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La espectrometria de masas MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight) se ha esta-
blecido en los tltimos afios como una herramienta diagnéstica de primera linea en la identificacién de mi-
croorganismos, incluyendo los que producen infecciones en el ser humano. La deteccién rapida de resisten-
cias antimicrobianas es una de las aplicaciones futuras con mas expectativas de éxito de esta técnica. En
esta revision se va a tratar de hacer una aproximacion a los trabajos mas relevantes que se han publicado
en este campo, discutiendo los potenciales retos futuros y su aplicacién clinica en los préximos afios.
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Rapid detection of antimicrobial resistance by MALDI-TOF mass spectrometry
ABSTRACT

In recent years, MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight) mass spectrometry
has become established as a first-line diagnostic tool in the identification of microorganisms, including
those producing human infections. Rapid detection of antimicrobial resistance is one of the future
applications of this technique with the greatest likelihood of success. This review describes the most
important studies published in this field and discusses potential future challenges and the clinical

application of this technique in the next few years.
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Introduccion

La tecnologia de espectrometria de masas (EM) MALDI-TOF (ma-
trix-assisted laser desorption ionization time-of-flight) ha sido introdu-
cida en los servicios y laboratorios de microbiologia clinica para la
identificacién de microorganismos de forma satisfactoria y esta co-
menzando a utilizarse para otras aplicaciones diagndsticas como la
deteccién de mecanismos de resistencias a los antimicrobianos. La
principal ventaja de esta metodologia es la obtencién de resultados
24 h antes que los métodos fenotipicos, incluyendo los automatiza-
dos. Ademas, aunque los costes iniciales son altos, el coste por deter-
minacién es muy inferior al de los métodos fenotipicos, bioquimicos
o moleculares. El propésito de esta revision es resumir y analizar los
trabajos que ya han sido publicados hasta la fecha en este campo y
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discutir las perspectivas futuras en la determinacién de resistencias
por EM MALDI-TOF.

Deteccion directa de resistencias a través de la actividad
enzimatica

Deteccion de la actividad betalactamasa

Los ensayos basados en la monitorizacién directa de la actividad
enzimatica sobre el antibiético betalactamico son el punto de partida
de todos los ensayos sobre deteccién de resistencias a través de EM
MALDI-TOF. Los antibiéticos betalactamicos son inactivados por la
hidroélisis del enlace amida en el anillo betalactamico, mediada por
una molécula de agua. Esta molécula de agua se afiade a la nueva
estructura formada, dando lugar a un incremento del peso molecular
en 18 Da. Este cambio de masa es lo que diferencia los aislados sen-
sibles de los resistentes y permite que sea monitorizado por la EM
MALDI-TOF. Ademas de la reaccién de hidrolisis, tienen lugar reac-
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ciones espontaneas —como la descarboxilacién y la captacién de io-
nes de la matriz (Na y K)— dando lugar a nuevos cambios de masa.
Los espectros proporcionados por la EM MALDI-TOF son una combi-
nacion de la relacion relativa de intensidades de los diferentes picos
de masas. Los patrones de picos de masa son Ginicos para cada anti-
biético y pueden utilizarse para diferenciarlos.

La deteccion directa de la actividad betalactamasa se realiza de
forma muy similar en todos los trabajos publicados. Un cultivo bac-
teriano fresco se suspende sobre un buffer de antibidtico y se incuba
a 37 °C bajo agitacién. Una vez finalizado el tiempo de incubacion, la
mezcla se centrifuga y el sobrenadante se mide bajo la accién de una
matriz adecuada. Después, se podra analizar el espectro obtenido.

