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La espectrometria de masas (EM) MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight) se ha
introducido con fuerza en muchos laboratorios de microbiologia clinica para la identificacion rapida y
precisa de bacterias y hongos. De hecho, podemos considerar la implementacion de esta metodologia como
una revolucién en dichos laboratorios. Ademas de la identificacién microbiana, la EM MALDI-TOF se esta
utilizando para la deteccion de algunos mecanismos de resistencia a los antibidticos y para la tipificacién
molecular de bacterias. Sin embargo, existe una serie de aplicaciones actuales y futuras que aumentan la
versatilidad de esta metodologia. Entre estas cabe destacar la aplicacién directa a partir de muestras
clinicas; la deteccién de toxinas o de antigenos microbianos especificos, y las aplicaciones en el campo de
la virologia y de la parasitologia.
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Introduccion

MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight) mass spectrometry (MS) has been
vigorously introduced in many clinical microbiology laboratories for the rapid and accurate identification
of bacteria and fungi. In fact, the implementation of this methodology can be considered a revolution in
these laboratories. In addition to microbial identification, MALDI-TOF MS is being used for the detection of
some mechanisms of antibiotic resistance and for the molecular typing of bacteria. A number of current
and future applications that increase the versatility of this methodology may also be mentioned. Among
these are its direct application on clinical samples, the detection of toxins or specific microbial antigens,
and its application in the fields of virology and parasitology.

© 2016 Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

la tipificacion molecular para investigar la clonalidad de los aisla-
mientos de una misma especie. Sin embargo, la EM MALDI-TOF per-

En los Gltimos afios la espectrometria de masas (EM) MALDI-TOF
(matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight) ha sido im-
plementada en muchos laboratorios de microbiologia clinica como
una técnica rapida y fiable para la identificaciéon de bacterias y hon-
gos. Ademas, otras aplicaciones son una realidad en el dia a dia de
muchos laboratorios, como la deteccién de mecanismos de resisten-
cia a los antibidticos, fundamentalmente la deteccién de betalacta-
masas, tanto de espectro extendido como carbapenemasas, asi como
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mite otras aplicaciones que se contemplan en esta revision.
Aplicacion directa a partir de producto patolégico

La identificacion de microorganismos aislados mediante EM
MALDI-TOF es ya una realidad ampliamente utilizada no solo para la
identificacion de microorganismos a partir de una colonia aislada,
sino que ademas permite la identificaciéon de diferentes complejos
clonales de la misma especie’. Otra de las aplicaciones de la EM MALDI-
TOF es la identificacién de microorganismos a partir de la muestra
directa, sin esperar a su crecimiento en medios de cultivo. Sin embar-
go, en la identificacién de microorganismos mediante EM MALDI-
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TOF a partir de muestras directas hay que tener en cuenta una serie
de limitaciones. Primero, se necesita una cantidad suficiente de mi-
croorganismos para el andlisis, lo que hace dificil el uso de esta téc-
nica en las muestras con baja densidad microbiana. Segundo, se re-
quiere un volumen suficiente de muestra que es inversamente
proporcional a la densidad bacteriana. La tercera limitacién es la
presencia de sustancias que pueden interferir en el analisis de espec-
tros (p. ej., restos celulares, distintas proteinas en los liquidos biol6-
gicos, restos de meconio en liquido amniético, etc.) y que no se eli-
minan completamente durante el proceso de preparacién de la
muestra. Por otra parte, las muestras demasiado espesas o purulen-
tas —en las cuales es casi imposible separar las células humanas de
los microorganismos, sobre todo los leucocitos— son también pro-
blematicas. Ademads, la presencia de microorganismos intracelulares
puede requerir la inclusiéon de un paso adicional de lisis celular para
liberarlos.

Por Gltimo, las muestras polimicrobianas no son aptas para la
identificacién directa, ya que no se dispone de herramientas que per-
mitan discriminar mas de un microorganismo en un mismo espectro.

A pesar de las limitaciones comentadas, en los Gltimos afios se
han publicado numerosos trabajos centrados en la identificacién mi-
crobiana mediante EM MALDI-TOF a partir de muestra directa.

