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RESUMEN

Hasta la actualidad se han descrito mas de 170 especies de micobacterias. Mas de un tercio de ellas pueden
ser patégenas para el ser humano, lo que supone una carga importante de trabajo en los laboratorios de mi-
crobiologia. Su identificacién se hace necesaria en la practica clinica y ha supuesto durante afios un impor-
tante problema debido a las carencias de los métodos fenotipicos o tradicionales y a la limitacién y comple-
jidad de las herramientas mas modernas, basadas en su mayoria en técnicas de biologia molecular. El
objetivo de esta revision es realizar una breve descripcion de los diferentes aspectos relacionados con la uti-
lizacién de la espectrometria de masas (EM) MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
flight) en la identificacién de las micobacterias. Son varias las dificultades encontradas en la aplicacién del
método en estos microorganismos, derivadas fundamentalmente del elevado caracter patégeno de algunos
miembros, que hace necesaria su inactivacion, y la peculiar estructura de su pared celular, que requiere pro-
tocolos especiales de extraccion de las proteinas. Otros temas de relevancia —como son los medios de culti-
vo de los que se parte, los métodos de referencia utilizados (gold standard) en la identificacién final de las
distintas especies y los puntos de corte que deben asumirse para aceptar un resultado como valido— son
también motivo de andlisis, asi como las bases de datos de los diferentes sistemas disponibles. La EM es una
técnica que ha revolucionado el diagnéstico de la microbiologia moderna; sin embargo, futuras y puntuales
mejoras son necesarias para consolidar su uso en la identificacién micobacteriolégica.
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To date, more than 170 species of mycobacteria have been described, of which more than one third may be
pathogenic to humans, representing a significant workload for microbiology laboratories. These species must
be identified in clinical practice, which has long been a major problem due to the shortcomings of
conventional (phenotypic) methods and the limitations and complexity of modern methods largely based on
molecular biology techniques. The aim of this review was to briefly describe different aspects related to the
use of MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight) mass spectrometry (MS) for the
identification of mycobacteria. Several difficulties are encountered with the use of this methodology in these
microorganisms mainly due to the high pathogenicity of some mycobacteria and the peculiar structure of
their cell wall, requiring inactivation and special protein extraction protocols. We also analysed other relevant
aspects such as culture media, the reference methods employed (gold standard) in the final identification of
the different species, the cut-off used to accept data as valid, and the databases of the different mass
spectrometry systems available. MS has revolutionized diagnosis in modern microbiology; however, specific
improvements are needed to consolidate the use of this technology in mycobacteriology.
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Introduccion

Las micobacterias son un grupo amplio de microorganismos que
incluye mas de 170 especies', muchas de ellas con gran repercusion
clinica, ya que son los agentes causales de infecciones humanas con
una importante morbilidad y mortalidad. Algunas enfermedades,
como la tuberculosis (TB) y la lepra, siguen siendo en nuestros dias
uno de los mayores problemas sanitarios en el mundo. Segin la Orga-
nizacién Mundial de la Salud, en 2014 cerca de 9,6 millones de perso-
nas enfermaron de TB y 1,5 millones murieron por ella’>. Ademas, en
los Gltimos afios se ha asistido a la aparicién y diseminacién de cepas
de Mycobacterium tuberculosis resistentes a mdltiples farmacos. Asi-
mismo, la lepra también es un problema de primer orden, donde la
mayoria de los pacientes se encuentran en Asia, Africa y Sudamérica.
Por otro lado, las micobacterias no tuberculosas (MNT) o ambientales
han ido tomando un mayor protagonismo y representan, en la actua-
lidad, entre el 30 y el 50% del total de micobacterias aisladas en gran
parte de los servicios y laboratorios de microbiologia clinica. Ademas,
un gran ntimero de ellas son patégenas para el hombre (micobacterio-
sis), requiriendo un tratamiento especifico para cada caso**. Por ello,
ante cualquier aislamiento micobacteriano clinico, se recomienda lle-
var a cabo una identificacion precisa de especie, incluso dentro del
complejo M. tuberculosis.