El estudio que establece las bases de la deteccion directa de la
resistencia a antibiéticos betalactamicos fue publicado por Sparbier
et al'. Incluye la descripcion espectrométrica de ampicilina, piperaci-
lina, cefotaxima, ceftazidima, ertapenem, imipenem y meropenem y
sus productos de hidrélisis. El perfil de picos de masas de estas mo-
léculas antes y después de la hidrolisis es lo suficientemente diferen-
te en todos los casos para discriminar entre aislados sensibles y re-
sistentes. El tiempo de incubacién para los aislados fue de 3 h. Los
espectros se calibraron con un estandar interno que consiste en bra-
diquinina-(1-5) y bradiquinina-(1-7) (Sigma-Aldrich, Alemania) mas
la matriz de HCCA (4cido a-ciano-4-hidroxicindmico). Introduce
también la posibilidad de utilizar inhibidores en la reaccién (acido
clavulanico, tazobactam y 4cido 3-aminofenilborénico) para identifi-
car la clase de betalactamasa y su futura aplicabilidad sobre mues-
tras clinicas como los hemocultivos.

Jung et al? validaron un procedimiento utilizando 100 hemoculti-
vos para detectar la resistencia a cefalosporinas de tercera genera-
cién en Enterobacteriaceae y para la resistencia a aminopenicilinas
en Escherichia coli. Se utiliz para ello la cefotaxima y la ampicilina.
El tiempo de incubacidn se estableci6é en 90 min. Para el andlisis de
datos se utiliz6 un programa automatizado ad hoc. Los resultados se
exponen en un diagrama de cajas con el calculo del valor logRQ, o
ratio de hidrdlisis, entre la forma hidrolizada y sin hidrolizar.

Oviafio et al® validaron un procedimiento para detectar y clasificar
aislados productores de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) y AmpC en una serie de 141 hemocultivos. Para la detecciéon
de la resistencia se utiliz6 cefotaxima y ceftazidima y acido clavula-
nico para la discriminacion entre las 2 clases de mecanismos de re-
sistencia. Para ello se emplearon diferentes betalactamasas. El tiem-
po del ensayo es de 90 min con una sensibilidad del 99%. Se obtuvo
una relacién cualitativa entre la concentraciéon minima inhibitoria
(CMI) y el grado de hidrélisis del antibiético, comprobandose que el
tiempo necesario para la hidrélisis es menor cuanto mayor sea la
CMILI. La cefotaxima da lugar a un menor tiempo de reaccién y mayo-
res valores de sensibilidad.

Deteccion de la actividad carbapenemasa

Hrabék et al* utilizan una serie de 124 cepas incluyendo Entero-
bacteriaceae y Pseudomonas aeruginosa para detectar la resistencia a
carbapenems utilizando meropenem como indicador. Las enzimas
carbapenemasas representadas son IMP, VIM, NDM y KPC. Las bacte-
rias se incubaron durante 3 h en un buffer con una solucién de mero-
penem y se utilizé una matriz con acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB)
para facilitar la deteccién de los productos de hidrélisis. Sin embargo,
la utilizacién de DHB como matriz da lugar a unas preparaciones he-
terogéneas, complicando la adquisicién automatica del espectro®.
Este ensayo ha sido mejorado en 2 ocasiones, la primera con la adi-
cién del 0,01% de SDS (dodecilsulfato de sodio), que permite dismi-
nuir la concentraciéon de la bacteria®, y con la modificacién del buffer
de reaccion, incorporando NH,HCO, que permite la deteccién de los
productos de degradacion producidos por aislados portadores de
0XA-48 sin disminuir la sensibilidad en la deteccién del resto de en-
zimas’.

Burckhardt et al® utilizaron una incubacién con ertapenem para
detectar la resistencia a carbapenémicos. Los aislados portaban enzi-
mas de tipo NDM-1, VIM-1, VIM-2, KPC-2 e IMP. Se estableci6 una
incubacién de 1 a 2,5 h. Johansson et al® emplearon también el erta-
penem para detectar la resistencia a carbapenémicos en Enterobac-
teriaceae y P. aeruginosa con tiempos de reaccién desde 15 min para
aislados de tipo KPC a 120 min para las metalobetalactamasas. Los
aislados de OXA-48 necesitaron una incubacién prolongada de 24 h
para hidrolizar el ertapenem. Oviafio et al'® demostraron que con el
uso de ertapenem mas PBA (phenylboronic acid) y DPA (dipicolinic
acid) como inhibidores es posible detectar y clasificar carbapenema-
sas. Como no se dispone de un inhibidor especifico del grupo D, se
introdujo el andlisis estructural de la temocilina como un marcador
de resistencia de este grupo, ya que estas enzimas muestran unos
altos valores de resistencia a temocilina, al contrario de los expresa-
dos para los carbapenémicos. Se emplearon para ello un total de 161
Enterobacteriaceae. El ensayo tiene una sensibilidad del 100% y una
especificidad del 93% en la detecciéon de productores de OXA-48 para
un test de 60 min con ertapenem y 15 min con temocilina.

