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Resumen

Los métodos fenotipicos empleados para la identificacion de microorganismos dependen de procesos metabodlicos que requieren de tiempos de incubacion
minimos para alcanzar resultados confiables. La espectrometria de masas MALDI-TOF (desorcién/ionizacion laser asistida por una matriz con deteccién de masas
por tiempo de vuelo) se ha instaurado como una metodologia relevante para la identificacién de microorganismos mediante el analisis de proteinas, a través de
la creacion de un espectro de masas especifico de género y especie. En esta revision, se presenta MALDI-TOF MS como una tecnologia precisa para la identifi-
cacién de bacterias, levaduras, mohos, en incluso de virus, que ademas, permite la reducciéon del tiempo para obtener un resultado de identificacién, que puede
impactar los costos de atencion y duracion de la estancia hospitalaria. La identificacion de microorganismos directamente de muestras bioldgicas y la deteccién
de mecanismos de resistencia a antimicrobianos, prometen un mayor impacto clinico y epidemiolégico con el desarrollo e implementacién de esta tecnologia en
los laboratorios de microbiologia clinica.

Palabras clave: MALDI-TOF MS, espectrometria de masas, diagnéstico microbioldgico, identificacion de patégenos, protedmica, infeccion del torrente sanguineo,
infeccién del tracto urinario.

MALDI-TOF mass spectrometry in clinical microbiology laboratories.

Abstract

Phenotypic methods used for the identification of microorganisms depend on metabolic processes that require minimum incubation times to achieve reliable
results. For this reason, MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry) has been established as a relevant methodology for the
identification of microorganisms using analysis of proteins, through the creation of a mass spectrum specific for genus and species. In the present review, MALDI-
TOF MS is presented as an accurate technology for identifying bacteria, yeasts, molds and viruses; Its use allows reduction of the time to obtain an identification
result, which may impact the costs of care and length of hospital stay. The identification of microorganisms directly from biological samples and the detection of
mechanisms of antimicrobial resistance, promise an additional clinical and epidemiological impact with the development and implementation of this technology
in clinical microbiology laboratories.

Keywords: MALDI-TOF MS, mass spectrometry, microbiological diagnostic, pathogen identification, proteomics, blood stream infection, urinary tract infection.

Otros métodos de identificacion alternativos que superan las
dificultades de los tradicionales han ganado espacio en el
laboratorio de microbiologia clinica. Las técnicas moleculares
se han establecido como procedimientos complementarios a

Introduccion

La identificacién de microorganismos se ha realizado tradicio-
nalmente por métodos basados en tinciones que permiten la

clasificacion de la morfologia microscépica con el fin de apoyar
decisiones diagnosticas y terapéuticas tempranas; asi como en
pruebas in vitro basadas en reacciones bioquimicas utilizadas
por sistemas manuales o automatizados, que integran pruebas
con diferentes sustratos, incrementando la rapidez y simplici-
dad de la identificacién. Sin embargo, estos métodos fenotipi-
cos tienen limitaciones relacionadas con su dependencia de los
procesos metabdlicos de los microorganismos, que requieren
de un cultivo con crecimiento adecuado y tiempos de incuba-
cién minimos para alcanzar un resultado.

los métodos fenotipicos o incluso como referencia para iden-
tificacién de microorganismos, en especial la secuenciacion
del acido ribonucleico (ARN) ribosoémico 16S o la deteccion
de genes seleccionados por reaccién en cadena de la poli-
merasa, (PCR, por sus siglas en inglés) en tiempo real'. El de-
sarrollo de la tecnologia MALDI-TOF MS (matrix assisted laser
desorption ionization-time of flight-mass spectrometry, en es-
pafol: desorcién/ionizacion laser asistida por una matriz con
deteccién de masas por tiempo de vuelo) ha permitido la
utilizacion de la espectrometria de masas en la identificacién
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de microorganismos mediante el analisis de proteinas, prin-
cipalmente ribosomales, a través de la creacién de un espec-
tro de masas que es especifico para cada género y especie?.
En este articulo se presenta una revisiéon descriptiva a partir
de una busqueda bibliogréfica en la base de datos PubMed
realizada en agosto de 2016, con un limite de seis afios, en
espafiol e inglés. Los términos usados fueron maldi-tof AND
identtification. Se seleccionaron los articulos de investigacion,
reportes de caso, revisiones de tema y meta-analisis que in-
cluyeran el uso de la tecnologia MALDI-TOF MS para el diag-
néstico clinico microbiolégico.

La espectrometria de masas se ha empleado en los labora-
torios clinicos como una herramienta de andlisis en quimica
clinica para el diagndstico de algunos tipos de cancer, tras-
tornos hereditarios y nuevos marcadores para el diagndsti-
co de enfermedades?. El uso de la espectrometria de masas
para identificar bacterias a través de la deteccién de bio-
marcadores fue propuesta en 1975 por Anhalt y Fenselau?,
mediante un estudio que combindé métodos de pirdlisis y
espectrometria de masas para la caracterizacion de especies
bacterianas patdgenas; en el que, al analizar pequefias molé-
culas derivadas de bacterias liofilizadas, los autores lograron
diferenciar organismos taxonémicamente distintos, pero no
lograron diferenciar entre aquellos estrechamente relacio-
nados. En estos primeros experimentos solo se analizaron
moléculas de baja masa molecular; sin embargo, a finales
de los afios ochenta la inclusion de técnicas de ionizacion
suave en la espectrometria de masas permitieron el analisis
de macromoléculas bioldgicas®, desarrollo que merecié el
Premio Nobel de Quimica en el afio 2002, compartido por
el quimico y profesor universitario estadounidense John B.
Fenn y el ingeniero quimico japonés Koichi Tanaka®. A fina-
les de los aflos noventa, se encontré que la aplicacion de
la espectrometria de masas en células bacterianas enteras
producia espectros de proteinas caracteristicos y reproduci-
bles que podian utilizarse para la identificacion bacteriana a
nivel de género y especie’?, el desarrollo de bibliotecas de
espectros con cepas de referencia, integradas a programas
informaticos con algoritmos de decisién, permitié la apli-
cacion de la espectrometria de masas en el andlisis de la
composicion proteinica de los microorganismos de manera
rutinaria en los laboratorios de microbiologia con alto grado
de precision, ya que estas proteinas, en su mayoria de origen
ribosémico en el rango de masas de 2-20 kDa, asi como sus
variaciones, generan espectros de masas que son especifi-
cos de género y especie®™.

