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RESUMEN

Palabras clave:

Micologia La espectrometria de masas (EM) MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight) se
MALDI-TOF estd convirtiendo en esencial en la mayoria de los laboratorios de micologia clinica. En la actualidad, segin
Hongos un “perfil flingico” caracteristico, ya sea obtenido a partir de células intactas o mediante unos protocolos de

Identificacion extraccion rapidos y reproducibles, la EM MALDI-TOF permite identificar hongos patégenos con un alto

poder discriminatorio. Este hecho acorta enormemente los tiempos de respuesta y mejora el diagnéstico
del laboratorio de micologia clinica, optimizando la deteccién de las micosis. Esta revision describe el esta-
do actual del uso de EM MALDI-TOF para la deteccién en el laboratorio clinico de hongos patégenos huma-
nos y presenta una perspectiva de las futuras aplicaciones de esta tecnologia relativamente reciente, que
estd destinada a mejorar todavia mas el diagnéstico micolégico de rutina.
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Application of mass spectrometry in mycology

ABSTRACT
Keywords: . . . o ) ) )
Mycology MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight) mass spectrometry (MS) is
MALDI-TOF becoming an essential tool in most microbiology laboratories. At present, by using a characteristic fungal

Fungi profile obtained from whole cells or through simple extraction protocols, MALDI-TOF MS allows the
Identification identification of pathogenic fungi with a high performance potential. This methodology decreases the
laboratory turnaround time, optimizing the detection of mycoses. This article describes the state-of-the-art
of the use of MALDI-TOF MS for the detection of human clinical fungal pathogens in the laboratory and
discusses the future applications of this technology, which will further improve routine mycological

diagnosis.
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Introduccion

La espectrometria de masas (EM) en su formato MALDI-TOF (ma-
trix-assisted laser desorption ionization time-of-flight) aplicada al diag-
noéstico, ha provocado una revolucién en los laboratorios de micro-
biologia clinica' aportando rapidez y seguridad en las identificaciones
microbiolégicas de los aislamientos clinicos.

Las infecciones fngicas mas graves suelen producirse en pacien-
tes especialmente susceptibles, como los inmunodeprimidos o los
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pacientes criticos. El diagnéstico rapido y la instauracién precoz de
una terapia antiftingica adecuada son capitales para el pronéstico de
dichos pacientes?. Tradicionalmente, la identificacién de las especies
aisladas se realiza mediante estudios enzimaticos, bioquimicos y
morfoldgicos (si se trata de levaduras) o mediante estudios funda-
mentalmente morfolégicos en el caso de los hongos filamentosos?.
En general estos procedimientos requieren subcultivos o pruebas
bioquimicas que pueden retrasar el resultado microbiol6gico en mas
de 24 h desde el aislamiento del patégeno. Recientemente, las técni-
cas de biologia molecular han facilitado la identificacién rapida de
las especies mas frecuentemente aisladas en clinica*®. Sin embargo,
estas técnicas exigen conocimientos en biologia molecular junto a
infraestructuras adecuadas, al no existir sistemas comerciales senci-
llos que permitan su utilizacién en la rutina clinica diaria.
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La rapidez, seguridad y sencillez de los procedimientos que ofrece
MALDI-TOF en la identificacién microbiana lo convierten en la herra-
mienta ideal en el contexto clinico. Se ha utilizado con gran éxito en
la identificacién de levaduras®’, hongos filamentosos?, dermatofitos®,
etc.

A continuacién, se revisaran las ventajas y limitaciones de la EM
en la identificacion de las principales especies clinicas, asi como
otras aplicaciones de gran interés en el campo de la micologia y su
posible utilidad en los estudios de tipificacién poblacional y en estu-
dios de sensibilidad a los principales antiftingicos.

Identificacion de levaduras

Una de las areas donde MALDI-TOF est4 obteniendo mejor rendi-
miento es en la identificacion de levaduras relacionadas con patolo-
gia humana. La EM se viene utilizando desde hace mas de 15 afios en
la identificacién de levaduras o de proteinas especificas expresadas
por estas™. Incluso ha mostrado ser una herramienta muy til a la
hora de buscar nuevos antigenos proteicos que podrian seleccionarse
como biomarcadores de candidiasis sistémica. Pitarch et al'' encon-
traron hasta 35 posibles marcadores antigénicos en Candida albicans
que podrian emplearse potencialmente en el diagnéstico y el manejo
de candidiasis sistémicas. Posteriormente, la aparicion de sistemas
MALDI-TOF comerciales especificamente preparados para su uso en
la identificacién microbiana rutinaria ha generado una verdadera
avalancha de estudios clinicos que confirman su utilidad.