Muestra de orina

Hasta el momento, la muestra clinica en la que se ha demostrado
una mejor eficacia en la identificacion directa mediante EM MALDI-
TOF es la orina. Esta muestra presenta varias ventajas y permite sol-
ventar muchas de las limitaciones antes mencionadas: las muestras
positivas suelen tener una alta densidad microbiana (> 10° unidades
formadoras de colonias [UCF]/ml); habitualmente se dispone de un
volumen suficiente de la muestra (> 10 ml), no suele ser espesa v,
finalmente, mas del 80% de las infecciones urinarias son monomicro-
bianas.

Se han publicado varios trabajos en los que se ha llevado a cabo la
identificacién de microorganismos mediante EM MALDI-TOF a partir
de orina, aunque todos ellos requieren de algtin paso de preparacién
de la muestra® La aproximacién mediante EM MALDI-TOF ha de-
mostrado una concordancia de aproximadamente el 90% con la iden-
tificacién convencional. Hay que destacar que la aplicacion directa de
EM MALDI-TOF a la muestra de orina requiere usar alguna técnica de
cribado para descartar las muestras negativas, que representan mas
de dos tercios de las muestras procesadas en los laboratorios de mi-
crobiologia. En algunos estudios anteriores el método de cribado em-
pleado fue la citometria de flujo. En el estudio de Burillo et al° se
empled la tincién de Gram como método para identificar las mues-
tras de orina positivas aptas para ser procesadas directamente. En
cuanto a los procedimientos de la preparacién de la muestra para el
analisis mediante EM MALDI-TOF, la mayoria de los autores emplea-
ron centrifugaciones tanto para separar las células humanas como
para sedimentar los microorganismos. No obstante, se han descrito
otras técnicas (p. ej., diafiltracién) para recuperar los microorganis-
mos de la muestra directa de orina® o también un pretratamiento de
la muestra basado en la lisis de los leucocitos con una disolucién al
10% de dodecilsulfato sédico para liberar las bacterias intracelulares’.

La orina es una muestra que, gracias a las caracteristicas mencio-
nadas anteriormente, no solo permite obtener una identificacion di-
recta mediante EM MALDI-TOF sin esperar al cultivo, sino también
realizar un antibiograma con el mismo sedimento bacteriano. En un
estudio se ha desarrollado un protocolo de procesamiento directo de
las muestras de orina para adelantar el resultado microbiol6gico®.
Para ello, primero se analizaron todas las muestras mediante citome-
tria de flujo para detectar las muestras de orina con altos recuentos
bacterianos. Después, las muestras presuntamente positivas se cen-
trifugaban para separar las células inflamatorias y sedimentar las
bacterias y, a continuacion, el sedimento obtenido se usaba tanto

para la identificacién mediante EM MALDI-TOF como para el antibio-
grama mediante el método de disco-placa. De este modo, se podia
disponer de la identificacién microbiana el mismo dia de la recep-
cion de la muestra y, ademas, adelantar el resultado del antibiograma
24 h.

Muestra de liquido cefalorraquideo

Son varias las publicaciones donde se describe la identificacién
directa de microorganismos en liquido cefalorraquideo (LCR). Se ha
identificado Streptococcus pneumoniae en el LCR de un paciente con
meningitis bacteriana® o también Klebsiella pneumoniae de una pa-
ciente que desarrollé una meningitis bacteriana 2 semanas después
de ser operada de un tumor cerebral’. En 2011, en el congreso anual
de la ESCMID (Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y Enferme-
dades Infecciosas) se present6 un trabajo en el que los autores obtu-
vieron por EM MALDI-TOF los espectros de 183 muestras consecuti-
vas de LCR, de los cuales 14 fueron positivos por cultivo'. Se
analizaron las muestras tras su centrifugacion, asi como sin centrifu-
gar. Las 14 muestras positivas se procesaron sin y con la extraccién
previa de proteinas. En ningtin caso se obtuvo una identificacién
valida. Ademas, los autores realizaron un estudio de sensibilidad de
la técnica de EM preparando los in6culos de distintos microorganis-
mos a diferentes concentraciones en muestras de LCR negativas por
cultivo convencional y concluyeron que se necesita una densidad
importante de microorganismos para usar esta técnica y que su sen-
sibilidad es comparable con la de la microscopia 6ptica. Segtin nues-
tra experiencia, la principal limitacion de este tipo de muestra es el
escaso volumen de LCR que suele llegar al laboratorio. No obstante,
las muestras obtenidas a través de drenajes ventriculares externos
permiten la identificacién directa con EM MALDI-TOF-MS con alta
probabilidad de éxito en caso de infeccion (tabla 1) (datos no publi-
cados). Esto se explica por 2 razones principales: se dispone de un
mayor volumen de muestra y la densidad bacteriana suele ser alta,
debido principalmente a la colonizacién de la superficie interna del
tubo de drenaje.