Kempf et al™ utilizaron el imipenem como un indicador de la re-
sistencia a carbapenémicos en 106 aislados de Acinetobacter bauman-
nii. Se calcula la ratio de hidrélisis del imipenem después de un tiem-
po de incubacién de 4 h con excelentes valores de sensibilidad y
especificidad (100%). Sauget et al'? detectaron aislados productores
de OXA-48 en una incubacién de 90 min con imipenem en una serie
de 372 aislados, utilizando una ligera modificacién en la metodologia
descrita por Kempf et al. Un ensayo de 30 min para imipenem en
Enterobacteriaceae es descrito por Lasserre et al'* sobre un total de
223 aislados. Se utilizé una ratio > 0,82 para clasificar los aislados
entre sensibles y resistentes con un 99% de sensibilidad y un 100% de
especificidad.

La metodologia EM MALDI-TOF para la deteccién de la actividad
hidrolitica se ha aplicado para diferentes antibiéticos y una amplia
variedad de microorganismos como Enterobacteriaceae, P. aerugino-
sa y A. baumannii, portadores de diferentes tipos de betalactamasas.
La metodologia utilizada es bastante similar en todos los ensayos,
habiendo pequefias variaciones como la posibilidad de introducir un
paso previo de lisis en el protocolo* y la utilizacién de diferentes
buffers de reaccién, utilizando desde agua hasta hidrégeno citrato de
sodio!, Tris-HCI* y bicarbonato de amonio’. Los hemocultivos tam-
bién se han testado con excelentes resultados aplicando un procedi-
miento de extraccién proteica (Sepsityper Kit; Bruker Daltonics, Bre-
men, Alemania) para obtener un pellet bacteriano sobre el que llevar
a cabo el ensayo de hidrolisis.

El ensayo MALDI-TOF para la deteccién directa de la actividad be-
talactamasa es una herramienta con un gran potencial para conver-
tirse en un método de rutina en los laboratorios de microbiologia
clinica, con numerosos estudios validados y listos para la implemen-
tacion clinica (fig. 1)". Ademas, es un método que aporta ventajas
como la rapidez y la sencillez del ensayo.

Deteccion de enzimas modificantes de aminoglucésidos

La resistencia a los aminoglucésidos basada en la modificacién
enzimatica del antibiético es uno de los mecanismos de resistencia
mas comunes entre estos antibiéticos', La modificacion enzimatica
comprende enzimas con actividad acetiltransferasa, fosfotransferasa
y nucleotidiltransferasa. Ademas, el sustrato no es siempre el mismo
grupo funcional, ya que la acilacién puede afectar a un grupo hi-
droxilo y/o amino, dando lugar a una mayor complejidad en la reac-
cién. Zimmermann et al’” desarrollaron un método para detectar re-
sistencia a aminoglucésidos en bacilos gramnegativos mediada por
N-acetiltransferasas en menos de 3 h. Los aislados habian sido pre-
viamente caracterizados con el gen de resistencia aac-6. No se han
realizado mas ensayos considerando la resistencia a aminoglucési-
dos, por lo que seria necesario investigaciones mas exhaustivas.
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Meropenem

Meropenem intacto: Meropenem hidrolizado:

M+H* 384,5 Da Mh+H* 402,5 Da
M+Na* 406,5 Da Mh+Na* 4245 Da
M+2Na* 428,5 Da Mh+2Na* 4465 Da
M+K* 4225 Da Mh+3Na* 468,5 Da
M+K+Na* 444.5 Da Mhd-+H* 358,5 Da
M+3Na+ 450,5 Da Mhd+Na* 380,5 Da
384,362
I Enterobacter cloacae (VIM-1)
406,5
380,481
3585 1
44_(?111
LAA AN .l[,hbll,éﬂﬂ, .