En la mayoria de los estudios realizados se compara con métodos
bioquimicos convencionales y se utiliza la secuenciacién de regiones
especificas para resolver las discrepancias. Los 2 principales sistemas
comercializados —MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Alemania) y
VITEK MS (bioMérieux)— ofrecen muy buenos resultados, aunque
estos varian en funcién del método de extraccion proteica empleado,
la libreria de espectros utilizada como referencia y el punto de corte
elegido para considerar correcta una identificacién. Otras variables
que también pueden afectar al rendimiento de la EM estan relaciona-
das con las condiciones de crecimiento de las cepas, como el tiempo
de incubacién y los medios de cultivo utilizados.

El método de extraccién de las proteinas parece esencial a la hora
de obtener buenos resultados. El método simplificado que se emplea
en la identificacién bacteriana™ se muestra insuficiente ante la rigi-
dez de la pared flingica, por lo que los distintos fabricantes recomien-
dan diferentes sistemas de extraccién mas o menos simples'. Este es
un paso critico, especialmente en el sistema de Bruker ya que algunos
estudios han demostrado que la extension directa de la colonia sobre
la placa sin pretratamiento solo alcanza a identificar el 10% de los
aislamientos®. Existen diferentes protocolos utilizados. El mas simple
consiste en agregar una pequeifia cantidad de acido férmico (25-70%)
sobre la colonia extendida en la placa de MALDI-TOF antes de afiadir
la matriz. Este sistema conocido como “extraccién simplificada” es el
de eleccién en VITEK MS*. Otros protocolos mas completos incluyen
un primer paso de inactivacién de la levadura con etanol que ademas
reduce la agregacion celular e incrementa significativamente la cali-
dad del espectro, y un segundo paso con la lisis celular mediante
acido férmico al 70% seguido de acetonitrilo y unas centrifugaciones
para recoger el sobrenadante. Aunque es algo mas laborioso, es el que
obtiene mejores resultados con el sistema de Bruker®*,

Otro elemento esencial para determinar el rendimiento de la EM
es la libreria de referencia. Mediante la técnica MALDI-TOF se obtie-
nen unos espectros de cada espécimen analizado que deben compa-
rarse con una libreria de referencia. Si las especies estudiadas no se
encuentran en dicha libreria, no se podran identificar; por ello, algu-
nos estudios han constatado que el porcentaje de identificaciones
correctas se incrementa significativamente cuando se completa la
libreria con nuevos espectros®.

Finalmente, cada sistema comercial utiliza diferentes puntos de
corte que informan del grado de seguridad en la identificacién obte-

nida. La mayor parte de los autores confirman que, para la obtenciéon
de maximos rendimientos con el sistema de Bruker, es necesario re-
bajar el punto de corte con respecto a lo exigido en la identificacién
bacteriana®'®,

Los factores relacionados con las condiciones de crecimiento de las
levaduras también han sido evaluados recientemente por Pence et alf,
quienes pudieron confirmar que los medios habitualmente utilizados
en los laboratorios de micologia (agar sangre, agar BHI [Brain Heart
Infusion], medios cromogénicos o Sabouraud con cloranfenicol) no
parecen tener un impacto significativo en el rendimiento del analisis.
De igual forma, estos investigadores comprobaron que la prolongacién
de la incubacién de los aislamientos no mejoro las tasas de identifica-
cién; al contrario, con el sistema de Bruker parece que los resultados
podrian empeorar al prolongar la incubacién de 24 a 48 h utilizando el
protocolo sin extraccién o con extracciéon simplificada.

La mayoria de los estudios muestran que los sistemas de EM ob-
tienen mejores resultados en la identificacién del género Candida,
especialmente las especies mas frecuentemente implicadas en clini-
ca. Los porcentajes de identificacién globales se incrementaron des-
de el 61,5 al 94,4% en el estudio de Vlek et al™®. Otras publicaciones no
ofrecen datos tan llamativos, pero si coincidentes en el mismo senti-
do®". A pesar de todo, MALDI-TOF se ha convertido también en una
potente herramienta para la identificacién de levaduras y hongos
levaduriformes menos convencionales. En una reciente publicacién
de Kolecka et al', los investigadores pudieron identificar a nivel de
especie hasta el 98% de las 219 especies estudiadas de los géneros
Galactomyces, Saprochaete, Geotrichum, Magnusiomyces, Trichosporon
y Guehomyces spp. Otros autores también han confirmado la utilidad
de la EM para la identificacion de levaduras negras del género Exo-
phiala aisladas en muestras clinicas’.