Fundamento de la técnica

Un espectrémetro de masas se compone de tres unidades
funcionales, una fuente de ionizante para transferir iones a
las moléculas de la muestra en una fase gaseosa, un ana-
lizador de masas que separa los iones de acuerdo con su
relacién masa/carga y un dispositivo de deteccién para mo-
nitorizar los iones separados’.
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Como seilustra en la figura 1, en el método que emplea células
intactas del microorganismo, una pequefa porcién de una co-
lonia de bacterias crecida en medio de cultivo sélido se depo-
sita directamente sobre una placa metalica conductora; un pe-
quefo nimero de células entre, 10* a 10° unidades formadoras
de colonias son necesarias para el andlisis'>. Microorganismos
cuya lisis es mas dificil, como ciertas bacterias Gram-positivas,
micobacterias, levaduras y mohos, a menudo requieren un
tratamiento previo adicional con un acido organico fuerte o
por lisis mecanica'. Posteriormente, a la placa con el microor-
ganismo se adiciona una solucién saturada de un compuesto
orgéanico de baja masa, denominada matriz. Tras el secado, la
muestra del microorganismo y la matriz se cristalizan y forman
un depdsito sélido de muestra incrustado en la matriz, la cual
es esencial para la ionizacion exitosa de la muestra pues actta
como un “andamio” en el cual puede ocurrir la ionizacion y
como un proveedor de protones para la ionizacion®.

Después de la cristalizacion de la matriz y del compuesto, la
placa metélica se introduce en el espectrometro de masas, en
donde la mezcla es irradiada con pulsos cortos de un rayo laser
UV (por lo general, un haz de laser con longitud de onda de 337
nm). La interaccion entre los fotones de las moléculas de laser
y de la matriz, causados por la absorcion de la energia del haz,
desencadena una sublimacion de la matriz en una fase gaseo-
sa, seguida por la ionizacién de la muestra del microorganismo
con minima fragmentacién (por ello se denomina “ionizacion
suave”). Al ionizarse, las proteinas son aceleradas a través de
un campo electrostatico y luego son expulsadas en un tubo
de vuelo al vacio donde se separan en funcion de su velocidad
o tiempo de vuelo, llegando finalmente al detector de masas
que genera informacion caracteristica de la composicion del
microorganismo mediante un espectro de picos, frente a su
relacion masa/carga (m/z), llamada también huella digital de la
masa de los péptidos (peptide mass fingerprinting)®.

Una vez generado, el perfil espectral del microorganismo de
prueba es comparado automéaticamente mediante un pro-
grama informatico con una base de datos de espectros que
es construida a partir de cepas de referencia, permitiendo la
identificacion del microorganismo™.

La identificacion de los microorganismos por MALDI-TOF MS
se basa en que las huellas digitales espectrales varian en-
tre los microorganismos, algunos picos son especificos del
género, otros de la especie y otros, a veces, de las subespe-
cies™. Aunque la reproducibilidad de los espectros depende
de las condiciones de cultivo de los microorganismos, Valen-
tine y colaboradores demostraron en su estudio que, a pe-
sar de que se presentan diferencias visibles en los espectros
al someter a los microorganismos a diferentes condiciones
de crecimiento, un conjunto béasico de proteinas permane-
ce constante, permitiendo la identificacion consistente de
microorganismos’®; ya que la mayoria de los espectros de
masas del MALDI-TOF se componen de proteinas muy con-
servadas que son afectadas en un grado minimo por las con-
diciones ambientales.
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Esquema de los procesos requeridos para la identificacion
de microorganismos por MALDI-TOF MS.

A
Revision y emision
del resultado

A

Identificacion del
microorganismo

R

A

Adquision del espectro
y comparacion automatica
con la base de datos

1 A oeteccion

e

Detector [
@ ® & ®
® @® @ A
Tubo "
de vuelo Separacion TOF (Tiempo de vuelo)
@ _® _@
® @ @

Lo’ser\

@
DOFIDO®
Matriz cristalizada >® Slo @@

con analitos

Aceleracion (campo electrostatico)

T Desorcion- ionizacion laser asistida
por matriz (MALOI)

Recoleccién
de la colonia

Aplicacion
en la placa

Aplicacion
de la matriz

Figura 1. Una pequefia porcién de una colonia bacteriana se deposita directamente sobre una placa
metélica conductora. Después de la cristalizacion de la matriz y el material microbiano, la placa de
metal se introduce en el espectrometro de masas y se bombardea con pulsos de laser breves. Las
moléculas ionizadas se aceleran a través de un campo electrostatico y son expulsadas a través de un
tubo de vuelo de metal sometido a vacio hasta que alcanzan un detector, los iones mas pequefios
viajan mas rapido que los iones mas grandes, por lo tanto, los analitos son separados para crear un
espectro de masas que esta compuesto por picos masa a carga (m/z) con intensidades variables. Un
espectro es una firma del microorganismo que se compara automaticamente con una base de datos
para la identificacion a nivel de género y especie. Los resultados son revisados con base en el valor

de puntuacion (Bruker) o nivel de confianza (Biomérieux) y, de ser aceptables, son posteriormente
exportados o consignados en el sistema de informacién propio del laboratorio. (Adaptado de

Croxatto y colaboradores)'.

Los sistemas comerciales mas empleados en la actualidad
que usan la tecnologia MALDI-TOF MS para identificacion
de microorganismos son el sistema VITEK®MS (bioMérieux,
Durham, NC) y el sistema MALDI Biotyper® (Bruker Daltonics
Inc., Billerica, MA). Las bases de datos de los espectros de re-
ferencia se comercializan como parte de un sistema paten-
tado y son construidas y mantenidas por los fabricantes, por
lo que la capacidad de agregar espectros y construir bases
de datos personalizadas es importante para un analisis dis-

criminatorio adicional usando MALDI-TOF MS que ademas,
permita la tipificacién de cepas e investigaciones epidemio-
|6gicas®. Debido a que los espectros obtenidos por MALDI-
TOF MS generalmente no son completamente idénticos a
los que estan incluidos en las bases de datos, estos sistemas
asignan un valor de puntuacion (MALDI Biotyper®) o nivel de
confianza (VITEK®MS) a cada coincidencia, con base en las
similitudes del microorganismo de prueba con los espectros
de referencia.
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Aunque los principios técnicos de los sistemas VITEK®MS y
MALDI Biotyper® son similares, existen diferencias en las ba-
ses de datos de espectros de referencia, sistemas operativos
y en los algoritmos empleados para la identificacién, por lo
que los resultados numéricos de ambos sistemas no son di-
rectamente comparables®.

