nuestro laboratorio (datos no publicados) corro-
boran estos indices de eficacia en la identificacién de levaduras.
Solamente un estudio reciente refiere unos resultados algo peores,
ya que entre 303 aislamientos clinicos de levaduras, 20 (6,6%) no
fueron identificados por EM debido a carencias en la base de datos,
y de 26 identificaciones discrepantes con Vitek-2, en 21 (6,9%) se
consider6 que la identificacion mediante EM habia sido errénea al
comprobarlas por métodos genéticos*3.

Existen muchos menos datos relativos a la identificacién de
hongos filamentosos. Aunque los primeros estudios sugerian unos
resultados bastante aceptables?4-47, existe la idea de que la fiabi-
lidad de la EM MALDI-TOF en este grupo es sensiblemente menor.
La heterogeneidad de los resultados obtenidos con hongos fila-
mentosos probablemente se relaciona con los diferentes perfiles
proteicos que muestran estos microorganismos en funcién de dife-
rentes caracteristicas del cultivo, como el tiempo o el propio medio

utilizado, y con la diferente composicién proteica de las distin-
tas partes del hongo*®. Se ha sugerido una posible relacién de
esta situacién con la inexistencia de protocolos optimizados para
el procesamiento de estos microorganismos, de modo que pro-
tocolos mas estrictos en cuanto a medios de cultivo, tiempos de
incubacién, etc. mejorarian los resultados. Sin embargo, el esta-
blecimiento de protocolos que obliguen a realizar subcultivos o
a prolongar los tiempos de incubacién, afectarian sensiblemente
a una de las principales ventajas de esta tecnologia, como es la
posibilidad de identificar rdpidamente desde la placa de cultivo pri-
mario. Por ello, probablemente tenga mayor interés la elaboracién
de bases de datos mas complejas, que recojan mayor nimero de
perfiles proteicos de cada especie en diferentes fases de cultivo.

De hecho, los estudios mas recientes muestran que, cuando
las bibliotecas de perfiles de referencia se elaboran usando colo-
nias tanto jévenes como maduras, los porcentajes de identificacién
correcta de Aspergillus, Fusarium y mucorales alcanzan valores
superiores al 95%%°. Asimismo, estudios recientes demuestran que
afnadiendo una base de datos suplementaria a la base de datos origi-
nal y con algunos ajustes de los puntos de corte, la identificacion de
dermatofitos mejora muy significativamente (93 vs. 37,4% a nivel
de género y 59,6 vs. 20,5% a nivel de especie)?.

Aspectos técnicos y relacion beneficio/coste

Desde el punto de vista técnico, la incorporacién de esta tec-
nologia a la identificacion rutinaria supone en muchos casos un
aumento en la fiabilidad y en la rapidez de la misma, fundamental-
mente cuando la identificacién convencional depende de sistemas
querequieren crecimiento del microorganismo, ya que este sistema
permite la identificacién en unos minutos. La mejora en tiempo
y fiabilidad es relativamente modesta en aquellos casos en que la
identificacién convencional es aceptablemente rapida (18-24 horas
como maximo)y fiable, lo cual es cierto que ocurre con buena parte
de los patégenos mas habituales. Supone, en cambio, una mejora
importante en tiempo y fiabilidad cuando se trata de microorganis-
mos en los que la identificacién convencional requiere periodos de
tiempo mas largos, o cuando la fiabilidad de los métodos convencio-
nales es menor. Ello afecta a un nimero no despreciable de especies,
como numerosos bacilos gram negativos no fermentadores, baci-
los gram positivos aerobios, bacterias anaerobias, y probablemente
la mayor parte de las micobacterias, aunque con algunos de estos
grupos la experiencia es todavia reducida.

Por otra parte, diferentes aportaciones técnicas van facilitando
el procedimiento, ya inicialmente sencillo. Existen dos métodos
de aplicacién de la muestra: mediante extension de la muestra
directamente en la placa del espectrometro de masas y adicién
sobre la misma de la matriz (aplicacién directa), o mediante un
paso previo de extraccion proteica de la muestra con acetonitrilo
y acido férmico. Hasta el momento, numerosos microorganismos
se identificaban correctamente mediante el método de aplicacién
directa, mientras que los microorganismos mas complejos (hon-
gos, micobacterias, algunos anaerobios) requerian con frecuencia
el paso de extraccién, que aunque sencillo, introduce una comple-
jidad algo mayor en la preparacién de la muestra. Sin embargo,
estudios recientes sugieren que la simple adicién de 1 ml de acido
férmico a la muestra aplicada directamente en la placa mejora los
resultados hasta cifras similares a las de la extraccién convencional,
simplificando de este modo este procedimiento cuando se consi-
dere necesario!.