Figura 1. Espectro del meropenem después de la hidrélisis con una carbapenemasa de
tipo VIM-1. d: descarboxilado; h: hidrolizado.

Deteccion de la resistencia a través del perfil
proteico bacteriano

Esta aplicacién de MALDI-TOF se basa en la diferenciacién de los
microorganismos sensibles y resistentes de una misma especie a tra-
vés de sus espectros, ya que la presencia de genes responsables de la
resistencia se refleja en la expresion de proteinas produciéndose pi-
cos caracteristicos en el espectro. Se ha utilizado con éxito en algu-
nos estudios, aunque en general no estan lo suficientemente optimi-
zados y validados, no siendo aptos por el momento para realizar en
la mayoria de los laboratorios clinicos.

Deteccién de Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Con este fundamento, se ha estudiado la capacidad de MALDI-TOF
para detectar Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM),
con resultados muy diferentes de un estudio a otro. Edwards-Jones et
al'®, usando células bacterianas intactas y como matriz 5-cloro-
2-mercapto-benzotiazol, consiguieron diferenciar S. aureus sensible
a meticilina (SASM) y SARM, y detectaron 14 picos especificos para
SARM y 2 para SASM. Observaron que SARM producia mas picos (82-
209) en el espectro que SASM (37-67), lo que facilitaba su diferencia-
cién. Otros autores, como Du et al', obtuvieron resultados similares.
Bernardo et al*® intentaron diferenciar los perfiles de SARM y SASM
mediante la utilizacién de cepas caracterizadas como la ATCC 29213
(SASM) y la ATCC 43330 (SARM), asi como 9 aislados clinicos. No
encontraron un perfil especifico para SARM, pero si una excelente
reproducibilidad en los espectros obtenidos, lo que puede hacer 1til
este método para caracterizar clonalmente cepas de S. aureus en el
estudio de brotes nosocomiales. Lu et al*' identificaron marcadores
especificos de SARM hospitalario (SCCmec [staphylococcal cassette
chromosome mec] tipos I-11I) y SARM comunitario (SCCmec, tipos IV-V).
Concretamente, en el rango de 1.000-4.000 m/z, observaron 2 picos
de 1.774,1 y 1.792,1 m/z correspondientes a los péptidos o.1-moduli-
na fenol-soluble y a2-modulina soluble en fenol, respectivamente,
que aparecian en mas del 95% de las cepas comunitarias y solo en el
8% de las hospitalarias. Sin embargo, no obtuvieron espectros espe-
cificos de SARM y SASM. Szabados et al?? estudiaron 2 cepas con el
mismo origen genético, una portadora de SCCmec (resistente a oxa-
cilina) y la otra no (sensible a oxacilina). Compararon los espectros
obtenidos en MALDI-TOF y obtuvieron espectros virtualmente idén-
ticos. Por otro lado, Wang et al?*>, mediante la utilizacién de 100 cepas

de origen clinico, consiguieron diferenciar 2 grupos y localizaron la
presencia de 2 picos de mayor intensidad (3.784 y 5.700 Da) presen-
tes en SARM y no en SASM.

Deteccién de Enterococcus faecium resistente a vancomicina

Griffin et al** describen la diferenciacién de Enterococcus faecium
portador del gen vanB, responsable de la resistencia a glicopépti-
dos, a partir de la creacién de un modelo estadistico basado en los
espectros obtenidos tras extraccién con acido férmico. La valida-
cion prospectiva de los resultados demostré una sensibilidad y una
especificidad del 96,7 y el 98,1%, respectivamente. Mas reciente-
mente, Nakano et al*> han evaluado la capacidad de la EM MALDI-
TOF para diferenciar E. faecium vanA-positivo (61 aislamientos) de
E. faecium vanA-negativo (71 aislamientos), utilizando para analizar
los espectros 3 algoritmos diferentes de ClinProTools v.2.2 y han
obtenido una sensibilidad y una especificidad superiores al 90%. En
ambos estudios los aislamientos pertenecian a la misma area geo-
gréfica, por lo que podrian estar relacionados clonalmente y condi-
cionar los resultados obtenidos.