Sistema VITEK®*MS

La base de datos SARAMIS fue creada por AnagnosTec GmbH
(Zossen, Alemania) y comercializada por Shimadzu junto con
los espectrometros de masas Axima (Shimadzu, Columbia,
MD), antes de ser adquirida por bioMérieux en el afio 2010
para su incorporacion a la plataforma VITEK®*MS®. En la ac-
tualidad, el sistema VITEK®MS posee dos configuraciones:
VITEK®MS IVD and VITEK® MS Research Use Only (RUO). El
mddulo RUO estd avalado para uso en investigacion y po-
see una base de datos abierta de espectros de referencia y
“Super Espectros”, éstos Ultimos son conglomerados de es-
pectros de al menos 15 aislamientos, obtenidos bajo dife-
rentes condiciones de crecimiento y medios de crecimiento
e identificados por métodos ampliamente aceptados, como
fenotipificaciéon bioquimica o genotipificacion. Este modulo
permite determinar la relacién de los diferentes aislamien-
tos y llevar a cabo una agrupacion jerarquica de los mismos,
representando los resultados en dendrogramas. Permite
también la creacién de nuevos “Super Espectros” que sean
representativos de un entorno particular®. Para la configu-
racién IVD del sistema VITEK®MS , el software compara el
espectro obtenido con el espectro esperado de cada orga-
nismo o grupo de organismos contenido en la base de datos,
obteniendo una identificacién con un nivel de confianza que
se calcula con base al porcentaje de probabilidad y el nime-
ro de opciones de microorganismos posibles. El porcentaje
de probabilidad se refiere a qué tanto el espectro observado
se asemeja al espectro tipico de cada organismo. El rango
de probabilidades para una identificacion correcta es 60-99%
y valores cercanos a 99,9% indican una aproximacion mas
exacta. Cuando el porcentaje de probabilidad es menor al
60% el microorganismo se considera como no identificado.

Sistema MALDI Biotyper®

El sistema MALDI Biotyper® fue creado y comercializado por
Bruker Daltonics (Billerica, MA). El paquete del software Bioty-
per®, acoplado a los espectrometros de masas de la linea Flex,
es una plataforma abierta que permite guardar los espectros
analizados para expandir la base de datos. En el sistema MAL-
DI Biotyper®, el espectro del microorganismo es traducido
electréonicamente a una lista de picos que es comparada, me-
diante el uso de un algoritmo estadistico, con las listas de
picos de los microorganismos contenidos en la base de da-
tos de referencia. El sistema emplea un valor de puntuacion
que oscila entre 0,000 y 3,000 que correlaciona la similitud
del microorganismo de prueba a nivel del género y de la es-
pecie dentro de la base de datos. Una puntuacién que osci-
la entre 2,300 y 3,000 es interpretada por el software como
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una identificacion altamente probable a nivel de especie. Las
puntuaciones de registro entre 2,000 y 2,299 representan la
identificacion segura del género y la identificacién probable a
nivel de especie. En ambos casos, los resultados suelen libe-
rarse como una identificacion positiva. Las puntuaciones de
registro que van desde 1,700 a 1,999 representan una pro-
bable identificacion de género, que requiere pruebas adicio-
nales para una identificacién positiva a nivel de la especie del
microorganismo. Las puntuaciones de registro que van desde
1,699 a 0,000 no se consideran una identificacién fiable'".

Desempeiio del MALDI TOF MS en el laboratorio
de microbiologia clinica

Diferentes estudios han evaluado el desempefio del MAL-
DI-TOF MS para identificar aislamientos bacterianos a partir
del cultivo, con niveles de concordancia superiores al 90%,
frente a los métodos convencionales de identificacion. En el
estudio de Seng y colaboradores™, se realizé la identifica-
cion de 1660 aislamientos clinicos de bacterias (45 géneros
y 109 especies) por espectrometria de masas con el sistema
comercial MALDI Biotyper®, en paralelo con la identificacion
fenotipica convencional. Las discrepancias se resolvieron por
secuenciacion del rRNA 16S y de genes rpoB. Se encontrd
un 95,5% de identificaciones idénticas por ambos métodos,
con un 84,1% de concordancia a nivel de especie. La identifi-
cacion por MALDI-TOF MS requirié un tiempo promedio de
seis minutos por aislamiento y un costo estimado del 22-32%
del costo total de los métodos estandar de identificacion
(calculados para el afio 2008 como 1,43 € por MALDI-TOF
MS, 4,6-6,0 € por la galeria de pruebas bioquimicas API (bio-
Mérieux), 5,9- 8,23 € por sistema Vitek 2 (bioMérieux) y 12,65
€ por sistema Phoenix de BD Diagnostics)®.

Otro estudio realizado por Van Veen y colaboradores tras
el andlisis 327 aislamientos clinicos previamente identificados
por métodos convencionales utilizo el sistema de espectro-
metria de masas Microflex (Bruker Daltonics Inc.). En el estu-
dio se encontré una identificacion correcta del 95,1% y 85,6%
a nivel de género y especie, respectivamente. Posteriormente,
en un estudio de validacion con 980 aislamientos clinicos de
bacterias y hongos, este grupo demostré que el desempefio
de este sistema de espectrometria de masas fue significativa-
mente superior al de los sistemas bioquimicos para la correcta
identificacion de especie (92,2% frente 83,1%) y produjo me-
nor nimero de identificaciones incorrectas a nivel del género
(0,1% y 1,6%, respectivamente). La correcta identificacion de
la especie por MALDI-TOF MS en Enterobacteriaceae fue el
97,7%, en bacilos gramnegativos no fermentadores de 92%,
en Staphylococcus spp. de 94,3%, 84,8% en Streptococcus spp.
y 85,2% en levaduras. La identificacion erronea fue claramen-
te asociada con la ausencia de espectros suficientes en la base
de datos a partir de cepas de referencia.