En cuanto a la relacién coste/beneficio, uno de los extremos mads
controvertidos ha sido el precio por identificacién. Los equipos de
EM tienen un coste de adquisicion alto, pero en contrapartida el
gasto en fungible es muy reducido. Otros sistemas de identifica-
cién, como es el caso de los sistemas de identificacién bioquimica
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automatizados, también requieren la amortizacién de uno u otro
modo (compra, alquiler, etc.) de equipos costosos, y el gasto en
fungible es sensiblemente mayor. Seng et al® han estimado que el
coste de laidentificacién por MALDI-TOF (incluyendo consumibles,
gastos de personal y amortizacién de equipos) estaria en torno al
25% del coste de la identificacién bioquimica convencional (2,44
€ frente a 4,6-13,9 €). Cherkaoui et al'? llegan a una conclusién
similar, cuando afirman que en su estudio sobre 720 aislados, el
coste de la identificacién por MALDI-TOF, incluyendo el de la rei-
dentificacién por métodos convencionales de los aislados que la EM
MALDI-TOF no consigui6 identificar, seria como media del 25% del
coste de la identificacién bioquimica sistematica de todos los ais-
lados, y el tiempo requerido, en torno al 20%. Un estudio reciente
muestra asimismo que el sistema es coste efectivo en la identifica-
cién de levaduras®2. A ello hay que afiadir otra serie de cuestiones
quiza menores pero que, en conjunto, influyen de forma impor-
tante en el flujo y la carga de trabajo del personal técnico. Es el
caso de los subcultivos frecuentemente necesarios para descartar
enteropatégenos en coprocultivos, que con esta metodologia pue-
den descartarse directamente a partir de una sola colonia, o los
tipos respiratorios y aislamientos en bacterias anaerobias, que esta
tecnologia hace en muchos casos innecesarios.

Identificacion directa a partir de muestras clinicas

Un valor afiadido, que podria convertirse en decisivo a la hora
de propiciar la implantacién definitiva de esta tecnologia en los
laboratorios de Microbiologia Clinica, es su capacidad para la iden-
tificacion de microorganismos directamente a partir de muestras
biolégicas o de hemocultivos.

Identificacion directa en muestras de orina

Un estudio inicial comunicado al 19.° ECCMID mostraba que
la EM MALDI-TOF era capaz de identificar microorganismos cau-
santes de infeccién urinaria tras un paso de concentraciéon de la
orina®2. No obstante, como afirma el grupo encabezado por Raoult
etal®3, este no parece un método practico, dado el alto porcentaje de
muestras negativas y el uso rutinario de otros métodos rapidos. Sin
embargo, se ha demostrado que puede identificar con notable efica-
cia microorganismos causantes de infeccién urinaria directamente
sobre muestras de orina siempre que los recuentos sean altos (por
lo general, > 10° UFC/mL)>4, lo cual en combinacién con métodos de
cribado como los basados en citometria de flujo podria constituir
una alternativa en el procesamiento de muestras de orina®!.

Identificacion directa en hemocultivos

La EM MALDI-TOF se ha mostrado capaz de identificar micro-
organismos causantes de bacteriemia directamente desde el
hemocultivo, en el momento en que este es identificado como
positivo por el sistema automatizado correspondiente, también
con una alta fiabilidad®>-5°. Pese a que la identificacién directa
desde hemocultivo parece haber presentado algunas lagunas, como
la identificacién de algunos cocos gram positivos o la deteccién
de candidemias, en algunos estudios®®, otros muestran excelentes
resultados también en estos aspectos®?6!, Se trata de una apor-
tacion trascendente al manejo clinico de las bacteriemias, ya que
puede permitir instaurar o modificar tratamientos con un cono-
cimiento exacto del microorganismo implicado, minutos después
de ser informado el hemocultivo como positivo. Ayuda a ello el
hecho de que, aunque la sensibilidad es todavia mejorable para la
identificacion de algunas especies en estas circunstancias, la espe-
cificidad es excelente, de modo que cuando el sistema informa de la
presencia de un determinado microorganismo con una puntuacién
suficiente, este dato es extremadamente fiable.