Deteccién de Bacteroides fragilis portador del gen cfiA

Wybo et al?® consiguieron diferenciar 248 cepas clinicas que se
agruparon en 2 clusters bien diferenciados (uno con el gen cfiA —co-
dificante para carbapenemasas— y el otro no) en un dendrograma,
calculado a partir de sus perfiles proteicos. Nagy et al?’, mediante la
utilizacién de 28 cepas (9 portadoras del gen cfiA y 19 no portadoras),
validaron un método basado en la presencia o ausencia de una serie
de picos en el espectro obtenido por MALDI-TOF en el intervalo
4.000-5.500 Da y consiguieron una precision del 100%. Johansson et
al?® aplicaron con éxito esta metodologia para detectar la presencia
de B. fragilis portador del gen cfiA directamente a partir de hemocul-
tivos. Estos resultados sugieren que la EM MALDI-TOF puede ser una
herramienta (til para la rapida deteccion de este mecanismo de re-
sistencia en cepas de B. fragilis.

Deteccion de betalactamasas

La deteccién directa de betalactamasas en cepas de E. coli resis-
tentes a ampicilina por medio de la tecnologia MALDI-TOF la realiza-
ron por primera vez Camara y Hays?, que consiguieron identificar en
el espectro de extractos proteicos obtenidos a partir de cultivos bac-
terianos en caldo un pico de aproximadamente 29 kDa especifico de
la betalactamasa. Sin embargo, Schaumann et al*° no pudieron dife-
renciar de manera fiable aislamientos de Enterobacteriaceae y P.
aeruginosa productores y no productores de betalactamasas, aplican-
do el mismo protocolo utilizado para identificacién bacteriana, en un
intento de integrar el cribado de estas enzimas en el flujo de trabajo
de rutina. Mas recientemente, Papagiannitsis et al* han detectado en
los espectros obtenidos a partir de extractos proteicos periplasmicos
de Enterobacteriaceae productoras de cefalosporinasa tipo CMY-2 un
pico especifico de 39,850 kDa, en un ensayo que podria tener poten-
cial para detectar otras betalactamasas de tipo AmpC.

Klebsiella pneumoniae con pérdida de porina OmpK36

La pérdida o expresién reducida de la porina OmpK36 en Klebsie-
lla pneumoniae puede tener un papel importante en la resistencia a
carbapenems. Cai et al*? investigaron mediante EM MALDI-TOF la
pérdida de esta proteina en 8 aislamientos de K. pneumoniae y un
aislamiento de K. oxytoca resistentes a carbapenems e identificaron
2 picos, de 38.000 y 19.000 Da, como indicadores de la presencia de
la porina OmpK36. Los autores concluyen que es necesario estudiar
mas cepas para establecer la robustez del andlisis y validar este mé-
todo.
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MALDI-TOF como herramienta para la medida de los efectos
antibioticos en la bacteria

Perfil de resistencia cuantitativo

Se trata de un ensayo basado en la comparacién de los espectros
derivados de aislados bacterianos idénticos cultivados en presencia
y ausencia de un antibiético. Lange et al** describieron este ensayo
por primera vez relacionando las intensidades de los picos con el
crecimiento bacteriano en presencia de un antibiético. Los aislados
resistentes muestran el mismo espectro antes y después de la incu-
bacién con el antibiético, presentando un crecimiento relativo de 1.
Los aislados sensibles muestran un descenso en las intensidades del
patrén de picos de masas, siendo el crecimiento relativo sobre 0,4.
El método esta optimizado para la deteccion de la resistencia al me-
ropenem en Klebsiella spp., con un tiempo de incubacién de 1 h. La
mayoria de las cepas analizadas eran del tipo KPC y no se encontra-
ron resultados positivos para los aislados de tipo OXA-48. Es nece-
sario llevar a cabo mas estudios para confirmar la aplicabilidad del
método, aunque es un método prometedor, ya que proporciona una
evaluacién automatica de los espectros y en principio puede ser uni-
versalmente aplicable.