Wang y colaboradores®, en un estudio mas reciente que
compard los resultados de identificacion de 1181 aislamien-
tos analizados en paralelo por el sistema de espectrome-
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tria de masas VITEK®MS y los métodos convencionales de
identificacion, encontraron que el 99,5% de los aislamientos
fueron adecuadamente identificados por MALDI-TOF MS,
95,7% identificados a nivel de la especie y 3,6% solo a nivel
del género. El 0,1% de los aislamientos fueron identificados
errébneamente y en un 0,4% no se obtuvo resultado de iden-
tificacién debido a que correspondieron a especies no inclui-
das en la base de datos. Resultados similares fueron encon-
trados por Guo y colaboradores?' en 1025 aislamientos, en
los cuales, el mismo sistema comercial de espectrometria de
masas, identificé adecuadamente el 99,6% a nivel de género
y 93,37% a nivel de la especie del microorganismo.

La comparacién del desempefio entre los dos dispositivos
de MALDI-TOF MS disponibles MALDI Biotyper® y VITEK®MS,
asi como sus bases de datos, ha sido descrita en un estudio
realizado por Cherkaoui y colaboradores?, en 720 aislamien-
tos clinicos, empleando como referencia los resultados de los
métodos de identificacion bioquimica convencionales y re-
solviendo discordancias por secuenciacién de los genes 16S.
Se encontré un mejor rendimiento para MALDI Biotyper®,
arrojando identificaciones de alta confianza para 680 aisla-
mientos (94,4%), comparado con 639 (88,8%) para el siste-
ma VITEK®MS. Entre las identificaciones de alta confianza, el
0,9% y 0,5% de éstas fueron incorrectas para el sistema MAL-
DI Biotyper® y VITEK®MS, respectivamente. Un estudio mas
reciente realizado en 1341 aislamientos clinicos, incluyendo
160 de hongos, demostrd una identificacion precisa a nivel
de especie del 97,17% y 96,79% del VITEK®*MS y Microflex LT
(Bruker Diagnostics Inc.), respectivamente.

La tecnologia MALDI-TOF MS ha demostrado un buen des-
empefio para la identificacion de aislamientos clinicos de di-
ficil identificacion por métodos convencionales, en el estudio
de McElvania y Burnham?, se analizaron 168 aislamientos in-
usuales y la concordancia entre los métodos convencionales y
los dos sistemas comerciales de MALDI-TOF MS fue del 84,5%.
Dos aislamientos (1,2%) fueron identificados exclusivamente
por VITEK®MS vy siete (4,2%) por MALDI Biotyper®, pero nin-
gun aislamiento fue identificado exclusivamente por métodos
fenotipicos. El porcentaje de identificaciones correctas a nivel
de género fue de 86,3% y 92,3% para VITEK*MS y MALDI Bio-
typer® respectivamente, mientras que para nivel de especie
fue de 85,1% para ambos sistemas comerciales.

Levaduras

La identificacién de levaduras por MALDI-TOF MS también ha
demostrado ser precisa, y permitir la diferenciacién de espe-
cies estrechamente relacionadas y fenotipicamente indistin-
guibles, como las pertenecientes al complejo Candida parap-
silosis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis. En el estudio realizado
por Relloso y colaboradores®, se evaluaron 193 aislamientos
de levaduras provenientes de muestras clinicas identificados
por métodos convencionales (morfologia, cultivo en agar cro-
mogénico, sistema APl ID 32C y Vitek 2) y MALDI-TOF MS
con un espectrémetro de masas Microflex LT (Bruker Dalto-
nics Inc.). Se encontrd una concordancia entre ambos méto-

dos a nivel de especie de 95,38%. Dos aislamientos clinicos
previamente identificados como C. parapsilosis por métodos
convencionales fueron identificados como C. metapsilosis y C.
orthopsilosis por MALDI-TOF MS, resultados que fueron con-
firmados por secuenciacion. En otros tres casos de discrepan-
cia, dos fueron resueltos a favor de MALDI-TOF MS.

Un hallazgo similar fue reportado por Galan y colaborado-
res®, en un estudio realizado en 600 aislamientos de levadu-
ras. De acuerdo con la identificacién genotipica, 580 (96,7%)
fueron identificadas correctamente a nivel de especie por
espectrometria de masas con el instrumento Microflex LT
(Bruker Daltonics Inc.), técnica capaz de discriminar aisla-
mientos pertenecientes a especies que han precisado mé-
todos moleculares para su identificacién, como son C. dubli-
niensis, C. nivariensis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis, por lo
que los autores concluyen que MALDI-TOF MS es un método
rapido que permite la identificacion rutinaria de la mayoria
de las levaduras de importancia clinica, incluidas especies
poco frecuentes, asi como la diferenciacion de especies es-
trechamente relacionadas y solamente diferenciables por
métodos genémicos.

Hongos filamentosos

Algunos estudios han demostrado que la técnica de MALDI-
TOF MS puede ser utilizada para la identificacion rutinaria
de mohos clinicamente relevantes. Su implementacion en el
diagnostico se ha retrasado debido a las dificultades para
estandarizar un método de extraccion de proteinas eficiente,
asi como a las limitaciones en las bases de datos disponibles.
En consecuencia, algunos grupos de investigacion han desa-
rrollado bases de datos suplementarias obtenidas en condi-
ciones experimentales®®-%, El estudio realizado por Cassagne
y colaboradores® evalud cinco métodos para la preparacion
de aislamientos de mohos filamentosos a partir de cultivo y
su posterior identificacién por espectrometria de masas con
el sistema de Bruker Daltonics Inc. de 143 aislamientos, com-
binando variables relativas a las condiciones de cultivo (cal-
do/agar), tratamiento con y sin etanol y uso de tratamientos
térmicos y procedimientos de lisis mecanica. El método que
utilizd la extraccién quimica con acido férmico y acetonitri-
lo a partir de las colonias obtenidas en agar sabouraud su-
plementado con gentamicina y cloranfenicol, mostré mejor
calidad de los espectros y mayor reproducibilidad técnica.
Empleando este procedimiento de extraccién y la identifica-
cion por MALDI-TOF MS los autores construyeron la libreria
de espectros de referencia con 143 aislamientos de hongos
filamentosos. El andlisis posterior de 177 aislamientos clini-
cos arrojé un resultado de identificacion a nivel de especie en
el 87% y un 12% de fallos, éstos Ultimos debidos a la ausencia
de espectros de referencia en la libreria. Entre los aislamien-
tos identificados, la concordancia entre la identificacién por
MALDI-TOF MS y los métodos fenotipicos fue del 96,15%.