En este aspecto, los resultados, sobre todo en cuanto a sensibi-
lidad, son variables debido en buena parte a que las metodologias
propuestas para el procesamiento del hemocultivo, previamente a
su introduccién en el espectrémetro de masas, han sido maltiples
(centrifugacién, lisis con cloruro aménico, tubos con separador de
suero, y Gltimamente sistemas comerciales suministrados por los
propios fabricantes de los espectrémetros). Asi, La Scola et al°®, en
un estudio sobre mas de 500 hemocultivos, refieren la identifica-
cién correcta del 66% (91% de los gram negativos y 49% de los gram
positivos), Prod’hom et al®’ refieren la identificacién correcta del
79% (90% de los gram negativos y 73% de los gram positivos), si bien
es cierto que sobre un nimero de hemocultivos muy inferior (122
hemocultivos) y Stevenson et al®® refieren, en conjunto, el 76,4%
de 212 hemocultivos positivos. Un estudio realizado por nuestro
grupo®® obtuvo una identificacién coincidente con los métodos
convencionales en gram negativos del 83,3% a nivel de especie, y
del 96,6% a nivel de género. La correlacién fue peor en gram positi-
vos (31,8% a nivel de especie, 64,8% a nivel de género), sobre todo
debido a la falta de correlacién en la identificacién a nivel de espe-
cie de los estafilococos no productores de coagulasa, y a los malos
resultados obtenidos con Staphylococcus aureus. De 18 fungemias
detectadas por cultivo, solo una se detecté6 mediante MALDI-TOF.
Sin embargo, Marinach-Patrice et al obtienen mejores resultados
en la deteccién de fungemias®0.

Ferroni et al®!, mediante un método que solubiliza selectiva-
mente las células hemdticas manteniendo intactas las membranas
bacterianas, obtienen por encima del 90% de identificaciones
correctas, tanto en bacteriemias como en candidemias, cifras simi-
lares a las referidas por otros autores52. Por su parte, Moussaoui
et al®3, en un estudio utilizando tubos con gel separador de suero,
y solo 1,5 ml de hemocultivo, obtienen un 91% de identificaciones
correctas a nivel de especie en gram negativos, y un 89% en gram
positivos. Ha de tenerse en cuenta que también existen diferencias
respecto a la interpretacion de los scores obtenidos en hemoculti-
vos, que pueden influir asimismo en los resultados. Mientras unos
autores se cifien a los scores convencionalmente aceptados de forma
general (en el caso de Bruker Daltonics, > 2,00 para identificaciéon a
nivel de especie, > 1,7 para identificacion a nivel de género), otros
consideran puntos de corte mas bajos (scores de 1,5, o incluso 1,3)
cuando se obtienen repetidamente valores superiores a estos pun-
tos de corte para la misma identificacién en el mismo o distintos
analisis>®.

Algunos estudios han sugerido diferencias significativas en la
eficacia de laidentificacion mediante EM MALDI-TOF entre los dife-
rentes sistemas de hemocultivo disponibles comercialmente. Asi,
mientras la mayor parte de los estudios realizados usando el sis-
tema BACTEC (Becton Dickinson, EE.UU.) obtiene identificaciones
correctas en mas del 85% de los casos, algunos estudios realiza-
dos mediante el sistema BacT/Alert (bioMérieux, Francia) obtienen
resultados muy inferiores, en torno al 30%64. Es cierto, no obstante,
que son mucho mas numerosos los estudios realizados con BAC-
TEC, y que se requieren mas estudios con el sistema BacT/ALERT
para corroborar o no estos resultados. Un estudio reciente® que
compara tres sistemas de hemocultivo (BACTEC, BacT/ALERT y VER-
SATREK (TREK Diagnostic Systems, Thermo Fisher, EE.UU.) muestra
diferencias a favor de BACTEC (76,2 frente al 68,6% de VERSA-
TREK y el 61,5% de BacT/ALERT), pero esas diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Sin embargo, otro estudio realizado
recientemente en Alemania refiere de nuevo cifras muy superiores
para BACTEC respecto a BacT/ALERTS6, Asi, en BACTEC en conjunto,
la EM identificaria correctamente el 72% de los patégenos, frente al
45,6% de BacT/ALERT sin resinas, y al 23% de BacT/ALERT con resi-
nas. Los resultados en gram negativos fueron del 86,6, 69,2 y 47,1%,
respectivamente, pero la diferencia fue especialmente marcada en
gram positivos con porcentajes de identificacién correcta del 60,0,
28,8 y 5,4%, respectivamente.
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Diversos estudios han ido simplificando la metodologia. Un
estudio realizado por nuestro grupo mostré recientemente que,
en un 50% de los hemocultivos, la aplicacién directa de la mues-
tra ofrecia resultados muy similares a los obtenidos con extraccién
previa®’. La Scola corrobora, en una revisién reciente, el potencial
de estas técnicas simplificadas para el diagnéstico etioldgico de la
bacteriemia a partir del hemocultivo®8.