Identificacion directa del hemocultivo

El inicio precoz de un tratamiento adecuado en las candidemias
tiene un impacto directo en la mortalidad de los pacientes', por lo
que se han intensificado los esfuerzos encaminados a acelerar la
identificacién de la especie una vez que esta se aisla en el hemocul-
tivo®, La técnica MALDI-TOF, aplicada directamente sobre el pellet
de un hemocultivo crecido, aporta seguridad y rapidez en la identi-
ficacién de la especie y, por tanto, en la instauracién precoz del tra-
tamiento adecuado. Los estudios publicados revelan resultados ex-
celentes con tasas de identificacion correcta que oscilan entre el 91,3
y el 100,0%. Todos los investigadores realizan pretratamientos de la
muestra para evitar interferencias con las proteinas sanguineas an-
tes de realizar una extraccion proteica. Se han descrito distintos pro-
tocolos con buenos resultados que utilizan SDS (dodecilsulfato de
sodio), saponina, Tween 80 o sistemas de lisis comerciales como
Sepsityper (Bruker Daltonics)?-?4 Sin embargo, hay que considerar
que el rendimiento en este contexto también depende directamente
del tipo de botella de hemocultivo utilizada?®, teniendo en cuenta
que los viales que contienen particulas de carbén ofrecen peores
resultados por las interferencias que originan en el analisis espec-
trométrico®.

Identificacion de hongos filamentosos

El diagnéstico de las infecciones flngicas invasivas causadas por
hongos filamentosos mediante métodos de laboratorio convenciona-
les se ha complicado atin mas en los Gltimos afios debido al aumento
del nimero de pacientes susceptibles de padecer dichas micosis y al
mayor nimero de hongos que pueden causarlas (como las emergen-
tes especies cripticas de Aspergillus, Fusarium, Scedosporium, etc.),
intrinsecamente resistentes a la mayoria de los antiftingicos utiliza-
dos en la practica clinica.

Se sabe que una identificacién rapida y fiable de la especie del
hongo filamentoso causante de una micosis invasiva es esencial para
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instaurar un tratamiento adecuado, debido a que en muchos casos la
sensibilidad a los antifiingicos es especie-especifica.

Sin embargo, la introduccién de la EM MALDI-TOF en el laborato-
rio de micologia se ha producido mucho mads lentamente que en el
laboratorio de bacteriologia, por la mayor complejidad biol6gica de
los hongos filamentosos. Existen diferentes factores que tienen una
influencia significativa en el perfil fingico como, por ejemplo, el he-
cho de que la lisis de las células fingicas pueda no producirse ade-
cuadamente debido al grosor de la pared celular, las diferentes eta-
pas de maduracién de las colonias seleccionadas, la presencia/
ausencia simultanea de hifas y conidias, la presencia de melanina,
etc. Ademas, la elecciéon del protocolo de extraccién y de la matriz
puede introducir un mayor grado de variacién en el namero y la
identidad de los espectros de masas obtenidos?. Por lo tanto, para
solucionar todos estos factores de variabilidad, varios investigadores
han intentado estandarizar las condiciones de crecimiento y prepa-
racién de la muestra para la identificacién de los hongos filamento-
sos con el fin de construir unos “perfiles fingicos” y luego comparar-
los con las bibliotecas de referencia de la EM MALDI-TOF.

Cassagne et al®® elaboraron un procedimiento estindar que con-
siste en una extraccién quimica de las colonias de hongos filamento-
sos, cultivadas en medio de Sabouraud, con acido férmico y la elec-
cién como matriz del acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico. Los autores
lograron una identificaciéon correcta, a nivel de especie, del 87% de
los hongos filamentosos.