Hallazgos similares fueron encontrados por Lau y colabora-
dores?” en un estudio que comprendio la construccion de una
base de datos de mohos filamentosos con 294 aislamientos
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de 76 géneros y 152 especies. La validacion posterior en 421
aislamientos clinicos empleando el software Biotyper® en un
espectrometro de masas MicroFlex LT (Bruker Daltonics, Inc.)
obtuvo un 88,9% de identificaciones precisas a nivel de espe-
cie. Este desempefio fue superior al obtenido con la libreria
de espectros de referencia acoplada al equipo en el que s6lo
un 0,7% y 6,2% de los aislamientos fueron identificados a
nivel de especie y género.

Virus

El desarrollo de la identificacion de virus por MALDI-TOF MS
no ha sido tan prolifico como el observado en bacterias y
levaduras, pero se han reportado algunos estudios recientes,
en la mayoria de los cuales el material genético viral ha sido
amplificado por PCR antes de su analisis por espectrometria
de masas. En el estudio de Piao y colaboradores® se evalud
un protocolo para la deteccidon simultanea de ocho tipos de
virus asociados con infecciones entéricas, mediante el uso
de PCR multiplex acoplada a MALDI-TOF MS con interpreta-
cion de los espectros utilizando el sistema MassARRAY Typer
Analyzer (Sequenom, San Diego, CA). En 101 muestras cli-
nicas de materia fecal positivas para virus entéricos por RT-
PCR, el protocolo analizado proporcioné resultados con una
concordancia de 93,1%. De la misma manera, en el estudio
de Peng y colaboradores® se demostré la utilidad del ensa-
yo combinado entre PCR y MALDI-TOF MS para la deteccion
de enterovirus humanos causantes del exantema virico de
manos, pies y boca. Un estudio reciente que evalud el des-
empefo de la espectrometria de masas empleando el siste-
ma MassARRAY MALDI-TOF MS (Sequenom, San Diego, CA)
para la deteccion de 16 tipos del virus del papiloma humano
(VPH) de alto riesgo (asociados con cancer) en muestras de
citologia cervical, encontré una concordancia global casi per-
fecta en la discriminacion de las muestras positivas de las ne-
gativasy en los tipos 16, 35, 56 y 66 del VPH, en comparacion
con un kit comercial de genotipificacion?'.

Identificacion de microorganismos a partir de las
muestras biologicas

La identificacion de microorganismos directamente de mues-
tras bioldgicas es una de las aplicaciones con mayor impac-
to clinico potencial de la tecnologia MALDI-TOF MS, ya que
contribuye a una instauracion mas oportuna de la terapia an-
timicrobiana dirigida®. Su uso ha demostrado un incremento
en la supervivencia de los pacientes y la reduccién de los
costos derivados de la atencién en salud®. Diversos proto-
colos se han validado con el fin de subsanar algunas de las
limitaciones de la identificacién directa de microorganismos
por MALDI-TOF MS como la interferencia de las proteinas
humanas y del medio de cultivo en el caso de los hemocul-
tivos y la alta densidad de microorganismos requerida para
obtener un buen espectro de proteinas, ya que MALDI-TOF
MS requiere alrededor de 10° unidades formadoras de co-
lonias para tener una cantidad suficiente de proteinas que
permitan obtener un espectro confiable y especifico®*.
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Sangre

Se ha reportado una variedad de protocolos disefiados para
identificar directamente y con precision los microorganismos
presentes en hemocultivos positivos con diferentes procedi-
mientos de preparacion de la muestra®®; algunos incluyen el
empleo de tubos con gel separadores de suero para separar
eritrocitos y proteinas a partir de los caldos de hemocultivo®,
lisis de las células sanguineas con acido férmico o acido tri-
fluoroacético®®, centrifugaciones diferenciales® o filtracién a
través de membranas®*4.

Ferreira y colaboradores® emplearon un protocolo de prepa-
racién de la muestra consistente en una centrifugacién a baja
velocidad (2000 g por 30 segundos) utilizada para eliminar
los leucocitos y otra a alta velocidad (15,500 g 5 minutos)
para concentrar bacterias, seguida de un procedimiento de
extraccion con etanol absoluto, acido férmico al 70% (v/v)
y acetonitrilo. En 318 hemocultivos positivos encontraron
una concordancia entre la identificacion por MALDI-TOF MS,
empleando el espectrometro de masas Auto-flex Il (Bruker
Daltonics Inc.) y los métodos convencionales del 96,6% para
el género y 83,3% para especies de bacilos gram-negativos,
una concordancia mucho menor se encontré para 239 mi-
croorganismos gram-positivos (64,8% y 31,8% a nivel de gé-
nero y especie, respectivamente).

Estudios mas recientes han evaluado la introducciéon de un
procedimiento de filtracion a través de membranas para eli-
minar células sanguineas y proteinas séricas que permite ob-
tener espectros microbianos libres de interferencias, con con-
cordancias cercanas al 80% que muestran también un desem-
pefio superior para bacterias gramnegativas y levaduras®*4,

El estudio de Lagacé-Wiens y colaboradores*', mediante el
uso del kit de preparacién de la muestra Sepsityper® (Bruker
Daltonik GmbH, Bremen, Alemania) y analisis por MALDI Bio-
typer® de 61 hemocultivos monomicrobianos y dos hemocul-
tivos polimicrobianos encontrd una concordancia del 95,1%
frente a los métodos convencionales; con una reduccion del
tiempo promedio del resultado de 34,3 horas en un escenario
ideal y de 26,5 horas en una situacién mas practica en la que
los microorganismos requieren subcultivos y pruebas adicio-
nales para su caracterizacién definitiva. Un meta-analisis pu-
blicado recientemente, que incluyé 21 articulos de investiga-
cion que evaluaron el desempefio del estuche Sepsityper® en
el sistema de espectrometria de masas Microflex Biotyper®,
encontrd un porcentaje global de identificacion correcta a
nivel de especie en el 80% de 3320 botellas de hemocultivo
positivo. En bacterias gram-negativas los resultados fueron
consistentemente superiores (90%) en comparacion con las
bacterias gram-positivas (76%) o levaduras (66%)".