Asimismo, recientemente se ha publicado un método basado
en la lisis diferencial de las células hematicas, y otro basado en el
enriquecimiento de la muestra previamente a la espectrometria,
que también mejorarian significativamente los resultados (> 85%
de identificaciones correctas)f979,

Finalmente, Bruker Daltonics ha comercializado un método de
procesamiento especifico para hemocultivos (MALDI Sepsityper®
kit), que parece ofrecer buenos resultados con una identificacién
correctadel 100% a nivel de género tanto en gram positivos como en
gram negativos, y una identificacién correcta a nivel de especie del
91,4% en gram negativos y del 67,7% en gram positivos’!. Asimismo,
este sistema parece haber supuesto una mejora muy considerable
en la identificacién de levaduras directamente del hemocultivo. La
Gnica publicacién disponible actualmente al respecto refleja que,
en un estudio sobre 42 fungemias (28 Candida albicans, 8 Candida
parapsilosis, 5 Candida tropicalis y 1 Cryptococcus neoformans), este
método de procesamiento permiti6 la identificacién del 100% de
las levaduras a nivel de especie directamente del hemocultivo’2.

Uno de los principales inconvenientes que se planteaban en
relacién con la identificacién directa a partir de muestra era la
imposibilidad de identificacién cuando habia mas de un microor-
ganismo implicado, ya que lo que aparecia era un perfil proteico no
identificable, derivado de la superposicién de los perfiles de los dife-
rentes microorganismo implicados®2, o identificaba en numerosos
casos uno solo de los microorganismos®3. Este puede constituir un
problema de cierta relevancia, ya que estudios previos calculan
en torno al 5% los hemocultivos en los que hay presente mas de
un microorganismo’374, Esto parece haberse resuelto, al menos en
parte, con el desarrollo de un nuevo software que es capaz de iden-
tificar las combinaciones de microorganismos que puedan generar
los diferentes perfiles mixtos’>, y que al parecer estara incluido
en el software Biotyper 3.0 de Bruker Daltonics (M. Kostrzewa,
comunicacién personal).

Identificacion directa en otro tipo de muestras

Existen pocos datos referentes a la identificacion directa de
microorganismos en otro tipo de muestras. Algin estudio ini-
cial sugeria la posibilidad de usarlo para la deteccién directa de
bacterias causantes de meningitis con resultados aceptables’S,
pero estudios publicados con posterioridad no corroboran estos
resultados’”. Se trata, por otra parte, de una limitacion previsible. La
EM MALDI-TOF no es una técnica particularmente sensible, sino que
necesita cantidades relativamente altas de microorganismos para
obtener perfiles proteicos fiables. Los estudios realizados en mues-
tras de infeccién urinaria demuestran que recuentos bacterianos
inferiores a 60-70.000 UFC/mL repercuten de forma muy negativa
en la posibilidad de identificacién directa®*, y se trata de recuentos
muy superiores alos que aparecen habitualmente en la mayor parte
de las meningitis y de otras infecciones de liquidos habitualmente
estériles. Por tanto, a priori, no es previsible que sea un sistema 1til,
aplicado de manera directa, sobre muestras con cargas bacterianas
reducidas.

Reevaluacion de la prevalencia de patéogenos conocidos y
reconocimiento de nuevos patogenos

Un area en la que puede ejercer también una influencia nota-
ble esta tecnologia, y en la que probablemente se ha hecho poco

hincapié hasta el momento, es la del reconocimiento de nuevos
patégenos, o el cambio de consideracién de algunas especies desde
el punto de vista de su papel como patégenos.

