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Editorial

Espectrometría  de  masas  MALDI-TOF  en microbiología  clínica.
Situación  actual  y  perspectivas  futuras
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En menos de 10 años, la espectrometría de masas (EM)
MALDI-TOF ha pasado de ser una tecnología del  todo ajena a  los
procedimientos diagnósticos de la microbiología clínica a  ser pri-
mero, una prometedora novedad, y  casi sin  solución de continuidad,
un  procedimiento completamente integrado en  la  actividad clínica
diaria.

Numerosos estudios han demostrado en los últimos años las
ventajas de la EM MALDI-TOF para la identificación bacteriana1,2.
De hecho, las limitaciones de la  EM MALDI-TOF asientan casi siem-
pre más  en la completitud de las bases de datos de referencia
que en la  capacidad del  método para obtener perfiles fiables de
casi cualquier microorganismo bacteriano. Lo mismo  ocurre con
las levaduras como demuestra, entre otros, un completo estudio
que aparece en este mismo  número3,4.  En el caso de los hongos
filamentosos los resultados no son tan favorables5, pero de nuevo
esta parece una limitación más  asociada a  la heterogeneidad de los
perfiles proteicos generados por un hongo filamentoso a  lo largo
de  su desarrollo, y  a  la  incapacidad de las bases de datos, hasta el
momento, para recogerlas6.

Una aportación que ha generado mucho interés por su utilidad
clínica ha sido su utilización directamente sobre muestras clíni-
cas (urocultivo sobre todo)7,8 o desde hemocultivo. En el primer
caso, se ha usado combinado con diferentes métodos de cribado
en infección urinaria con buenos resultados9,10. En el caso de su
utilización sobre hemocultivos positivos, los porcentajes de identi-
ficación directa son buenos, sobre todo en  gram negativos11,12,  y la
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orientación terapéutica inmediata que supone una aportación sin
duda valiosa.

El siguiente paso que hemos de dar es,  probablemente, el de la
cuantificación de las ventajas que aporta esta tecnología. Dos estu-
dios recientes demuestran que la  introducción de la EM MALDI-TOF
sobre hemocultivos positivos, acorta la identificación del micro-
organismo implicado en 1,45 días, reduce los costes globales del
diagnóstico en un 56,9%13 y puede llegar a  reducir la estancia media
2,5 días, y el coste por paciente en  un 40%14.  Es necesario disponer
de estudios de este tipo relativos a  otras potenciales aplicaciones de
esta metodología, a  fin de dilucidar cuales suponen realmente no
sólo una aportación clínica útil, sino una mejora en la gestión de los
recursos, condición actualmente casi sine qua non para conseguir
la introducción de nuevas tecnologías de diagnóstico clínico en los
hospitales.

La EM MALDI-TOF cuenta, a priori, con un inconveniente para su
utilización de forma global sobre muestra directa: si bien puede ser
un método diagnóstico muy  específico, no se  trata de un método
especialmente sensible, ya que requiere una cantidad de proteína
considerable para obtener perfiles fiables. Esto hace que, en nume-
rosas muestras en  las que la concentración de microorganismos
o la cantidad de muestra que es posible obtener son pequeñas,
(LCR, líquido articular, líquido peritoneal. . .),  su sensibilidad sea
baja. Existe la posibilidad de salvar, al menos parcialmente, esta
limitación, mediante una incubación corta en  medios líquidos, que
incrementaría notablemente su sensibilidad y seguiría suponiendo
un ahorro importante de tiempo en  el diagnóstico. Aunque fal-
tan estudios que sistematicen estos protocolos, es  posible que
esta estrategia ofrezca unas cifras de sensibilidad más  atracti-
vas, con una ganancia en rapidez todavía considerable. Habrá que
determinar en qué medida esta metodología es  compatible con la
organización habitual en muchos servicios de microbiología (distri-
bución de tareas, horarios, etc.), y si las ventajas clínicas obtenidas
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son  proporcionales al esfuerzo de adaptación que puede suponer.
De nuevo, se impone la realización de estudios de coste/eficacia
que nos permitan cuantificar las ventajas que  puede aportar esta
tecnología y demostrar la conveniencia de su implantación en nue-
vos procesos diagnósticos.

Una de las limitaciones iniciales de la EM MALDI-TOF ha sido su
difícil aplicación a  la determinación de la  sensibilidad a  antimicro-
bianos. En numerosos casos, la rapidez ganada en la identificación
no era posible traducirla al 100% en  eficiencia clínica, al no dispo-
ner de un sistema de estudio de sensibilidad a antimicrobianos que
ofreciera una agilidad similar.

Conseguir, mediante técnicas proteómicas, perfiles de sensibi-
lidad similares a los perfiles fenotípicos convencionales, con una
rapidez y fiabilidad próximas a las logradas en  la identificación es
un desafío importante, dada la  variedad de mecanismos de resis-
tencia y la diversidad de proteínas implicadas en cuanto a  tamaño,
nivel de producción, localización, etc.