La identificacién microbioldgica fenotipica o convencional es len-
ta, laboriosa y con escasa capacidad para discriminar las multiples
especies micobacterianas descritas en la actualidad. Los métodos
moleculares comerciales son los mas utilizados, pero estan limitados
a un nimero de especies y tienen un elevado coste>®. La espectrome-
tria de masas (EM) mediante el sistema MALDI-TOF (matrix assisted
laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry) sirve para
detectar perfiles proteicos y realizar en escasos minutos la identifi-
cacion precisa de bacterias convencionales. Sin embargo, en las mi-
cobacterias atin no se ha introducido en la rutina habitual de los la-
boratorios de microbiologia, ya que las caracteristicas especificas de
estas bacterias, sobre todo la pared bacteriana, dificultan su procesa-
miento e interpretacion.

En esta revision se abordan los diferentes aspectos y experiencia
de la EM en la identificacién micobacteriana, haciendo hincapié en
las dificultades observadas y en las diferentes posibilidades de ex-
traccién proteica, asi como de lectura y andlisis de los resultados.

Estructura y composicion de las micobacterias

Los microorganismos pertenecientes al género Mycobacterium
presentan caracteristicas distintas a aquellas que muestran las bacte-
rias grampositivas y gramnegativas, especialmente en referencia a su
pared celular, compuesta por una capa de peptidoglicano que contie-
ne una estructura de lipoarabinomanano, similar a la de las bacterias
gramnegativas. El factor relevante es la cantidad (alrededor del 60%
del peso de la pared) y la complejidad de los lipidos encontrados en
esta estructura. Entre ellos cabe destacar los acidos micélicos (acidos
grasos de cadena larga de 50 a 90 dtomos de carbono), que estan
esterificados por el arabinogalactano, el cual estd también unido al
peptidoglicano, configurando el auténtico esqueleto de la pared ce-
lular de las micobacterias. Ademas, las cadenas hidrocarbonadas de
los acidos micoélicos estan intercaladas con la de numerosos lipidos y
glucolipidos asociados con la pared™. Este hecho les confiere propie-
dades caracteristicas como son la resistencia a acido-alcohol, el cre-
cimiento lento, la resistencia a detergentes y antimicrobianos habi-
tuales y la antigenicidad.

Esta complejidad en la estructura de la pared celular supone un
handicap importante en el estudio de las micobacterias, ya sea en la
deteccién de acidos nucleicos (hecho que ha dificultado de forma
extraordinaria el diagnéstico rapido de M. tuberculosis a partir de
muestra directa) o en el estudio de las proteinas para otros fines™.
Esta estructura es resistente a la lisis tanto quimica como enzimatica.

Por ello, la ruptura mecanica se utiliza de forma habitual en combi-
nacién con las anteriores para la extraccién de acidos nucleicos y
proteinas en este tipo de microorganismos.

Plataformas comerciales de espectrometria de masas
para la identificacién micobacteriana. Protocolos de extraccion
y bases de datos

Actualmente se han comercializado 2 espectrémetros de masas
MALDI-TOF que permiten la identificacién de micobacterias, el MALDI
Biotyper (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Alemania) y el VITEK MS
(bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia). Aunque en lo esencial son bas-
tante similares, estos tienen algunas diferencias, sobre todo en las
bases de datos y en la interpretacién de los resultados obtenidos.

La piedra angular en la EM aplicada a las micobacterias se basa
en una buena extraccidn proteica que permita lograr buenos espec-
tros. De esta forma, cada fabricante recomienda unos protocolos de
extraccion que presentan algunas diferencias entre ellos (tabla
1)213, Otro aspecto de suma relevancia son las bases de datos de
estos sistemas, ya que van a condicionar los resultados obtenidos.
Debido a las dificultades encontradas en un primer momento, las
bases atn estan en desarrollo y aparecen nuevas versiones que in-
corporan mas especies y, por ello, mejora la precision en la identi-
ficacién. Con todo el nimero y variedad de especies susceptibles de
ser identificadas con la EM es, en la actualidad, muy superior a los
métodos moleculares comerciales disponibles. En concreto, el siste-
ma MALDI Biotyper tiene una base de datos denominada “Myco-
bacteria library v2.0” que contiene 313 entradas. Para su creacién se
han utilizado 46 aislados clinicos y 254 cepas de distintas coleccio-
nes de cultivo. Aunque contiene 131 especies, el nimero real que
puede diferenciar es 127, ya que hay 4 que estan combinadas en
diferentes grupos: M. tuberculosis complex, Mycobacterium intrace-
llulare-Mycobacterium chimaera, Mycobacterium farcinogenes-Myco-
bacterium senegalense y Mycobacterium mucogenicum-Mycobacte-
rium phocaicum. Sin embargo, en algunos de estos grupos el sistema
es capaz de identificar una u otra especie de forma preferente
como, por ejemplo, es el caso de M. chimaera y M. intracellulare. En