Sobre todo en los primeros estudios, algunas discrepancias entre
la EM y la identificacién convencional derivaban de la incapacidad
de la EM para diferenciar determinadas especies, o de la ausen-
cia de algunas especies en las bases de datos del espectrémetro.
Mientras las primeras limitaciones, con una notable trascendencia
clinica, se mantienen en su mayor parte (identificacién errénea de
Shigella spp. como E. coli, identificacion errénea de S. mitis como
S. pneumoniae), las segundas se han ido haciendo menos frecuen-
tes, a medida que las bases de datos se han ido ampliando en
nimero de especies y niimero de espectros por especie. Actual-
mente, un porcentaje considerable de las discrepancias entre los
métodos bioquimicos automatizados y la EM son debidas a que,
bien por limitaciones de los métodos bioquimicos rutinarios para
la identificacién fiable de determinados géneros y especies (baci-
los gram negativos no fermentadores, corinebacterias, bacterias
anaerobias, etc.) o por insuficiencias o inexactitudes de sus bases
de datos, algunos microorganismos se identifican simplemente a
nivel de género, o si se hace a nivel de especie, es en muchas
ocasiones con una fiabilidad relativa. Sin embargo, la disponi-
bilidad de esta nueva metodologia estd permitiendo identificar
con mayor fiabilidad estos aislamientos, lo cual estd, en algunos
casos, cambiando conceptos relativos al papel etiol6gico de dife-
rentes microorganismos. Asi, en el estudio de Mellmann et al'?
sobre 80 aislamientos clinicos de bacilos gram negativos no fer-
mentadores obtenidos en diferentes centros de Estados Unidos
en 2004, la EM MALDI-TOF identifica aislamientos de especies
que dificilmente hubieran podido ser identificadas por la meto-
dologia convencional, como Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas
koreensis, Pseudomonas citronellolis, Pseudomonas fulva, Pseudomo-
nas savastanoi o Pseudomonas monteilii, todos ellos corroborados
mediante secuenciacién de rRNA 16S. En otros estudios!!16 se
identifican conrelativa frecuencia aislamientos de especies (Entero-
bacter asburiae, Enterobacter hormaechei, P. monteilii, Pseudomonas
corrugata) que no se recogen en las bases de datos de algunos de
los sistema de identificacién bioquimica mas habituales, de modo
que estos sistemas los informan a nivel de género, o los asimilan a
especies con comportamientos bioquimicos similares (p.e. E. asbu-
riae y E. hormaechei como Enterobacter spp. o E. cloacae, P. monteilii
como P. putida o P. fluorescens). En otros casos, determinados géne-
ros, pese a estar recogidos en las bases de datos de los sistemas de
identificacién bioquimica, en ocasiones no son capaces de identifi-
carlos adecuadamente, de modo que se informa una identificacién
errénea (p.e. Klebsiella spp. en lugar de Raoultella ornithinolytica).
Es cierto que en muchos casos, a la luz de los conocimientos actua-
les, se trata de diferencias con poca significaciéon clinica', desde
luego menor que la de algunas de las carencias conocidas de la
EM MALDI-TOF!8, pero no cabe duda que una identificacién mas
exacta es siempre deseable, y eventualmente puede llevarnos a
cambiar los conceptos actuales sobre prevalencia y patogenicidad
de determinadas especies.

A las carencias conocidas derivadas de la similitud en los pro-
teomas de algunos microorganismos, ya citadas, hay que afadir
déficits con indudable repercusioén clinica en nuestro medio, como
son la ausencia de microorganismos como Brucella, Francisella tula-
rensis, B. anthracis o ciertas especies de Clostridium toxigénicos, en
algunas de las bases de datos utilizadas para la identificaciéon de
microorganismos por EM MALDI-TOF.

Esta posibilidad de identificacion fiable de especies hasta ahora
infrecuentemente identificadas, o incluso de nuevas especies, se
hace atin mas explicita en el caso de las bacterias anaerobias como
han demostrado recientemente La Scola et al?>. Un estudio reciente
realizado por nuestro grupo confirma esta impresion, aunque tam-
bién demuestra que las bases de datos no son todavia 6ptimas
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en este area ya que, sobre 132 aislamientos de bacterias anae-
robias estudiados, en los seis casos en que la EM MALDI-TOF no
obtuvo una identificacion fiable, se debia a que la especie, identifi-
cada posteriormente por secuenciaciéon de rRNA 16S (2 Bacteroides
cellulosilyticus, 1 Negativicoccus succinivorans, 1 Olsenella spp., 2
Bacteroides ureolyticus) no estaban incluidas en dichas bases de
datos’®. Algo similar ocurre con algunas especies de levaduras,
como es el caso del grupo Candida ortho- meta- y parapsilosis,
indiferenciables mediante la metodologia bioquimica convencio-
nal, y que son en cambio diferenciadas con gran exactitud con esta
metodologia’®.

La disponibilidad en un nimero amplio de centros de equipos
que puedan identificar con fiabilidad todo este espectro de micro-
organismos de forma rutinaria puede, a medio plazo, obligarnos a
modificar conceptos sobre patogenicidad y frecuencia de algunas
de ellas.

Otras aplicaciones

Las posibilidades de la EM MALDI-TOF en Microbiologia Clinica
no se cifien a la mera identificacién, area en la que esa utilidad esta
ya contrastada. Estudios recientes abren nuevas perspectivas sobre
su utilidad en otras areas.