Perfiles de resistencia en levaduras

Marinach et al** monitorizaron el proteoma de Candida albicans en
presencia de diferentes concentraciones de fluconazol, con un tiempo
de incubacién de 15 h. Los espectros de las levaduras se adquirieron
para diferentes niveles de antibidticos. La concentracién mas baja a la
que se detecta un cambio en el perfil del espectro se define como
minimal profile change concentration (MPCC). La comparacién de las
MPCC con la CMI determinada por el método del Clinical and Labora-
tory Standards Institute (CLSI) revelé un alto nivel de concordancia.
De Carolis et al*> aplicaron la misma metodologia con algunas modi-
ficaciones a Candida y Aspergillus spp. para estudiar la sensibilidad a
la caspofungina. Los aislados con el antifingico se incubaron durante
15 h. Para analizar los resultados, se utiliz6 el composite correlation
index (CCI) de Bruker Daltonics como herramienta estadistica. Esta
herramienta dispone los resultados en forma de una matriz, en la que
cada espectro obtenido para cada concentracion se compara con las
concentraciones maxima y minima. Los valores de CCI van desde 0,
indicando que los espectros son totalmente diferentes, hasta 1, que
indicaria la maxima similitud. Esta matriz permite la determinacién
de la MCC para caspofungina de todos los aislados. Vella et al** de-
mostraron que el tiempo de reaccién podia reducirse hasta 3 h. Para
ello, se incubaron los aislados a 3 concentraciones diferentes, sin an-
tifingico, en la concentracién del punto de corte y a concentracién
maxima. Se compard el espectro obtenido en el punto de corte con los
obtenidos sin antifiingico y con la concentracién maxima de este. El
analisis informatico se realizo a través del andlisis de correlacién. Sa-
racli et al*¢ describen la deteccién de la resistencia a los triazoles (flu-
conazol, voriconazol y posaconazol) entre Candida sp. a través de
MALDI-TOF. Para ello incuban los aislados durante 16 h a 3 concentra-
ciones diferentes, sin antiftingico, en la concentracién del punto de
corte clinico por CLSI o punto de corte epidemiol6gico y a concentra-
cién maxima. De nuevo se utilizan los valores de CCI para calificar los
aislados como sensibles o resistentes. Los valores de sensibilidad
comparados con el método CLSI para la determinacién de la suscepti-
bilidad a antifingicos varian entre un 54 y un 97%, y la reproducibili-
dad del ensayo entre el 54 y el 83% para las distintas especies.

Deteccion de resistencias a través del marcaje con isétopos
estables

La incorporacién de isétopos naturales estables a los medios de
crecimiento con antibiéticos permite analizar las resistencias a estos.

Los productos del metabolismo marcados isotépicamente tienen una
masa superior respecto de los que no lo han incorporado, lo que fa-
cilita su deteccién por técnicas de EM373,

En el trabajo desarrollado por Demirev et al*® se utiliza como con-
trol un medio de cultivo comercial en el que el 98% de los atomos de
carbono que contiene son *C, al que adicionan estreptomicina y de-
terminan la sensibilidad de distintas cepas de Bacillus sp. y E. coli. El
crecimiento de la bacteria en el medio con antibidtico es la evidencia
de su resistencia, que se manifiesta por la incorporacion del *C en el
perfil proteico. Los resultados obtenidos se analizan usando distintos
algoritmos bioinformaticos para informar de la sensibilidad o resis-
tencia de la bacteria.