Otro tipo de muestras

En cuanto a otros tipos de muestras, seglin nuestra experiencia, la
posibilidad de aplicar la técnica EM MALDI-TOF dependera en cada
caso de las caracteristicas de la muestra, del volumen disponible y de
la densidad bacteriana. En la tabla 1 se recoge una serie de casos
donde la identificacién directa se llevé a cabo con éxito, lo que per-
miti6 adelantar el resultado al menos 18-24 h (datos no publicados).
La concordancia con la identificacién convencional realizada a partir
del cultivo fue del 100%. Como se puede ver en la tabla 1, la muestra
mas rentable era el liquido amniético, ya que presenta las mismas
ventajas que la muestra de orina (alta densidad bacteriana, suficien-
te volumen de la muestra y ser una muestra poco densa). Ademas,
una vez identificado el microorganismo causante de la infeccién, se
puede realizar el antibiograma con el mismo sedimento bacteriano
recuperado para el andlisis con EM MALDI-TOF, siempre y cuando
haya suficientes bacterias para obtener un indculo en solucién salina
con una turbidez equivalente a un 0,5 de la escala de McFarland.

Hay que destacar que un nimero importante de las muestras no
son aptas para la identificacion directa, ya que presentan una o varias
de las limitaciones discutidas con anterioridad. Por eso es necesario
el desarrollo de técnicas de fraccionamiento y/o captura que permi-
tan la recuperacién de los microorganismos de muestras purulentas
o viscosas y, de esta manera, anticipar el diagnéstico microbiolégico.

Deteccion de toxinas o antigenos microbianos especificos

Aparte de las proteinas ribosomales, mayoritariamente represen-
tadas en el espectro generado mediante EM MALDI-TOF y utilizadas
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Tabla 1
Muestras directas procesadas por espectrometria de masas MALDI-TOF con la identi-
ficacion fiable (> 1.700) y su correlacién con el cultivo convencional

Muestra  Tincién de Cultivo Crecimiento  Identificacién
Gram en el cultivo  directa por EM
MALDI-TOF
LAM BGN Capnocytophaga +++ C. sputigena
sputigena
LAM BGP Listeria monocytogenes +++ L. monocytogenes
LAM BGP L. monocytogenes +++ L. monocytogenes
LAM BGN Proteus mirabilis ++ P. mirabilis
LAM CPC Streptococcus agalactiae — ++ S. agalactiae
LAM CPC S. agalactiae, Prevotella  +++ S. agalactiae
bivia
LAM CPR Staphylococcus aureus ++ S. aureus
LAR CPC Streptococcus pneumoniae +++ S. pneumoniae
LCR BGN Pseudomonas aeruginosa +++ P. aeruginosa
LCR BGN P. aeruginosa +++ P. aeruginosa
LCR BGN P. aeruginosa +++ P. aeruginosa

BGN: bacilos gramnegativos; BGP: bacilos grampositivos; CPC: cocos positivos en ca-
denas; CPR: cocos positivos en racimos; EM: espectrometria de masas; LAM: liquido
amni6tico; LAR: liquido articular; LCR: liquido cefalorraquideo; MALDI-TOF: matrix-
assisted laser desorption ionization time-of-flight.