Tabla 1
Comparacién de los protocolos de extraccion para la identificaciéon de micobacterias
mediante los sistemas MALDI Biotyper (Bruker) y VITEK MS (bioMérieux)

MALDI Biotyper VITEK MS

Micobacteria + 300 ul de agua
HPLC 95 °C durante 30 min
(inactivacién)

Afiadir 900 ul de etanol al 100%
y vortex

Micobacteria + 500 pl de etanol al 70% +
200 pl de bolas de cristal (inactivacion)
vortex 15 min

Incubar 10 min a TA para completar
inactivacién

Centrifugar a 13.000 rpm 2 min Centrifugar a 13.000 rpm 2 min

Eliminar sobrenadante Afiadir 10 pl de acetonitrilo y vortex

suave
Eliminar sobrenadante

Afiadir 10 pl de acido férmico al 70%

Centrifugar a 13.000 rpm 2 min

Dejar secar el sedimento (para eliminar
etanol) = 2 min

Anadir bolitas de cristal y acetonitrilo
Mezclar con vértex/agitador automatico
Aiiadir acido férmico al 70% y vértex
Centrifugar a 13.000 rpm durante 2 min
1 ul sobrenadante + 1 ul matriz*

MALDI-TOF

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion; MALDI-TOF: matrix-assisted laser des-
orption ionization time-of-flight; TA: temperatura ambiente.
*Matriz: CHCA (acido a-ciano-4-hidroxicinamico).
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la actualidad, el sistema MALDI Biotyper se esta actualizando en los
laboratorios con la versién “Mycobacteria library v3.0”, que recoge
853 entradas, aflade 21 especies ausentes en la anterior y elimina 3
que si estaban presentes en la versién 2.0. Por lo tanto, llega a con-
tener un total de 149 especies de las 174 (85,6%) existentes, si bien,
como se ha comentado anteriormente, algunas estan agrupadas en
complejos. Ademas, Bruker ha presentado recientemente la nueva
versién 4.0, que tiene 880 entradas, de las que 450 son aislados
clinicos, y que incluye 159 especies.

En ocasiones, los espectros originados por las diferentes especies
y subespecies son tan similares que dificultan la identificacién. De
esta forma, existen algunas especies que a pesar de que se muestran
como especies diferentes, al tener espectros muy parecidos, se debe-
rian incluir en las denominaciones de “especies similares” (p. ej., My-
cobacterium triplex y Mycobacterium triviale) o “especies muy simila-
res” (p. ej., Mycobacterium canariasense y Mycobacterium cosmeticum),
como ocurre en la “Mycobacteria library v2.0”. Aparte de esto, las
bases de datos tienen otras limitaciones y caracteristicas entre las
que destacan las siguientes:

- Dentro del complejo tuberculosis ninguna diferencia todas las
especies de este, si bien identifican correctamente el complejo como
tal.

- En relacién con el complejo Mycobacterium avium, aparte de
identificar el grupo M. intracellulare-M. chimaera, la base de datos
“Mycobacteria library v2.0” tiene registros para Mycobacterium mar-
seillense y Mycobacterium colombiense. Ademas, diferencia subespe-
cies como M. avium subsp. avium, M. avium subsp. paratuberculosis y
M. avium subsp. silvaticum. La base de datos VITEK MS IVD v3.0 sepa-
ra M. intracellulare de M. chimaera, aunque la similitud es tan grande
que los resultados no son concluyentes™,

- Mycobacterium abscessus, patégeno importante en pacientes
con fibrosis quistica y bronquiectasias, requiere pequefias modifica-
ciones para diferenciar las 3 subespecies: M. abscessus subsp. absces-
sus, M. abscessus subsp. bolletii y M. abscessus subsp. massiliensi'>.

Experiencia con la espectrometria de masas en micobacterias.
Limitaciones y dificultades

Hay multiples aspectos que dificultan e intervienen en los resul-
tados obtenidos con la EM en la identificacién de las micobacterias.
Engloban factores como el protocolo de inactivacién de los microor-
ganismos, la extraccién del material proteico teniendo en cuenta las
caracteristicas de su pared celular, el tipo de medio de cultivo y el
tiempo de incubacion, la diversidad de las especies micobacterianas,
los puntos de corte a partir de los cuales se considera una identifica-
cién correcta con la EM, la composicion y actualizacién de las bases
de datos disponibles y el método de referencia (gold standard) consi-
derado capaz de validar los resultados.