Orina

La identificacion rapida de patégenos en muestras de orina
es esencial para establecer una terapia antibidtica empirica
adecuada para el tratamiento de infecciones del tracto urina-
rio (ITU), ya que la confirmacion microbioldgica suele tardar
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entre 24 y 48 horas. Algunos estudios han evaluado el des-
empefo del MALDI-TOF MS para la identificacion directa de
microorganismos en muestras de orina, en conjuncién con
el uso de pruebas de tamizacion iniciales para determinar la
positividad de la muestra. En el estudio de Wang y colabora-
dores*, se realizd la comparacion entre los resultados de los
métodos convencionales de urocultivo, con MALDI-TOF MS
con un espectrémetro de masas Auto-flex Il (Bruker Daltonics
Inc.) acoplado a citometria de flujo (UF-1000i) para tamizar las
orinas positivas de individuos con sintomatologia de infec-
cion urinaria. Los resultados de MALDI-TOF MS fueron consis-
tentes con los obtenidos por los métodos convencionales en
1373 de las 1456 muestras analizadas (94,3%), incluyendo 982
muestras negativas. La concordancia entre la identificacion de
microorganismos por ambos métodos fue del 90,0% en las
muestras monomicrobianas, mientras que en las muestras
de orina con dos microorganismos, el MALDI-TOF MS pudo
identificar ambos microorganismos en el 9,0% de los casos.

Asi mismo, Burrillo y colaboradores* evaluaron el uso conjun-
to de la tincion de gram y la identificacion por el espectréme-
tro de masas Microflex LT (Bruker Daltonics Inc.) en muestras
de orina, encontrando que en el 82,7% de los casos se obtuvo
un resultado anticipado al obtenido por cultivo, con 13,4% de
errores menores y 3,9% de errores mayores. Aunque el im-
pacto clinico de estas estrategias debe ser evaluado a través
de indicadores referentes a la terapia antimicrobiana, se pue-
de inferir su impacto potencial al proveer resultados de iden-
tificacién de microorganismos en el transcurso de una hora.

El estudio realizado por Ferreira y colaboradores* compa-
ré el desempefio del MALDI-TOF MS utilizando el sistema
MALDI Biotyper®, frente a los métodos convencionales de
identificacion en 269 muestras de orina positivas. De las 220
muestras con recuentos de colonias >10° UFC/mL, la identifi-
cacién por MALDI-TOF MS fue concordante a nivel de espe-
cie en 91,8% de los aislamientos. Sin embargo, el desempefio
para la identificaciéon de microorganismos en muestras con
recuentos bacterianos inferiores no fue satisfactorio, hallaz-
go confirmado en otros estudios*,

Kohling y colaboradores?, tras el analisis de 107 muestras de
orina de pacientes con sospecha clinica de infeccion, encon-
traron una identificacion inequivoca del microorganismo por
el espectrémetro de masas Voyager DE™ STR MALDI-TOF
(Applied Biosystems™, Foster City, CA) de 60,7% de las mues-
tras; sin embargo, en los espectros de 40 de las 45 mues-
tras positivas para las cuales no se obtuvo identificacion, se
observd un triplete de picos intensos correspondientes a las
defensinas humanas 1, 2 'y 3, que redujeron la intensidad de
los picos de las proteinas bacterianas impidiendo la compa-
racién con la base de datos, lo que demuestra que tanto los
bajos recuentos bacterianos como la presencia de sustancias
interferentes presentes en las muestras, reducen el desem-
pefo del MALDI-TOF MS para la identificacion de microor-
ganismos en muestras de orina.

Liquido cefalorraquideo

Escasos reportes describen el uso del MALDI-TOF MS para
la identificacion directa de microorganismos causantes de
meningitis o encefalitis. Dos reportes de caso recientes, en
los cuales se realizd la identificacion del microorganismo en
liquido cefalorraquideo, muestran resultados prometedo-
res. En el reporte de Segawa y colaboradores® se realizd un
procedimiento de centrifugacién para remover leucocitos y
concentrar bacterias, seguido de extraccién con etanol ab-
soluto, acido férmico al 70% y acetonitrilo al 100%. El espec-
tro obtenido por MALDI-TOF MS empleando el instrumento
Microflex LT (Bruker Daltonics Inc.), correspondi6 a Klebsie-
lla pneumoniae, identificacion que fue confirmada por los
métodos convencionales. Asi mismo, un caso de meningitis
neumocécica en el que se utilizé MALDI-TOF MS para iden-
tificar con éxito el agente causal, fue reportado por Nyvang
Hartmeyer y colaboradores™.

Identificacion de marcadores de resistencia a los
antimicrobianos

Ademas de la identificacion de microorganismos, la tecnolo-
gia MALDI-TOF MS se ha aplicado a la deteccién de meca-
nismos de resistencia a los antimicrobianos, en especial, en
la determinacion de la produccion de B-lactamasas. En estos
ensayos, una soluciéon tamponada del antibi6tico es mezcla-
da con el cultivo e incubada. Esta mezcla es centrifugada y el
sobrenadante es analizado por MALDI-TOF MS. Las bacterias
productoras de B-lactamasas inactivan el anillo p-lactamico
del antibiodtico y tanto el desplazamiento de las masas de
las formas no hidrolizadas del antibidtico a las hidrolizadas,
como la aparicién de nuevos picos por la formacién de pro-
ductos de la degradacion del mismo son detectados en el
espectro de masas, permitiendo confirmar la presencia o au-
sencia de bacterias productoras de estas enzimas®'.