Por su parte, Alanio et al?® desarrollaron un simple y rapido pro-
tocolo que consiste en depositar el material superficial (una mezcla
en agua de las esporas y el micelio, conidi6foros recogidos de la su-
perficie de las colonias del hongo filamentoso) directamente sobre la
placa de MALDI-TOF sin subcultivar o preparar la colonia. El resulta-
do fue una correcta identificacion en el 98,6% (138 de 140 aislados de
Aspergillus) con el 100% de especificidad.

Por otro lado, Bruker utiliza cultivos liquidos de hongos filamen-
tosos en Sabouraud para la construccién de una “biblioteca flingica”,
en un esfuerzo de minimizar el efecto de las condiciones de cultivo,
para ayudar a la produccién de un micelio uniforme®. No obstante,
Lau et al*' han fabricado una base de datos de hongos filamentosos,
cultivados en medios sélidos con una colonia de menos de 5 mm de
diametro y utilizando un procedimiento de extraccién de proteinas,
para su identificacién en MALDI-TOF. Su “libreria fiingica” con 294
aislados fingicos de 76 géneros y 152 especies permiti6 la identifica-
cién exacta a nivel de especie (puntuacién > 2,0) y a nivel de género
(puntuacién > 1,7) en el 88,9 y el 4,3% de los aislamientos, respecti-
vamente.

En la actualidad, y considerando todos los estudios publicados®?,
los datos demuestran que se obtienen perfiles flingicos mas especifi-
cos (bien a partir del cultivo liquido o bien por raspado directo del
micelio fliingico de placas de cultivo en agar®) y que la forma de con-
seguir una identificacion exacta es la creacion de una base de datos
que contenga varios perfiles proteicos para cada especie, y asi mejo-
rar la arquitectura de las bibliotecas de referencia.

A modo de esquema, las principales ventajas de la utilizacion de
MALDI-TOF para la identificacién de hongos filamentosos en el labo-
ratorio de micologia son:

- El tiempo de respuesta (calculado como el minimo tiempo re-
querido para que la muestra produzca un resultado de identificacién)
es aproximadamente de 10 min, en lugar de las horas o dias necesa-
rios para la identificacién genotipica o fenotipica.

- La realizacién de la identificacion de los hongos filamentosos
con mayor poder de discriminacién, precision y seguridad que los
métodos de identificacién convencionales.

- La capacidad de diferenciar especies estrechamente relaciona-
das y especies de hongos que son morfolégicamente similares entre
si, pero con perfiles de sensibilidad antifingica totalmente distintos,
con el consiguiente impacto clinico.

En cuanto a las cuestiones atin por mejorar, estas son:

- Estandarizar los métodos de extraccion.
- La ampliacién de las bases de datos comerciales.

En conclusion, en un futuro inmediato, con una mayor validacion
y estandarizaciéon conjunta, MALDI-TOF SM mejorara la identifica-
cién de los hongos filamentosos ayudando a la optimizacion del
diagndstico micolégico y del tratamiento antiftingico.

Identificacion de hongos dermatofitos

Los hongos dermatofitos (HD) son responsables de una amplia
variedad de infecciones de piel, ufias y pelo. Su identificacién es con
frecuencia complicada, basindose fundamentalmente en la morfolo-
gia tanto macroscépica como microscépica y requiriendo un tiempo
largo de respuesta y mic6logos con amplia experiencia. Sin embar-
go, estos criterios pueden ser insuficientes debido a la variacién in-
traespecie o a la similitud con otras especies®. A pesar de estas difi-
cultades, laidentificacién a nivel de especie es siempre recomendable
desde el punto de vista epidemiol6gico®®, especialmente en especies
como Trichophyton tonsurans, Microposrum audouinii, Trichophyton
violaceum y Trichophyton soudanense®. A esto se suma que la res-
puesta terapéutica puede ser diferente®.

Teniendo en cuenta estas dificultades y necesidades, cada vez se
aplican mas las técnicas de secuenciacién, que en este momento son
el gold standard®® y que, en el caso de los HD, ha cambiado sustancial-
mente la taxonomia sin que haya un consenso. Un caso especial es T.
soudanense, también indistinguible por secuenciaciéon de T. rubrum y
que no aparece en el atlas de De Hoog et al*®, pero si en el libro de la
Sociedad Americana de Microbiologia®. Por otra parte, esta especie
figura en los controles NEQAS (National External Quality Assessment
Service) de 2015 y esa es la denominacion correcta.

Otra especie incluida en el complejo T. rubrum es T. raubitschekii,
referida en recientes publicaciones como Trichophyton rubrum var.
raubitschekii, para separarla de alguna manera de T. rubrum clasico®.