Un drea en la que estd empezando a ser aplicada es la de los estu-
dios epidemiolégicos. Con frecuencia, el perfil proteico que generan
los microorganismos es mas complejo que lo que el software des-
arrollado por los diferentes fabricantes necesita para llevar a cabo
la identificacién. Existirian asi una serie de picos caracteristicos de
género o de especie, que podriamos denominar perfil primario, y
que serian los principalmente valorados de cara a la identificacién.
Existirian ademas una serie de picos secundarios, mas variables
dentro de la especie, con lo que su utilidad para la identificacién
es menor, pero que podrian configurar un perfil secundario, cuya
similitud fuera paralela a la proximidad genética de los microor-
ganismos. Ello permitiria establecer niveles de proximidad entre
los aislamientos equiparables a los que se establecen actualmente
mediante diferentes técnicas genéticas (REP-PCR, PFGE, etc.). El
planteamiento es atractivo ya que, de ofrecer resultados similares,
se trataria de un método significativamente mas rapido y barato
que las técnicas genéticas vigentes. No obstante, se trata de un area
en la que casi todo se mueve aun en el terreno de la hipétesis, ya
que hay pocos estudios contrastados que lo avalen.

Entre 2000 y 2005 se publicaron varios trabajos que sugerian la
posibilidad de diferenciar S. aureus sensibles y resistentes a meti-
cilina mediante EM MALDI-TOF, e incluso de subtiparlos8?-82, Sin
embargo, no se han realizado trabajos posteriores con la metodo-
logia actual, que corroboren estos resultados y, sobre todo, que
comparen los datos de proximidad entre aislamientos con los obte-
nidos por las técnicas genéticas de referencia. Del mismo modo,
algunos autores han sido capaces de subtipar aislamientos de S.
pneumoniae en funcién de diferencias en los perfiles proteicos83.

Del mismo modo Barbuddhe et al3>, en 2008, demuestran no
solo la eficacia de la EM MALDI-TOF para la identificacién de 146
aislamientos de Listeria, sino que es capaz de establecer un sub-
tipado completamente superponible al que se obtenia mediante
PFGE.

Existen también algunos datos relativos a Salmonella. En 2003,
Leuschner et al®* publican un estudio en el que, mediante EM-
MALDI-TOF, son capaces de encontrar en 22 aislamientos de
Salmonella pertenecientes a seis serotipos, perfiles especificos para
los seis serovars estudiados (Enteritidis, Typhimurium, Virchow,
Hadar, Derby y Anatum). Posteriormente, Dieckmann et al®> han
sido capaces de clasificar 126 aislamientos de Salmonella, mediante
MALDI-TOF, a nivel de subespecie. No deja de ser llamativo que
estos autores consigan estos resultados con Salmonella, que es
precisamente una de las enterobacterias que presentan mayores

limitaciones para su identificacién por EM-MALDI-TOF usando los
parametros convencionales de EM, sobre todo en cuanto a tamafio
de proteinas detectadas (2-20kDa). Usando estos parametros, se
consigue una identificaciéon muy fiable a nivel de género, pero la
identificacién por debajo de este nivel es muy poco fiable!6. Estos
autores establecen unos parametros definidos de forma especifica
para su estudio, obteniendo unos perfiles proteicos mas comple-
jos. Probablemente este sea unos de los campos en que queda
mas trabajo por desarrollar. Es previsible que los parametros que
se usan para identificacién sean ttiles solamente en este aspecto,
pero los estudios epidemiolégicos requeriran del establecimiento
de parametros especificos, que abarquen mayores rangos de peso
molecular y generen perfiles proteicos mas complejos y con mayor
capacidad de discriminacion.

Existe también algtn estudio que sugiere la posible aplicacién de
la espectrometria de masas al diagnéstico de enfermedades infec-
ciosas, pero no a través de la identificacién del microorganismo,
sino a través de alteraciones generadas en la composicion proteica
de diferentes fluidos. Asi, un estudio reciente sugiere la posibili-
dad de diagnéstico de la infeccién por H. pylori a través del estudio
por EM-MALDI-TOF del peptidoma urinario. El peptidoma urina-
rio de pacientes infectados por H. pylori presentaba dos proteinas
con m/z de 6788 y 1912. Mientras la primera no pudo ser identi-
ficada, la segunda correspondia a una fraccién de fibrin6geno que,
por motivos no aclarados, estda aumentada en la infeccién por H.
pylori®6,

Otro campo en que se han sugerido aplicaciones de la EM MALDI-
TOF es el de la deteccion de factores de patogenicidad. Algunos
estudios han demostrado la existencia de picos masa/carga en algu-
nos perfiles que podrian relacionarse con la presencia de algunos
de estos factores. Asi, un estudio sobre mas de 200 S. aureus pro-
ductores de proteina de Panton-Valentine, y un nimero similar de
cepas no productoras, ha sugerido la asociacién entre la aparicién
de un pico m/z de 4.448 Da y la produccién de dicha leucocidina,
con una sensibilidad del 100% y una especificidad del 90,6%37. Sin
embargo, estudios posteriores desmienten esta asociacion®8.