para la identificacién microbiana, el andlisis de espectros permite
identificar otro tipo de proteinas de relevancia clinica o epidemiol6-
gica. Por ejemplo, en 2007, Camara y Hays'> publicaron un estudio
sobre la discriminacion entre las cepas de Escherichia coli sensibles y
resistentes a ampicilina mediante EM MALDI-TOF, basandose en la
deteccién de un pico especifico de 29 kDa presente exclusivamente
en el espectro de las cepas resistentes y que correspondia a su beta-
lactamasa. Gagnaire et al*® detectaron toxina delta mediante EM
MALDI-TOF en el espectro de Staphylococcus aureus. La toxina delta
es un indicador del funcionamiento de uno de los sistemas de quo-
rum sensing de S. aureus, el sistema del gen regulador accesorio (agr,
accessory gene regulator) que, a su vez, es responsable de regular la
expresion de factores de virulencia, como distintas exotoxinas y pro-
teinas involucradas en la adherencia y formacién de biopeliculas. En
este trabajo, los autores identificaron el pico de la toxina delta (3.005
+ 5 Da) usando la toxina purificada y comprobaron su deteccion en
las cepas isogénicas de S. aureus positivas y negativas para la produc-
cién de esta toxina. Cabe resaltar que el método propuesto por Gag-
naire et al®® permite la identificacién de la produccién de toxina del-
ta mediante el andlisis por EM MALDI-TOF de células bacterianas
intactas, es decir, el mismo método empleado en la rutina para la
identificacién microbiana a partir de colonias.

Aparte de la identificacién de proteinas directamente involucra-
das en la patogénesis o resistencia, como la toxina delta o las betalac-
tamasas, es posible detectar ciertas proteinas que sirven como bio-
marcadores para la identificacién rapida de cepas de interés clinico
y/o epidemioldgico. Asi, en el trabajo de Lu et al* publicado en 2012,
los autores reportaron la presencia de 2 modulinas solubles en fenol
(PSM, phenol soluble modulin) —a1 y a2— en los aislados de S. aureus
resistente a meticilina (SARM) con SCCmec (staphylococcal cassette
chromosome mec) tipo IV y V, que se suelen asociar con infecciones
comunitarias por SARM. Este hallazgo permite discriminar rapida-
mente entre cepas de SARM comunitarias (SCCmec, tipos [V y V) e
intrahospitalarias (SCCmec, tipos I-IIl). Ademas, se observé la asocia-
cién de otros 2 picos (m/z 1.835 y 1.863) en el espectro de S. aureus
con resistencia intermedia a la vancomicina.

Una alternativa para la deteccion de antigenos bacterianos direc-
tamente del producto patolégico serfa utilizar anticuerpos frente al
antigeno en cuestion que estuvieran unidos a particulas magnéticas.

Tras la reaccién especifica antigeno-anticuerpo se procederia a la de-
teccion de la proteina antigénica mediante EM MALDI-TOF después
de la disociacién del complejo antigeno-anticuerpo. Esta técnica
aplicada al campo de la microbiologia permite inmunocapturar y
concentrar las proteinas de interés diagnéstico (como pueden ser la
toxina de Clostridium difficile®, las toxinas termoestable y termolabil
de Escherichia coli enterotoxigénico', etc.) para su posterior detec-
cién mediante EM MALDI-TOF. Soo et al”” describieron una estrategia
similar mediante la utilizacién de nanodiamantes generados me-
diante detonacién (ultradispersed diamonds) para capturar el antige-
no secretado al medio de cultivo por Mycobacterium tuberculosis
complex durante su crecimiento, seguido de su deteccion e identifi-
cacién mediante EM MALDI-TOF.

Aplicaciones en virologia

El uso de la EM en virologia ha avanzado menos de lo que lo ha
hecho para la identificacién de bacterias y de hongos y, en la actuali-
dad, no ha dado todavia el salto desde los laboratorios de investiga-
ci6n a los de diagnéstico clinico. Se empez6 a emplear a mediados de
los afios noventa, acoplada a otras técnicas diagndsticas (p. ej., con
amplificacién previa de acidos nucleicos mediante PCR [polymerase
chain reaction]). Las razones para este retraso pueden deberse al rela-
tivo bajo contenido en proteinas de los virus'; al peso molecular mas
alto de las proteinas virales (por encima de los 20.000 Da), o a la pre-
sencia de restos de las células empleadas como sustrato para el culti-
vo in vitro de los virus'*?°, Ademas, se ha estimado que el limite infe-
rior para la deteccién de virus en muestras clinicas esta en 10 copias
del genoma/ml?. Hoy por hoy, parece que la sensibilidad de MALDI-
TOF se queda corta (unas 100 veces por debajo de este limite de de-
teccion) por lo que, en muchos de los estudios publicados, se hace
necesario cultivar previamente los virus en lineas celulares y, poste-
riormente, identificarlos mediante esta tecnologia??. Pese a ello, sor-
prende que su uso experimental sea muy prometedor tanto en algu-
nas muestras clinicas directas como para identificar virus cultivados
en lineas celulares. Por ejemplo, para la identificacién de Herpesvi-
rus?, virus del papiloma humano?* o hepatitis B>?¢, entre otros. Para
la identificacién de virus también se ha empleado la combinacién de
la amplificacién de acidos nucleicos por PCR con su posterior identi-
ficacion mediante EM, empleando equipamiento que se basa en la
ionizacion de las moléculas mediante electronebulizacién?. Al igual
que en otros estudios que emplean esta tecnologia, la sensibilidad
aument6 a medida que aumentaba el nimero de copias por mililitro.
Una ventaja importante es que se diagnosticaron infecciones mixtas
que la PCR de rutina no detecto.