Sparbier y colaboradores®?, empleando un espectrometro de
masas Microflex LT (Bruker Daltonics Inc.), demostraron que
la hidrélisis enzimatica del anillo de B-lactamico resulta en la
desaparicién del pico original en el espectro, a través de un
desplazamiento de la masa molecular de +18 Da del agente
antibiotico intacto. Esta hidrdlisis es seguida por una descar-
boxilacion del producto hidrolizado, lo que resulta en un des-
plazamiento del pico de -44 Da mas de la forma hidrolizada,
cambios en los espectros que son facilmente detectados por
MALDI-TOF MS. Mediante este principio, y empleando dife-
rentes agentes inhibidores de B-lactamasas como éacido cla-
vulanico, tazobactam o acido 3-aminofenilborénico (APBA),
los mismos autores describieron la deteccion de resistencia a
ampicilina en E. coli, de cefotaxima y ceftazidima en E. coli y
K. pneumoniae, asi como la hidrolisis de carbapenémicos por
K. pneumoniae a través del uso de la tecnologia MALDI-TOF
MS. Adicional a los procedimientos basados en la hidrdlisis,
recientemente se ha reportado la utilidad de esta tecnologia
para la deteccion de cepas de E. coli pertenecientes al grupo
clonal ST131, productoras de Betalactamasas de Espectro Ex-
tendido (BLEE), mediante la visualizacién de un pico especifi-
co en el espectro de masas®*>.
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El estudio de Hrabak y colaboradores® realizado en 124 aisla-
mientos de Pseudomonas aeruginosa y diferentes especies de la
familia Enterobacteriaceae, incluyé 30 aislamientos productores
de carbapenemasas (VIM, IMP, NDM-1 y KPC-2). Mediante el
uso de MALDI Biotyper® y el software flexAnalysis 3.0 (Bruker
Daltonics Inc.) se determiné el perfil de la molécula intacta de
meropenem detectando tres picos correspondientes a merope-
nem y sus aductos monosddico y disddico, de 383, 405 y 427
m/z respectivamente; y posteriormente, los picos de los pro-
ductos de la degradacion del antibiético mediante la hidréli-
sis alcalina que provoca la ruptura del enlace amida del anillo
B-lactdmico. La determinaciéon de la presencia de la enzima
carbapenemasa se establecid por la desaparicién del pico de
meropenem intacto y del aducto monosédico en el espectro,
con una sensibilidad de 96,67%, y especificidad de 97,87% y
un tiempo de respuesta de 4 horas partiendo del cultivo puro.
Varios estudios posteriores han demostrado que el ensayo
de hidrdlisis del antibiético con deteccion por MALDI-TOF
MS es un método rapido para la deteccion de carbapenema-
sas clinicamente relevantes, incluyendo IMP, NDM, KPC, VIM,
OXA; sin embargo la variabilidad en las metodologias y en
el antibiético empleado como sustrato, muestra la dificultad
para definir un método universal para los ensayos de hidréli-
sis de antibidticos en espectrometria de masas®*->*

La capacidad de MALDI-TOF MS para detectar resistencia a
glicopéptidos también ha sido objeto de analisis con resulta-
dos prometedores. Griffin y colaboradores®, mediante un es-
tudio realizado con el sistema Microflex LT (Bruker Daltonics
Inc.) demostraron que MALDI-TOF MS es capaz de discrimi-
nar con rapidez y precisién los aislamientos de Enterococcus
faecium resistentes a vancomicina portadores del gen vanB,
basado en la presencia de picos especificos en los espectros
de masas que corresponden a una serie de péptidos que es-
tan especificamente relacionados con la expresién de esta
resistencia. Los resultados de la validacion prospectiva ob-
tenidos tras la incorporacién del procedimiento en el flujo
de trabajo de laboratorio demostraron una sensibilidad y es-
pecificidad del 96,7 y 98,1%, respectivamente. Este estudio
sefial6 ademas el potencial de MALDI-TOF MS para identifi-
car la relacion entre los aislamientos analizados mediante el
analisis de conglomerados, lo que puede ser Util en sospecha
de brote para determinar si los casos son el resultado de la
transmision local.

En el aflo 2000 se publicd el primer estudio sobre la rapida
capacidad de discriminacion de MALDI-TOF MS entre ais-
lamientos de Staphyl ococcus aureus resistente a meticilina
(SAMR) y S. aureus sensible a meticilina (SAMS), al detectar
una serie de picos en el espectro de proteinas resultante del
analisis por un espectrémetro de masa Kompact MALDI I
(Kratos Analytical Ltd., subsidiaria de Shimadzu Corporation),
algunos de ellos conservados a nivel de la especie, y otros
caracteristicos del estado de sensibilidad a oxacilina, seis pi-
cos para SAMR (m/z 891, 1140, 1165, 1229y 2127) y dos para
SAMS (m/z 2548 y 2647)".
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Mas recientemente, mediante el andlisis de los espectros de
masas obtenidos por MALDI-TOF MS con el sistema Microflex
LT (Bruker Daltonics Inc.), de aislamientos pertenecientes a los
cinco grandes complejos clonales de SARM adquirido en el
hospital, Wolters y colaboradores® reportaron la existencia de
diferencias reproducibles en los espectros, que permiten la
discriminacién entre los complejos clonales. El analisis poste-
rior de 60 aislamientos clinicos arrojé 15 perfiles de proteinas
diferentes y la agrupacion jerarquica de estos espectros mos-
tré alta concordancia con los complejos clonales, demostran-
do la capacidad de MALDI-TOF MS para proporcionar una
tipificacion de SARM rapida y de bajo costo, con un impac-
to potencial en el control de infecciones. En un estudio mas
reciente con 59 aislamientos de S. aureus estudiados por el
sistema de espectrometria de masas Autoflex | (Bruker Dalto-
nics Inc.), y métodos avanzados de analisis de los espectros,
Lasch y colaboradores® no pudieron identificar biomacado-
res que permitieran realizar una sub-diferenciacion de estos
aislamientos al nivel de clones o complejos clonales distintos,
asi como tampoco lograron una discriminacion evidente de
los aislamientos con resistencia a meticilina.

Impacto del uso del MALDI TOF MS

La introduccién de nuevas tecnologias en el laboratorio de
microbiologia, dando por sentado su buen desempefio y ca-
pacidad para complementar o reemplazar las tecnologias exis-
tentes, requiere el analisis de los costos como etapa final de la
implementacion. El MALDI-TOF MS no es la excepcion, aunque
todavia son escasos los estudios que abordan este aspecto.