Se han desarrollado métodos que permiten detectar la presencia
de enzimas capaces de hidrolizar a  determinados antimicrobianos,
a partir del diferente cociente m/z generado por el antimicrobiano
intacto y el hidrolizado, o la  presencia de algunos mecanismos
de resistencia, como vanB, a partir de la presencia de picos
específicos15. Son estrategias que  pueden ofrecer información útil
y rápida respecto a  grupos de antimicrobianos concretos, pero no
podemos esperar obtener, mediante ellas, perfiles globales de sen-
sibilidad. En muchos casos la  resistencia a antimicrobianos está
ligada a mecanismos no hidrolíticos, de modo que esta metodología
puede permitir predecir resistencia, pero en ningún caso sensibi-
lidad. Por otra parte, en el caso de determinados mecanismos de
resistencia como las BLEE, la tendencia actual es  a  no considerar
resistencia si no se alcanzan determinados niveles de CIM, aunque
la enzima esté presente, con lo que la mera detección de hidrólisis,
si esta no es cuantificable y  extrapolable a CIM, no sería suficiente
para emitir un informe de resistencia.

Estas limitaciones han estimulado el reciente desarrollo de 2
nuevas estrategias:

– MS-RESIST, plantea la  incorporación al medio de cultivo de ami-
noácidos marcados junto con el antimicrobiano a probar. Los
microorganismos sensibles no se multiplicarán o lo harán muy
lentamente, y apenas incorporarán estos aminoácidos marca-
dos. Los microorganismos resistentes se multiplicarán de manera
mucho más  activa, e incorporarán mayores cantidades de estos
aminoácidos marcados que, al tener tamaños distintos, generarán
perfiles diferentes a  los sensibles. Se ha demostrado su utilidad
en la identificación de SARM, y  en la detección de resistencia a
betalactámicos, aminoglucósidos y fluoroquinolonas16.

– MS  MALDI-TOF cuantitativa, se basa en la cuantificación de picos
menores en presencia y  ausencia de antimicrobiano, y  se  ha mos-
trado sensible y específico frente a  Klebsiella spp. productora de
carbapenemasas17.

Se trata de estrategias que, en teoría, permite estudiar la sensi-
bilidad con independencia del antimicrobiano y  de los mecanismos
de resistencia implicados, salvando así una de las principales limi-
taciones de los métodos basados en hidrólisis de antimicrobianos.

Un campo con buenas perspectivas, aunque aún en fases muy
iniciales de su exploración, es la potencial utilidad de la EM MALDI-
TOF en el tipado de microorganismos. Habitualmente, solo algunos
de los picos generados en  el perfil de un microorganismo, los más
estables y  característicos, se utilizan a efectos de identificación.
Algunas publicaciones sugieren la  posibilidad de que otros picos
menos estables, puedan en cambio ser característicos a nivel de
cepa, de modo que se podrían utilizar como una alternativa al
tipado molecular. De hecho, estudios parciales en algunos géneros
como Listeria, Salmonella o Legionella sugieren que podría ser así18.

Sin embargo, diferentes medios y tiempos de cultivo, tratamien-
tos estadísticos etc., pueden generar dendrogramas muy  distintos,
de modo que queda aún un importante trabajo de estandarización
hasta conocer en qué medida la EM puede ser una alternativa a  los
métodos de epidemiología molecular.

Se ha planteado también la posibilidad de usar la EM MALDI-TOF
para caracterizar factores de patogenicidad, fundamentalmente
toxinas19.  En los procedimientos habituales hasta ahora, los picos
proteicos obtenidos no se caracterizan de manera individual, ya
que no es necesario para la  identificación de microorganismos. Sin
embargo, esa posibilidad existe, de modo que la EM MALDI-TOF
podría permitir la detección de proteínas concretas, incluyendo
dichos factores de patogenicidad. De hecho, se ha usado EM MALDI-
TOF para la detección de toxina de Shiga, toxinas de Clostridium

perfringens y toxinas de Staphylococcus aureus.  Actualmente este
uso  tiene todavía limitaciones importantes. Los espectrómetros
en  uso en microbiología clínica suelen detectar una «ventana»  de
tamaños de péptidos ajustada al tamaño de las  proteínas ribosó-
micas, que son las más utilizadas para identificación. En la medida
en  que el tamaño de los factores de patogenicidad buscados quede
fuera de esa ventana, su detección requeriría ajustes del equipo
complejos, y poco compatibles con su uso  simultáneo en la iden-
tificación rutinaria. Por otra  parte, factores que se  produzcan en
pequeñas cantidades podrían pasar inadvertidos.

En resumen, una vez asentado su uso para la identificación
microbiana, continúan surgiendo posibles aplicaciones de la EM
MALDI-TOF en microbiología clínica. El principal desafío está
actualmente en  su sistematización, y en determinar cuáles tienen
una utilidad práctica y una relación coste/eficacia que justifique su
introducción, y el eventual desplazamiento de técnicas implantadas
y con eficacia contrastada.
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