Entre otros campos de la virologia en los que se ha empleado EM
MALDI-TOF, esta la epidemiologia. Se ha destinado a tipificar, subtipi-
ficar y detectar polimorfismos y mutaciones (como en el caso del virus
de la influenza y de los virus de la hepatitis B y C)*3°; a estudiar la
transmision de una determinada cepa viral o la relacién genética entre
varias cepas’', y también a estudiar la resistencia a antivirales3*3,

En cuanto a las ventajas del uso de MALDI-TOF para el andlisis de
virus que se recogen en los estudios publicados, cabe mencionar las
siguientes: permite la caracterizaciéon de una variedad amplia de vi-
rus y el diagnéstico de coinfecciones y la identificacion es fiable y
rapida en comparacion con los métodos de referencia, mucho mas
laboriosos. Se trata de un método exacto y reproducible que permite
la automatizacién del proceso y es coste-eficaz en comparacién con
otros métodos mas complejos, como los ensayos de neutralizacion.
Ademas, la EM MALDI-TOF mejora el manejo clinico de los pacientes
al ofrecer un diagnéstico etiolégico rapido. Las desventajas mas im-
portantes estan en la sensibilidad de la técnica, lo que por el momen-
to se obvia con técnicas previas de amplificacién del material gené-
tico, y en que la identificacion viral esta limitada por la base de datos
del fabricante del aparato, que puede no incluir todos los espectros
virales necesarios.
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Se remite al lector a una excelente revisién®® sobre el uso de esta
tecnologia para la identificacién de virus. Se puede especular que,
dado el potencial que tiene esta tecnologia en el campo de la virolo-
gia, en un futuro préximo todas estas aplicaciones se implementaran
en los laboratorios hospitalarios de diagnéstico clinico.

Aplicaciones en parasitologia y deteccion
de biomarcadores

El uso de EM MALDI-TOF en parasitologia estda menos desarrolla-
do que en la identificacién de otros microorganismos. No obstante,
esta tecnologia se ha empleado con éxito en varios campos. En cuan-
to al diagnéstico etiolégico de enfermedades parasitarias, se puede
identificar Plasmodium spp. en hematies, mediante ionizacién direc-
ta con laser ultravioleta de la protoporfirina IX (grupo hemo) en el
interior del parasito®. Con este sistema, el limite de deteccion es
Gnicamente de 10 parasitos por microlitro de sangre. También ha de-
mostrado su utilidad en la identificacién a nivel de especie en culti-
vos de promastigotes de Leishmania spp. aislados de pacientes en
quienes la identificacion fue correcta en 66 de 69 casos®. Asimismo,
se ha aplicado para tipificar Blastocystis spp. en cultivo liquido, que
fue correcto en todos los casos (n = 19)%*,