Sparbier et al*® y Jung et al*® incorporan los is6topos unidos a los
aminodacidos en los medios de cultivo. En sus trabajos adicionan a los
medios "*C-°N,-lisina. Determinan, con buenos resultados, la sensi-
bilidad de P. aeruginosa frente a meropenem, ciprofloxacino y tobra-
micina*®y de S. aureus frente a oxacilina®. El tiempo de incubacién de
los cultivos varia de 90 min con tobramicina a 180 min con merope-
nem, por lo que la prueba debe adaptarse a los mecanismos de ac-
cién de los antibidticos utilizados. Los resultados no se correlacionan
con los valores de CMI obtenidos. No existe linealidad entre la inten-
sidad relativa y la concentracién del analito utilizado.

Minisecuenciacion

Otra de las aplicaciones de MALDI-TOF es el andlisis del ADN con
la finalidad de detectar mecanismos de resistencia. El objetivo es de-
tectar cambios en la masa del producto final en un ensayo de exten-
sién a partir de un cebador. Para ello se usan oligonucleétidos espe-
cificos que permiten extender el producto unos pocos nucleétidos.
Dependiendo del tipo de base introducida el cambio de masa es ob-
viamente distinto y esto es medible en MALDI-TOF, limitandose el
andlisis a moléculas mas pequeifias de 40 pb*.

Se ha usado esta aproximacién para la deteccién de polimorfis-
mos de nucledtidos simples para la identificacién BLEE del tipo SHV
y TEM, para la deteccién de resistencia a rifampicina e isoniazida en
Mycobacterium tuberculosis, asi como resistencia a betalactamicos,
fluoroquinolonas, espectinomicina y tetraciclina en Neisseria gonorr-
hoeae y a amoxicilina en Helicobacter pylori*>-*4, Sin embargo, debido
tanto al trabajo manual requerido como a las limitaciones inherentes
al procedimiento (detalladas anteriormente), su implementacién en
los laboratorios de microbiologia de manera rutinaria queda un poco
en entredicho.

Retos futuros de MALDI-TOF en la deteccion de resistencias

Los ensayos MALDI-TOF para la deteccion de resistencias tienen
un gran potencial como técnica microbiolégica. Algunos métodos ya
han sido validados y otros todavia necesitan desarrollarse. Creemos
que el futuro de esta tecnologia deberia centrarse en investigar los
siguientes aspectos:

- Implementacion en la rutina clinica de los ensayos de resistencia a
betalactdmicos a través de la monitorizacion del antibidtico. Hasta el
momento el procedimiento es todavia lento y los espectros pueden
ser dificiles de interpretar para los usuarios no experimentados. El
siguiente paso supondria la implementacién de un programa infor-
matico para la adquisicién automatica de espectros y la consiguiente
interpretacién para generar un proceso integrado. En esta linea, y
considerando la problematica en torno a las enterobacterias produc-
toras de carbapenemasas, consideramos que la implementacién de
una prueba rapida para la determinacién de estas resistencias en la
rutina seria de gran utilidad.

- Mejora de las bases de datos para la determinacion protedmica de
determinantes de resistencia. Construccién de una libreria proteémi-
ca, constituida por las principales proteinas responsables de la resis-
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tencia, que permita la discriminacion directa de aislados sensibles y
resistentes.

- Epidemiologia molecular: tipado de complejos clonales en S. aureus
y otras bacterias. La deteccion directa de SARM a partir del perfil pro-
teico plantea bastantes dudas actualmente, pero la aplicacién parece
prometedora para la diferenciacién de complejos clonales.

- Determinacién de miiltiples mecanismos de resistencia simultd-
neamente. Considerando la etiologia multiple de la resistencia bacte-
riana en los microorganismos patégenos, MALDI-TOF debera intentar
detectar no solo uno, sino todos los posibles mecanismos de resisten-
cia presentes en el microorganismo.

- Aplicabilidad en muestras clinicas. Siguiendo en la linea de la de-
teccién de betalactamasas en hemocultivos, creemos que el siguiente
paso seria realizar ensayos de resistencia en otras muestras clinicas
(como orina) con alta carga bacteriana, de forma que proporcione
una respuesta lo mas rapida posible.
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