Inactivacién de los microorganismos

A lo largo de los afios se han desarrollado distintos protocolos
para inactivar estos microorganismos con el fin de minimizar el
riesgo de exposicion del personal de laboratorio a las especies del
complejo M. tuberculosis y aumentar la calidad de los espectros
obtenidos. Entre estos cabe destacar el tratamiento por calor’, ra-
diaciones’, agentes quimicos' y mediante la combinacién de va-
rios tratamientos'. En ocasiones las técnicas pueden alterar los
componentes motivo de estudio, tal como ha ocurrido con la uti-
lizacién del glutaraldehido al 2% o incluso el etanol que, segin El
Khéchine et al?®, puede influir en la obtencién de espectros de
peor calidad.

Con todo, en la actualidad los métodos mas aceptados para la in-
activaciéon de las micobacterias —cuya finalidad es el estudio me-
diante EM— consisten en la utilizacién del calor (95 °C durante 30

min) y el tratamiento mecanico con bolitas de silice, siguiendo el
protocolo de MALDI Biotyper y VITEK MS, respectivamente, siendo
este Gltimo de mas corta duracion®-2, Para confirmar la eficacia del
procedimiento se debe utilizar una cepa control de M. tuberculosis y
proceder a sembrar los extractos (después de la inactivacion) en
Lowenstein-Jensen y medios liquidos como BACTEC MGIT (BD Diag-
nostics) e incubar al menos durante 6 semanas.

El protocolo de VITEK MS incluye 10-15 min de lisis con bolas de
cristal en vortex o 5 min en una batidora de bolas (bead beater) y 10
min adicionales de incubacién con etanol a temperatura ambiente
para completar la inactivacién. Estudios de comprobacién del proce-
dimiento de inactivacién demuestran que son totalmente bacterici-
das para M. tuberculosis, pero con algin fallo en cepas de M. chelonae
y Mycobacterium kansasii, si se invierte el procedimiento con lisis
mecanica tras la incubacién con etanol?, Por otro lado, este procedi-
miento permite utilizar estos extractos inactivados posteriormente
durante un tiempo prolongado para realizar la EM, lo que facilitaria
los flujos de trabajo en los laboratorios de microbiologia clinica. Di-
versos estudios de comparacién de ambos procedimientos demues-
tran que ambos son adecuados para este proceso de inactivacion,
aunque no son intercambiables entre las distintas plataformas ni
bases de datos?>?>.

Meétodos de preparacion de la muestra

En cuanto a las micobacterias, diversas especies conllevan un
riesgo bioldgico en su manipulacion y por ello es necesario realizar
un pretratamiento de inactivacién de los microorganismos para la
identificacién tanto genémica como protedmica. A pesar de que al-
gunos investigadores han sugerido que algunos de estos tratamien-
tos de las muestras pueden alterar los perfiles proteicos obtenidos
con la EM, no existe un acuerdo final en la utilizacion de bacterias
totales o el uso de extractos de estas?s-3', No obstante, con los proto-
colos de extraccién “oficiales” sugeridos por los fabricantes en la
identificaciéon micobacteriana, el rendimiento global de la EM no ha
sido 6ptimo. Asi pues, se han propuesto y analizado mltiples modi-
ficaciones en la preparacién de las muestras a analizar. En el estudio
de El Khéchine et al?® se examinaron 8 protocolos de extraccién dife-
rentes, con variaciones en el proceso de inactivacién y en el tipo y
composicion de los reactivos utilizados para disgregar, lavar y preci-
pitar las proteinas micobacterianas. En general, los mejores resulta-
dos se obtuvieron con la inactivacién con calor en lugar de etanol al
70%. Dos afos después, Saleeb et al*® introdujeron el uso de bolitas
de silice que han mejorado la disgregacion de la suspension mico-
bacteriana. Mas recientemente, en sustitucién de la agitacién orbital
tipo vértex®>34, se han introducido otras modificaciones consistentes
en el uso de diversos agitadores automaticos u homogeneizadores de
tejidos. El uso de estos agitadores permite aplicar diversos e intensos
movimientos que favorecen la ruptura y fragmentacién de las mico-
bacterias, alcanzando una mayor calidad en los espectros proteicos.
Por otro lado, también se ha empleado el frio en sus diversas formas
(desde la aplicacién de etanol al 100% frio, hasta la congelacién-des-
congelacién del extracto inactivado) que ayuda en la disrupcién me-
canica de la bacteria®+¥.