En cuanto a la metodologia, si bien hoy en dia existen otras estra-
tegias para la bisqueda de biomarcadores, la EM MALDI-TOF se ha
empleado también con dicha finalidad en el campo de la proteémica
clinica. Mientras que el suero/plasma es una muestra valiosa para la
investigacion de biomarcadores proteicos, especialmente en el area
de las enfermedades infecciosas, el rango dinamico del proteoma
presenta un desafio técnico. El contenido proteico del suero/plasma
esta constituido por proteinas que se encuentran en elevadas canti-
dades, tales como albdmina, inmunoglobulinas o transferrina, las
cuales constituyen casi el 90% del total de proteinas del suero/plasma
y hacen que la deteccién e identificacion de las proteinas poco abun-
dantes sea metodolégicamente dificil. Por ello son esenciales méto-
dos de fraccionamiento y separacién eficaces para detectar, median-
te EM, proteinas presentes en pequefias cantidades que puedan ser
potenciales biomarcadores. Existen diversos métodos para deshacer-
se de las proteinas mayoritarias. Una vez limpiada la muestra de es-
tas proteinas mayoritarias, el resto de proteinas se analiza mediante
EM MALDI-TOF. La identificacién de biomarcadores se lleva a cabo
comparando el andlisis proteémico de muestras de suero de pacien-
tes que presentan la infeccién objeto de estudio y sueros de indivi-
duos control que no tienen la infeccién. Posteriormente, el analisis
de los espectros proteicos de los 2 grupos permite definir el patrén
de biomarcadores que hace posible la discriminacién entre pacientes
infectados y sanos. En una segunda fase, una vez definido el patrén
de biomarcadores, se procede a determinar la sensibilidad, la especi-
ficad y los valores predictivos mediante la utilizacién de una segunda
coleccién de muestras de suero también procedentes de pacientes
con la infeccién, de pacientes con otro tipo de infecciones y de indi-
viduos sanos (fig. 1).

Dicha metodologia se ha empleado para identificar biomarcado-
res séricos que permitan diagnosticar la infeccion por Trypanosoma
cruzi*®, Plasmodium falciparum* u Opisthorchis viverrini*2.

Otro uso ha sido el de buscar nuevos antigenos para el desarrollo
de vacunas o de nuevos tests diagnodsticos rapidos, como en el caso
de Schistosoma japonicum®, Leishmania spp.** o Brugia malayi®. La
EM MALDI-TOF se ha empleado también para comprender el meca-
nismo de acciéon de algunos fairmacos antiparasitarios?, asi como
para el desarrollo de nuevos farmacos antiparasitarios®.

Aun asi, es necesario optimizar técnicamente los protocolos de
trabajo y ampliar el nimero de espectros incluidos en las bases
de datos para permitir la identificacion de un ndmero mayor de
organismos. Se espera que estas aplicaciones se puedan trasladar
a los laboratorios de diagnéstico clinico en un futuro no muy le-
jano.

Paso 1: descubrimiento de biomarcadores

©

Pacientes Individuos sanos
Suero Suero
Unidn _afas l l
<+— Fraccionamiento Fraccionamiento
Lavado _Ju._l_‘, l l
EM MALDI-TOF EM MALDI-TOF
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Bioinformatica Bioinformatica
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Paso 2: evaluacion para determinar:
(utilizando otro conjunto de muestras de casos y controles)

* Sensibilidad

* Especificidad

* Valor predictivo positivo
* Valor predictivo negativo

Figura 1. Esquema de la identificacién de posibles biomarcadores en plasma/suero
humano. EM: espectrometria de masas; MALDI-TOF: matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight.

Papel futuro de la espectrometria de masas MALDI-TOF en la
cadena de diagnéstico rapido de un servicio de microbiologia y
en la politica de los antimicrobianos de un hospital

La EM MALDI-TOF ha demostrado que identifica correctamente la
mayoria de los patégenos causantes de bacteriemias y fungemia mo-
nomicrobianas, directamente de un hemocultivo positivo*. Son va-
rios los estudios publicados sobre este uso*-*'y, en algunos, se asocia
con recomendaciones de experto para la optimizacion del uso de
antimicrobianos®. Se ha demostrado que permite optimizar el trata-
miento antibi6tico hasta en un 35% de los pacientes con bacteriemia
por bacilos gramnegativos*; acorta el tiempo hasta la instauraciéon
del tratamiento antibidtico eficaz en casi 2 dias, y disminuye el con-
sumo de antimicrobianos, la estancia en la unidad de cuidados inten-
sivos en casi 7 dias, la estancia hospitalaria en mas de 2 dias, la
mortalidad hospitalaria en aproximadamente un 10% y el coste en un
40%°°53>5, Ademas, permite suspender el tratamiento antibitico
cuando el microorganismo aislado de los hemocultivos es un conta-
minante y, por lo tanto, se solicitan menos determinaciones de con-
centraciones de vancomicina®*>°,