Una de las principales ventajas de la tecnologia MALDI-TOF
MS es la facilidad de uso y la automatizacién del procedi-
miento que conlleva a mejorar la oportunidad de los resulta-
dos. La capacidad para analizar un gran nimero de aislamien-
tos simultdneamente permite incrementar el rendimiento;
ademas, una vez cargado el instrumento, las identificaciones
se pueden realizar en <1 minuto®. Esta mejora en el tiempo
de respuesta representa un beneficio sustancial en la oportu-
nidad del resultado y la atencion del paciente®>, asi como en
el ahorro que genera en los costos de atencién. Sin embar-
go, la eleccion de esta tecnologia conlleva costos importantes
relacionados con la adquisicion o arrendamiento del equipo,
ademas de los costos de mantenimiento que han sido cal-
culados de hasta un 10% del costo del equipo anualmente®’.

Una de las caracteristicas de MALDI-TOF MS es el menor
costo de identificacion por aislamiento comparado con el de
otros sistemas'®2265%8_Un estudio prospectivo que evalué es-
pecificamente los aspectos de tiempo para deteccidon y cos-
to efectividad del uso de MALDI-TOF MS en un laboratorio
hospitalario en 952 aislamientos clinicos, determind que el
MALDI-TOF MS realiz6 la identificacion de microorganismos
1,45 dias mas temprano que la metodologia estandar del la-
boratorio, y que la incorporacion de esta tecnologia permitid
ahorrar 52% en costos laborales y reactivos invertidos en la
identificacion de microorganismos por afo®. Ademas, se ha
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demostrado que con el uso del MALDI-TOF MS se reduce
hasta en una sexta parte el volumen de los residuos de ries-
go bioldgico generados, en comparacién con los producidos
usando los métodos convencionales®”.

Esto también fue reportado por Bilecen y colaboradores',
en un estudio en 1341 aislamientos clinicos que demostrd
que MALDI-TOF MS arrojo resultados de identificacién en un
periodo entre 5 a 30 minutos, superando en oportunidad del
resultado a los métodos bioquimicos convencionales, que
tardan entre 6-18 horas.

La importancia de la introduccién de una tecnologia diag-
néstica debe medirse por el impacto en la atencién del
paciente relacionado con instauracién de un pronto trata-
miento dirigido, disminucion de la morbilidad, mortalidad y
estancia hospitalaria, entre otros. En una revision sistematica
reciente se analizaron diez estudios que cumplian los crite-
rios seleccionados entre 775 reportados en la literatura®, se
encontré que el uso del MALDI-TOF MS se asocié con una
disminucion en los costos de atencion hospitalaria y dias de
estancia, con reduccién en los tiempos de instauracion de
una terapia adecuada.

Conclusién

La espectrometria de masas MALDI-TOF ha demostrado ser
una tecnologia precisa y rapida para la identificacion de mi-
croorganismos.

La capacidad de MALDI-TOF MS para identificar con pre-
cision diversos tipos de microorganismos como bacterias,
levaduras, mohos y virus, la hacen superior a los métodos
convencionales de identificacion; lo que a su vez representa
un reto para los laboratorios de microbiologia, pues abre un
espectro de "nuevos” géneros y especies no identificadas de
manera rutinaria, cuyo hallazgo podria tener implicaciones
clinicas y epidemioldgicas. Es por esta razén que es reco-
mendable que los resultados de microorganismos inusuales
obtenidos por espectrometria de masas, se acompafien de
una revision de la bibliografia existente con el fin de que el
laboratorio esté en la capacidad de orientar al médico en el
significado de este tipo de aislamientos dentro del contexto
de cada paciente, informacion Gtil para la toma de decisiones
terapéuticas y de manejo, asi como para el servicio de control
de infecciones institucional e incluso para los sistemas de vi-
gilancia en microbiologia, locales y nacionales.

La posibilidad de identificacién de microorganismos directa-
mente de muestras bioldgicas por espectrometria de masas
MALDI-TOF ofrece una ventaja sobre los procedimientos de
microbiologia tradicionales basados en el cultivo, pero es
recomendable que su implementacion esté integrada a al-
goritmos diagnosticos que integren los resultados de estas
nuevas tecnologias, con los de técnicas convencionales de
laboratorio como las coloraciones o el analisis citoquimico

de las muestras, que permitan incrementar su desempefio
y proporcionarle al médico un resultado que ademas de ser
rapido, sea preciso.

Finalmente, la implementacion de protocolos para la detec-
cion de mecanismos de resistencia a antimicrobianos, repre-
senta una revolucion en los procedimientos de microbiologia
tradicionales; no obstante, a la fecha, MALDI TOF MS no re-
emplaza el resultado del antibiograma tradicional que per-
mite la determinacién de la sensibilidad in vitro a un panel
completo de antimicrobianos.

La incorporacién de la espectrometria de masas al flujo de
trabajo del laboratorio de microbiologia permite obtener un
resultado de identificacion definitivo en un tiempo no ima-
ginable con los métodos convencionales de identificacion.
Con el objetivo de lograr que la reduccion en el tiempo del
resultado redunde en una instauracion temprana de la te-
rapia antimicrobiana adecuada, asi como en la disminucién
de los costos de atencidon y de la duracidon de la estancia
hospitalaria, se precisan canales directos e inmediatos de
comunicacion entre el laboratorio y el médico. Por esto, la
implementacion de tecnologias de diagnostico rapido de en-
fermedades infecciosas debe estar integrada a un programa
institucional de gerenciamiento de antimicrobianos (antimi-
crobial stewardship, en inglés), permitiendo la optimizacion
de la toma de decisiones en beneficio del paciente.

La espectrometria de masas MALDI-TOF va a ser una tec-
nologia de uso comun en los laboratorios de microbiologia.
Sus evidentes ventajas, a pesar del costo significativo de la
adquisicion o arrendamiento del instrumento; ademas de
los bajos costos de operacion comparados con los de otros
métodos convencionales, hacen de esta una tecnologia que
puede reemplazar en el futuro, muchos de los procedimien-
tos utilizados hasta ahora en el laboratorio de microbiologia.
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