Medios de cultivo

Un factor condicionante importante en los resultados obtenidos
con la EM en las micobacterias es el tipo de medio de cultivo del que
se parte para la identificacién. Asi, se ha observado una gran variabi-
lidad entre los medios de cultivo sélidos y liquidos. Aunque existen
estudios donde el rendimiento es similar en ambos tipos de me-
dios?02838 en la mayoria se ha detectado un mayor rendimiento a
partir de los medios de cultivo s6lidos?*3°3335, Este fenémeno se ha
observado tanto en medios con agar 7H10 y 7H11 de Middlebrook®*,
como en el clasico Lowenstein-Jensen®***35%, La diferencia funda-
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mental consiste en la mayor frecuencia en la obtencién de los perfi-
les proteicos y en la mejor calidad de estos en los medios sélidos que
en los liquidos. Aunque se ha sugerido que los suplementos afiadidos
en el medio liquido podrian interferir con el proceso de extraccién®,
hay que tener en cuenta que estos son practicamente los mismos que
se usan en los medios sélidos. Por otro lado, los medios liquidos —
mediante los sistemas automaticos de incubacién y deteccién BAC-
TEC MGIT960 (BD Diagnostics), BactT/ALERT 3D (bioMérieux) y Ver-
saTREK (Thermo Scientific)— son madas sensibles que los medios
s6lidos. Esta mayor sensibilidad implica que el crecimiento se detec-
te con un nimero mas bajo de microorganismos. El menor in6culo,
obtenido al usar el medio liquido, conllevaria una disminucién en el
sedimento o pellet necesario para una extraccién optima requerida
en el andlisis mediante EM?*°6, Otros estudios muestran que, mas que
el tipo de medio de cultivo, el periodo de incubacién podria influir en
la calidad del extracto y, por ende, en la obtencién de buenos espec-
tros proteicos. En este sentido, los mejores resultados se consegui-
rian con los cultivos mas crecidos®. Sin embargo, se ha observado
que segin se incrementa la eficiencia de la extraccion se pueden re-
ducir las posibles diferencias en los resultados logrados con los me-
dios de cultivo sélidos y liquidos?°3338,

Diversidad fenotipica y genotipica de las micobacterias

El grado de correlacién entre la EM y los métodos estandares en
la identificacién del género Mycobacterium muestra algunas diferen-
cias al analizar por separado el complejo M. tuberculosis y las MNT.
Con respecto al primero, la correlacién entre la EM y los métodos
estandares ha sido buena y no ha generado ninglin problema de
error en la identificacién del complejo3333, Sin embargo, no ocurre
asi entre las diversas especies que lo componen3°%, siendo especial-
mente relevantes las dificultades en la diferenciacion entre M. tuber-
culosis y Mycobacterium bovis —incluido el BCG (bacilo de Calmette-
Guerin)— por el impacto clinico y terapéutico que ello comporta. Por
otro lado, las MNT son un grupo muy amplio y diverso que siempre
ha representado un reto en la identificacién bacteriana. Asi, se ha
observado que la correlacion entre la EM y los métodos estandares
en la identificacién de las MNT es variable y depende del tipo o gru-
po de especies de estas. Las mayores discordancias con los métodos
de referencia se han detectado en especies filogenéticamente rela-
cionadas?$-3033.38 Muy probablemente, algunas de las discrepancias
obtenidas pueden explicarse por el uso de bases de datos incomple-
tas o no actualizadas en la EM. Otras no son mas que un reflejo de la
complejidad y dificultad intrinseca en la diferenciacion e identifica-
cion de estas especies mediante los métodos estandar convenciona-
les, incluso con la secuenciacion parcial del gen del ARNr 16S. Este es
el caso, por ejemplo, de Mycobacterium intracellulare y M. chimaera,
que difieren en un solo nucledtido del gen del ARNr 165%. Otros gru-
pos dificiles de identificar correctamente son: M. parascrofulaceum-
M. scrofulaceum; M. chelonae-M. abscessus; M. abscessus-M. massilien-
se-M. bolletii; M. fortuitum-M. porcinum-M. mageritense; M.
mucogenicum-M. phocaicum-M. aubagnense; M. peregrinum-M. seten-
se, y M. smegmatis-M. wolinskyi?32>2933343637,

Lectura e interpretacion de los perfiles proteicos

La obtenci6én de una identificacién correcta mediante la EM esta
condicionada, en primer lugar, a la obtenciéon de un buen perfil pro-
teico y, en segundo lugar, a la calidad de la base de datos con que se
debe comparar.