No en todos los estudios se obtienen estos excelentes resultados.
Se acaba de publicar un pequefio estudio de 2 meses de duracién en
el hospital de la Universidad de Wisconsin en pacientes de riesgo
(unidad de cuidados intensivos, hematoldgicos y trasplantados) con
bacteriemia®. Este hospital tiene una prevalencia baja de resistencias
antibidticas y tiene implantado un programa muy sélido de reco-
mendaciones de experto para la optimizacion del uso de antimicro-
bianos. Los autores no encontraron diferencias en la evolucién entre
los pacientes a los que se les aplic esta tecnologia diagnéstica y los
que no, si bien el coste de identificacion del laboratorio de microbio-
logia fue inferior con el uso de EM MALDI-TOF.
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Los estudios que evaldan el impacto del uso de esta tecnologia
tienen un nivel de evidencia bajo, dado que parece obvio que la EM
MALDI-TOF permite adelantar considerablemente el diagnostico
etiolégico de muestras positivas (p. ej., hemocultivos, urocultivos,
etc.), y que ello resulta beneficioso para los pacientes. La mayoria de
los estudios publicados son observacionales, con un disefio pre-post.
Seria deseable tener estudios de mayor calidad, aunque éticamente
es imposible justificar un ensayo clinico con un grupo control al que
no se le aplique esta tecnologia diagndstica. Hasta ahora, solo hay
una revision sistematica de la bibliografia publicada en este campo?.
De igual forma, la EM MALDI-TOF permite la identificacién directa de
los uropatégenos causantes de infeccién urinaria cuando el punto de
corte de las bacterias por mililitro de orina llega a un dintel, que os-
cila entre especies®. La mejor sensibilidad se obtiene con recuentos
de 10° UCF/ml. Su uso permitiria orientar al clinico sobre la mejor
decisién terapéutica con un margen de error de solo un 4%°. En los
laboratorios de microbiologia actuales no se discute ni la convenien-
cia ni la eficacia del uso de EM MALDI-TOF. Lo que es necesario resol-
ver es su uso inmediato y continuo directamente en muestras clini-
cas y en aislados relevantes (en el momento en que se produce su
positividad) o su uso en un momento determinado del dia (por nece-
sidades de la organizacién del laboratorio). Es importante tener en
cuenta que si la EM MALDI-TOF se usa para procesar los hemoculti-
vos positivos en tandas (es decir, 2 o 3 veces diariamente), el retraso
en la emisién de la informacién puede llegar a las 5 h%. La automati-
zacién de los laboratorios de microbiologia y las nuevas posibilida-
des diagnésticas exigen adaptaciones del laboratorio y hoy (a nuestro
juicio) es posible crear rutinas en las que, por ejemplo, los crecimien-
tos que se produzcan en hemocultivos a cualquier hora sean inme-
diatamente examinados con EM MALDI-TOF, identificados y comuni-
cados al clinico responsable en el acto. En el caso de muestras de
orina con deteccion de microorganismos (mediante tincion de Gram
o por citometria de flujo) se puede procesar estas muestras inmedia-
tamente de manera automatica con la identificacion del patégeno
responsable mediante EM MALDI-TOF y comunicar al clinico la infor-
macion. Ademas, la incubacién robética y la lectura automatizada de
las placas permitiran sefialar qué colonias precisan pasar automati-
camente a identificacién por EM MALDI-TOF.

Todo ello nos llevara a cambiar muchas rutinas de trabajo micro-
bioldgico; a decidir qué muestras deben ser examinadas inmediata-
mente en tiempo real; a seleccionar estudios de antibiograma rapido,
y a elegir las pautas de comunicacién mas eficientes con los clinicos.

La automatizaciéon se enfrenta a multiples problemas de orden
practico®, de los que nos gustaria resaltar uno en particular. La auto-
matizacion puede aumentar la disponibilidad de resultados fuera del
horario de atencién tradicional de los clinicos, lo que exige la imple-
mentacion de nuevos sistemas que permitan tomar las decisiones
clinicas pertinentes conforme a la recepcién de dichos resultados.

Estos son retos a los que no solo la EM MALDI-TOF, sino también
los servicios de microbiologia y de enfermedades infecciosas, las co-
misiones de antibiéticos, los comités de infecciones hospitalarias y
las gerencias de los hospitales deberan dar respuesta en un futuro
inmediato.
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