Uno de los campos en los que mas actividad se ha registrado
en los dltimos meses es el de la deteccién de la resistencia a anti-
microbianos. Se trata de un area en la que, desde el punto de
vista tedrico, la utilidad de la EM-MALDI-TOF se veia inicialmente
problemadtica, ya que la obtencién de un volumen de informa-
cién con trascendencia clinica equiparable al que se obtiene con
un antibiograma convencional tenia, a priori, grandes dificultades.
Requeriria la deteccién de numerosisimas proteinas, con muy dife-
rentes localizaciones dentro de la estructura bacteriana, producidas
en cantidades muy variables y con un espectro de peso molecular
muy amplio, pero en el que al mismo tiempo, pequefias diferencias
de peso molecular, asociadas a variaciones en un solo aminoacido,
podrian generar perfiles de resistencia radicalmente distintos.

No obstante, ya hace algunos afios aparecieron estudios que
sugerian que la EM MALDI-TOF podia permitir detectar la resisten-
ciaameticilina enS. aureus39-92, Sin embargo, se trataba de estudios
con metodologias heterogéneas, bajo nimero de cepas, y esta capa-
cidad de discriminacién no terminé de quedar demostrada. Algiin
estudio reciente vuelve a sugerir esta posibilidad®3, pero vuelve a
tratarse de estudios con un nimero de cepas excesivamente corto
(23 S. aureus sensibles a meticilina [MSSA] y 11 resistentes [MRSA]
en este caso), por lo que los resultados son todavia escasamente fia-
bles. Dada su trascendencia clinica y epidemiolégica, la posibilidad
de discriminar con fiabilidad entre cepas de MSSAy MRSA, en espe-
cial si fuera posible hacerlo directamente en hemocultivos, resulta
enormemente atractiva, pero se requieren estudios prospectivos
mucho mas amplios, que establezcan una metodologia bien estan-
darizada y determinen la sensibilidad y especificidad del método,
y la posibilidad de que desplace al menos en parte a los métodos
actualmente aceptados.
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Algunos articulos recientes avalan la posibilidad de usar la EM
MALDI-TOF para diferenciar entre Bacteroides fragilis portadores y
no portadores del gen cfiA, que codifica una carbapenemasa de clase
B (metalo 3-lactamasa), basdndose en que las cepas productoras y
no productoras son genotipicamente distintas®#9>. Sin embargo,
en este caso no se trata de estudios de sensibilidad propiamente
dichos, puesto que lo que permite la EM es deducir la presencia o
no de este gen a partir de la pertenencia de la cepa a una u otra
division, que tienen huellas protedmicas distintas.

Los estudios de sensibilidad propiamente dichos estin empe-
zando a ponerse en marcha con otra estrategia. Aunque algunos
estudios iniciales parecian detectar la presencia de la 3-lactamasa
en el perfil proteico como un pico m/z de en torno a 26-27.000%,
en general, lo que se busca es la huella proteémica derivada de
la hidrdlisis de antimicrobiano, que sera distinta de la que deja el
antimicrobiano intacto, y por tanto revela la existencia de enzi-
mas capaces de producir esta hidrélisis®”. Asi, un estudio publicado
este mismo afio encuentra que este método es capaz de detectar la
produccion de carbapenemasas en enterobacterias y Pseudomonas
aeruginosa con una sensibilidad y especificidad superiores al 95%°8.

En relacién con los estudios de sensibilidad a antifiingicos, tam-
bién Marinach et al®® proponen en 2009 una metodologia para
determinar la sensibilidad de C. albicans a fluconazol, basindose en
el espectro generado por el microorganismo creciendo a diferentes
concentraciones de antiftingico.

Ademas, se han ideado otras estrategias sobre las que estan apa-
reciendo diferentes estudios. Diversos estudios estan empezando
a plantear la utilizacién de la EM MALDI-TOF pero no sobre pép-
tidos, sino sobre fragmentos genémicos y sobre amplificados con
dos aplicaciones:

Como método de identificar mutaciones asociados a resistencia
a antimicrobianos

Como método de tipado con una fiabilidad aparentemente muy
alta.