La lectura de los perfiles proteicos en las diferentes plataformas
disponibles es automatica, favoreciendo la resolucion de los picos ob-
tenidos en el espectro y disminuyendo otros parametros como, por
ejemplo, el ruido de fondo. No obstante, la lectura automatica no
siempre consigue el nimero de picos suficientes para que puedan ser
valorados adecuadamente por los programas de analisis. Ello podria

deberse, entre otros, a factores como la extraccioén proteica o las con-
diciones del crecimiento de las micobacterias, que condicionarian la
calidad de adquisicién de los espectros proteicos y, por consiguiente,
la identificacién a nivel de especie?. Por todo ello, aparte de utilizar
protocolos que mejoren la extraccion proteica y emplear cultivos con
una elevada carga bacteriana (como los comentados anteriormente),
se podria intentar una lectura y andlisis manual de la EM. Ello implica
tener un importante bagaje cientifico y técnico en el uso de la EM. De
esta forma, se podria seleccionar el lugar y el nimero de disparos con
el laser. La eleccion del area de disparo seria visual y en virtud del
grado de cristalizacién de la matriz con la muestra pretratada3333640,
No obstante, en relacion con la lectura (tanto automatica como ma-
nual), no existe en la actualidad un criterio definido o consensuado
sobre el nimero de espectros acumulados necesarios para obtener
una buena identificacion, que varian en funcién del niimero de dispa-
ros a realizar con el laser. Otro aspecto relevante que hay que consi-
derar es el nimero de réplicas de las muestras a estudiar. Asi, el ana-
lisis de mltiples replicas (> 1) puede incrementar la probabilidad de
obtener buenos perfiles proteicos y conseguir asi una identificacién
Corl-eCt320.29,32.33,35.37.38'

Por otro lado, el valor de aceptacion de un resultado como fiable
en la identificacién también ha sido motivo de controversia. Los pro-
gramas de andlisis de los distintos métodos comerciales establecen
unos valores numéricos o scores. En el caso de Biotyper, el utilizado
en bacteriologia general es > 2,0 a nivel de especie*, usindose este
mismo en el caso de las micobacterias. Ademas, también se han es-
tablecido unos valores menores para llegar a una identificacién de
género (1,7-1,9), aunque en algunos estudios posteriores se ha obser-
vado que, con indices inferiores a 2 (incluso 1,7), hay una concordan-
cia en la identificaciéon de especie con las primeras 4 opciones de las
10 posibles identificaciones que genera el sistema de andlisis de la
EM. Esto puede suponer un aumento en el nimero de cepas identifi-
cadas sin disminuir la eficacia de la técnica**?>%. Los resultados de
VITEK MS vienen expresados en “valor de confianza”, que se identi-
fica con la fiabilidad en la identificacién del microorganismo. Estos
valores tienen un intervalo de 0 a 100, siendo este Gltimo el mejor
resultado con un punto de corte > 90% para la identificacién de espe-
cie. No obstante, se han valorado intervalos de confianza diferentes
(siempre mayores o iguales al 70%) y se ha observado que, al dismi-
nuir el valor (95, 90 y 85%), en ocasiones se logra un aumento del
ntmero de cepas identificadas sin incrementar el ndmero de erro-
res?.

Meétodo de referencia en la identificacion micobacteriana

Otro aspecto importante que hay que tener en cuenta esta relacio-
nado con el método de referencia admitido para validar los resulta-
dos obtenidos con estas técnicas. Los distintos trabajos publicados
han utilizado diversos métodos de comparacion, incluyendo técnicas
comerciales de hibridacién, HPLC (cromatografia liquida de alta reso-
lucién) y de secuenciacién del ADN de las regiones del ARNr 16S,
hsp65, rpoB e ITS (internal transcriber spacer). En la actualidad, la se-
cuenciacién es el método de referencia mas utilizado, si bien es una
tecnologia que no esta disponible en todos los laboratorios de micro-
biologia clinica?3233742,

Conclusiones

La EM mediante MALDI-TOF se vislumbra como una herramienta
muy (til en la identificacion de las micobacterias. No obstante, atin
debe desarrollarse y mejorar para su completa implementaciéon en
los laboratorios de microbiologia clinica.
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