Considerando que la identificacién convencional retrasa conside-
rablemente los diagndsticos, y que si se utilizan los criterios actuales
de secuenciacién se puede perder informacién al incluir como T. ru-
brum a T. soudanense entre otros, es necesario buscar otro tipo de
soluciones que puede proporcionar la EM.

Una cuestion esencial es la libreria de espectros disponible, que
no se ajusta a la epidemiologia de nuestro medio (donde no hay da-
tos publicados), excluyendo T. soudanense y M. audouinii.

En general, los articulos publicados sobre MALDI-TOF proporcio-
nan un alto nivel de concordancia con la secuenciacién, aunque pre-
sentan algunas limitaciones, ya que no utilizan protocolos estandari-
zados ni en el tiempo de incubacién de las colonias ni en los sistemas
de extraccién empleados.

Cuando se utiliza el sistema de Bruker se obtienen mejores resul-
tados en cultivos de mas de 14 dias; las identificaciones disminuyen
considerablemente a los 7 dias (80%) y atin mas a los 3 dias (40%)%.
Los datos reflejados por otros autores con este sistema varian nota-
blemente, entre el 69,64 y el 97,8%. Estos resultados empeoran con-
siderablemente (36,8%) si se utiliza un punto de corte de > 24. En
estos estudios, la confusion de T. rubrum con T. soudanense es el error
mas frecuente?. Theel et al*' también describen errores en la identi-
ficacién de algunos T. mentagrophytes como T. tonsurans*.

Una limitacién importante que muestran la mayoria de los traba-
jos sobre 1a EM deriva de la calidad de las librerias utilizadas. Algunos
utilizan librerias complementarias®*4*$4'43 y otros emplean librerias
con muy pocas especies*4,

Por tltimo, la mayoria de los autores utilizan extraccién protei-
ca**38424 debido a que los analisis directos, con o sin acido formico,
no dan resultados adecuados. Sin embargo, este procedimiento no
esta estandarizado y el mas utilizado es el de Cassagne et al®%.
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Como conclusién cabe destacar que, aunque MALDI-TOF parece
una herramienta robusta y segura para la identificacién de HD, hay 2
problemas pendientes de resolucion: los propios derivados de la
taxonomia®>#® y las limitaciones de las librerias de espectros. Los mo-
delos de estudios multicéntricos como el de Vlek et al*® para levadu-
ras podrian ser la respuesta.

Otros usos de MALDI-TOF en micologia

Ademas de la capacidad de MALDI-TOF en la identificacién de las
especies flingicas, se ha evaluado su utilidad para discriminar pobla-
ciones con vistas a la deteccion precoz de brotes y para el estudio de
sensibilidad a los antiftingicos.

Tipificacion de hongos

En los Gltimos afios, la tipificacién molecular de los aislados impli-
cados en infecciones nosocomiales ha contribuido en gran medida a la
comprension de la epidemiologia de las infecciones y de la transmi-
sion cruzada de microorganismos. Son muchos los sistemas de tipifi-
cacién genotipica ya conocidos para estudiar cepas relacionadas entre
si: PFGE (pulsed-field gel electrophoresis), RAPD (random amplified poly-
morphic DNA), MLST (multilocus sequence typing), AFLP (amplified frag-
ment lenght polymorphism) y MLP (microsatellite lenght polymorphism).
Este tltimo, por su alto poder discriminatorio, se usa con frecuencia en
estudios epidemioldgicos y en la tipificacion de diferentes especies de
hongos. En estudios recientes se ha utilizado MALDI-TOF como alter-
nativa a estas técnicas para simplificar el andlisis. En el contexto de un
brote en una unidad de neonatologia, Pulcrano et al* utilizaron MAL-
DI-TOF para discriminar aislados de Candida parapsilosis y compararon
sus resultados con PFGE y MLP. MALDI-TOF tuvo el mismo poder dis-
criminatorio que MLP, con una buena concordancia entre los dendro-
gramas obtenidos por ambas técnicas. Otros investigadores utilizaron
MALDI-TOF para tipificar aislados clinicos de C. glabrata de distintos
origenes geograficos en comparacién con MLP* y testar su capacidad
para diferenciar entre cepas sensibles y resistentes a fluconazol. La EM
consigui6 separar las cepas por su origen geografico y diferenciar las
cepas sensibles a fluconazol de las resistentes. Aunque la agrupaciéon
fue diferente a la obtenida con MLP, muchas cepas resistentes con
idénticos genotipos se agruparon en diferentes clados con MALDI-TOF.
Sin embargo, estos mismos autores observaron en otro estudio que
MALDI-TOF no pudo discriminar clados de C. albicans analizados con
MLP*, Otro trabajo que comparé MALDI-TOF con AFLP en la tipifica-
ci6én del complejo C. parapsilosis concluy6 que MALDI-TOF fue capaz de
discriminar especies relacionadas entre si dentro de un mismo com-
plejo, aunque no pudo tipificar cepas dentro de una misma especie en
comparacion con AFLP*, Debido a que el sistema presenta ciertas limi-
taciones y los espectros pueden depender de una gran variedad de
variables (entre otros el nimero de subcultivos que pueden alterar el
proteoma, fendmeno observado también en el campo de las bacte-
rias®'), se necesitan mas estudios para estandarizar el sistema MALDI-
TOF como herramienta de tipificacién en el procedimiento de rutina.