Ya hace algunos afios se empez6 a usar este planteamiento
en diversos aspectos diagnésticos, tanto en bacteriologia como en
virologia. Asi, en 2005, algunos autores, mediante polimorfismo
de nucleétidos simples y EM MALDI-TOF, consiguen caracte-
rizar mutaciones en las subunidades A de las topoisomerasas
de Neisseria gonorrhoeae resistentes a fluoroquinolonas con
una excelente correlacién con los métodos de secuenciaci6n!®
y en 2007, con una metodologia similar identifican mutaciones
asociadas a resistencia a fluoroquinolonas en S. pneumoniae'0!,
En 2006 se usé asimismo la combinacién de amplificacién y
MALDI-TOF para caracterizar BLEEs del grupo SHV, aparentemente
con buenos resultados!92, Varios estudios publicados entre 2004 y
2006 demostraron asimismo que la EM MALDI-TOF de amplifica-
dos permitia detectar mutantes YMDD, resistentes a lamivudina,
del virus de la hepatitis B, tanto cuando constituian una pobla-
ciébn mayoritaria como cuando constituian subpoblaciones tan
reducidas como un 5%, dentro de una poblacién mixtal03-105,
Posteriormente, un estudio de 2010 parece confirmar los estudios
preliminares para detectar mutaciones asociadas a resistencia en S.
pneumoniae, en este caso en relacién con mutaciones en las PBP196,

En este aspecto del uso de la EM MALDI-TOF no sobre pro-
teinas, sino sobre fragmentos genémicos o sobre amplificados, la
tecnologia mas desarrollada en este momento es la basada en el
polimorfismo de nucleétidos simples (single-nucleotide polymorp-
hisms, SNP), determinado a través de un método de extensién de
base simple (single-base extension) combinada con EM MALDI-TOF
(iPLEX Gold, Sequenom, San Diego [CA], EE.UU.). Se trata de un
método que, mediante PCR multiple, amplifica determinadas areas
del genoma que pueden presentar polimorfismos y determinados
genes binarios, analizando después el conjunto de amplificados
obtenidos y su tamafio mediante MALDI-TOF. Este método se ha
demostrado en estudios recientes como un método prometedor

para el tipado de MRSA'%7 y para la identificacién y tipado epi-
demiolégico de Mycobacterium tuberculosis complex.198, asi como
para deteccién de mutaciones asociadas a resistencia a antiviricos
en virus de la hepatitis B19° y para la deteccién de variantes del
virus con una alta sensibilidad!1°,

Conclusiones

La EM, por sus caracteristicas de rapidez y fiabilidad, esta
llamada a convertirse en una técnica basica de identificacién bac-
teriana y micolégica en los laboratorios de Microbiologia Clinica,
desplazando en una parte muy importante a las técnicas rutina-
rias actuales. Aunque las técnicas genéticas probablemente sigan
siendo la referencia, su uso se vera reducido en el aspecto de la
identificacién a partir de colonia a las muestras en las que no se
consiga una identificacién fiable mediante EM. Aunque se ha dis-
cutido mucho sobre la capacidad de esta técnica para identificar
determinados grupos de microorganismos (bacterias anaerobias,
hongos filamentosos), cada vez existen menos dudas respecto a que
el problema principal, en estos casos, deriva fundamentalmente de
carencias en las bases de datos, y no se debe a limitaciones de la EM
para generar espectros proteicos caracteristicos. Estas limitaciones,
en general, se van subsanando con rapidez.

La aplicacién de la EM MALDI-TOF sobre muestra directa,
hoy por hoy, se restringe fundamentalmente a los hemocultivos
positivos en los que, una vez se va estableciendo un protocolo
homogéneo, los resultados son muy positivos. Su uso en orina, aun-
que factible en orinas con alto recuento bacteriano, probablemente
va a ser mas dificil de integrar en la rutina del laboratorio al menos
a corto plazo.

Sin embargo, otras aplicaciones se van abriendo paso. Asi, su
uso en epidemiologia, como alternativa a la epidemiologia molecu-
lar, es muy prometedor, y se empiezan a plantear alternativas para
determinar la produccién de factores de patogenicidad y orientar
la sensibilidad a los antimicrobianos aunque, sobre todo en este
Gltimo caso, estamos probablemente todavia lejos de que esta tec-
nologia pueda desplazar a los métodos actuales.

Por tltimo, la tecnologia que asocia diferentes métodos de
amplificacién génica y minisecuenciaciéon a la EM MALDI-TOF
empieza a mostrarse como una tecnologia prometedora en diversos
aspectos del diagndstico microbiolégico, incluido un campo, como
el de la virologia, que hasta ahora le estaba practicamente vetado.
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