Estudios de sensibilidad

Pocos estudios usan MALDI-TOF como herramienta para analizar
la resistencia antifingica. Estos se basan en el crecimiento del hongo
en presencia de diferentes concentraciones de antiftingico de acuer-
do con las normas CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
y posterior andlisis con EM de esas células recuperadas en los poci-
llos en microdilucién. Marinach et al*? observaron que la exposiciéon
de C. albicans a diferentes diluciones de fluconazol durante 15 h pro-
voc6 un cambio en la expresion de proteinas, variando asi el proteo-
ma y, por tanto, el espectro de masas en aquellas células cultivadas
por encima de una determinada concentracién de antifingico frente
a aquellas que crecieron por debajo. Se determiné asi un nuevo de

punto de corte denominado “concentracién minima de cambio de
perfil” (MPCC, minimal profile change concentration) o concentracién
minima en la que el perfil del espectro de masas cambia significati-
vamente en comparacién con los espectros de células incubadas en
diferentes niveles de antiftingico, una alternativa al valor de concen-
tracién minima inhibitoria (CMI) clasico. En este estudio se encontré
una correlaciéon del 94% entre CMI y MPCC. Los estudios publicados
hasta la fecha adoptan este protocolo para testar la sensibilidad de
Candida spp. y Aspergillus spp. frente a caspofungina®. En este estu-
dio se encontré un 100% de similitud entre el valor de CMI y MPCC
+ 2 diluciones. Sin embargo, con los puntos de corte propuestos aho-
ra para la mayoria de especies de Candida, la concordancia entre los
métodos fue del 94%. Ademas de caspofungina, la resistencia a tria-
zoles frente a Candida spp. también se evalu6 con el sistema MALDI-
TOF** en concordancia con las técnicas tradicionales del 54 al 97%, la
mas alta para posaconazol frente a C. glabrata. En este mismo estu-
dio se analizé la reproducibilidad del ensayo, que fue muy variable
seglin la especie de Candida y el antifiingico, con valores entre el
54,0 y el 82,9%. La ventaja de rapidez diagnéstica es minima (15
frente a 24 h). Una publicacién reciente sefiala que, con periodos de
incubacién de antiftingico de 3 h, las cepas de C. albicans pueden
clasificarse en sensibles o resistentes a caspofungina®. El enfoque
de MALDI-TOF como herramienta para analizar resistencias puede
servir para discriminar aquellos hongos que presentan efecto trai-
ling o lecturas subjetivas de aquellos que verdaderamente tienen
una resistencia; es decir, permite eliminar la determinacién visual y
subjetiva. A pesar de que estos estudios muestran resultados prome-
tedores, se debe optimizar la reproducibilidad y la metodologia del
proceso, estandarizando la técnica y definiendo los puntos de corte.
Para ello se necesitan mas estudios en los que se evalien mas cepas
y antifangicos.

En conclusién, MALDI-TOF va a tener un impacto significativo en
el campo de la micologia clinica por su rapidez y seguridad en la
identificacion de especies tanto de levaduras como de hongos fila-
mentosos y se postula como una potente herramienta para el estudio
de poblaciones en la tipificacién de brotes. Se necesita mas experien-
cia para valorar su posible utilidad en estudios de sensibilidad a los
antifingicos.
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