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1. RESUMEN

Desde el siglo pasado, las infecciones causadas por Serratia marcescens se han
considerado de caracter oportunista afectando principalmente a pacientes
hospitalizados e inmunosuprimidos, lo que las clasifica como infecciones
asociadas a la atencién en salud (IAAS). Actualmente, este agente es causante de
un amplio rango de enfermedades tales como, neumonia, meningitis, infecciones
del tracto urinario, torrente sanguineo, oculares, de heridas, piel, entre otras, que
se han atribuido a instrumental médico contaminado, manos contaminadas del

personal médico o soluciones desinfectantes.

En afios recientes, los reportes epidemioldégicos muestran un aumento en las IAAS
causadas por esta bacteria y sumado a esto un incremento en la resistencia a
antimicrobianos por lo que para su identificacion son necesarios métodos mas

rapidos, reproducibles, sensibles y especificos.

El objetivo de este trabajo es evaluar la sensibilidad y la especificidad de una
plataforma comercial (VITEK® MS — bioMérieux®) para la identificacion de cepas
de Serratia marcescens aisladas de diversos origenes clinicos mediante
espectrometria de masas con tecnologia MALDI-TOF (por sus siglas en inglés
Matrix-assisted Laser Desorption lonization Time Of Flight). Se identificaran 198
aislados por medio de pruebas bioquimicas convencionales y se confirmara su
identidad con un sistema automatizado basado en espectrometria de masas
MALDI-TOF.



1.1PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Durante décadas, en el laboratorio de microbiologia clinica se han empleado
métodos de identificacion basados en el perfil bioquimico y metabdlico de las
bacterias. Al paso de los afios se han logrado automatizar la realizacién y lectura
de las pruebas, sin embargo, el fundamento es similar a las pruebas de

identificacion clasicas. @

El avance tecnoldgico permitié el uso de las distintas técnicas basadas en biologia
molecular como método de identificacion, las cuales tienen alta sensibilidad y
especificidad, pero no todos los laboratorios tienen los recursos necesarios para

su implementacion.

Para un diagnostico y un tratamiento adecuado, es necesaria la identificacion
eficaz y oportuna de las bacterias que ocasionan patologias que hoy en dia
continlan generando una elevada mortalidad y morbilidad, dado que esto
repercute directamente en el manejo del paciente y su prondstico, y debido al

aumento en la resistencia a los antimicrobianos. @

Si bien, los sistemas automatizados (basados en pruebas bioquimicas) utilizados
en la actualidad para la identificacion rutinaria de microorganismos patdgenos al
humano, son altamente confiables, para obtener un resultado se requiere de 24 a
72 horas. Esto ha obligado a la creacion de nuevas tecnologias y sistemas que en

poco tiempo obtienen resultados con alto nivel de confianza.

En fechas recientes la espectrometria de masas MALDI-TOF, ha surgido como
una alternativa rapida y eficaz para la identificacion de bacterias en el laboratorio

clinico. @

Por otro lado, Serratia marcescens, es una bacteria que en un inicio era
considerada inofensiva para el humano, sin embargo, se ha reportado desde el
siglo pasado como patégeno oportunista y cada vez mas aumenta el numero de

casos, por lo que es importante que su identificacién sea precisa y oportuna. ¢#5



1.2 JUSTIFICACION

Los requisitos de un equipo automatizado de identificacion microbiologica ideal,
deberian ser; capacidad de deteccion de cualquier microorganismo, deteccion a
partir de la muestra clinica directa, obtencion de resultados en un periodo corto de
tiempo (1-6 h), deteccidon de resistencia, factores de virulencia o toxinas, y una
buena relacion costo-efectividad. @ Hasta el momento el espectrémetro de masas,
en especifico el equipo VITEK® MS, cumple con algunas de las caracteristicas
antes descritas y aunque la técnica ya fue propuesta hace varias décadas, su

aplicacion en el trabajo rutinario en algunos laboratorios es reciente.

En este trabajo se pretende evaluar la sensibilidad y la especificidad de una
plataforma comercial (VITEK® MS — bioMérieux®) de un sistema automatizado de
espectrometria de masas frente a la identificacion bioquimica convencional,
utilizando una coleccion de cepas de Serratia marcescens aisladas de diversos

origenes clinicos.



1.30BJETIVOS

1.3.1 Objetivo General
Validar una plataforma comercial (VITEK® MS) de un sistema automatizado
basado en espectrometria de masas para la identificacion de Serratia marcescens
a partir de una serie de aislados de distintos origenes clinicos comparandolo con

pruebas bioquimicas convencionales especificas para esta especie.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Verificar la viabilidad y obtener cultivos puros de las cepas de Serratia
marcescens.

e Aplicar el método de andlisis de células intactas para la identificacién de S.

marcescens por medio de espectrometria de masas MALDI-TOF.

1.4HIPOTESIS
Se espera que la metodologia propuesta por la plataforma comercial, VITEK® MS,
sea una técnica rapida y confiable que reduzca el tiempo de identificacion de los
aislados clinicos de Serratia marcescens en comparaciéon con los métodos

convencionales.
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2. MARCO TEORICO
2.1Serratia marcescens
2.1.1 Caracteristicas generales

Serratia marcescens es un bacilo Gram negativo sin agrupacién que mide 0.5 a

0.8 um de ancho por 0.9 a 2um de largo; es aerobio facultativo y movil. ©:6.7)

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, y dentro de la misma, algunos autores,
la clasifican en la divisién Klebsiella-Enterobacter-Serratia (KES) debido a su
importancia clinica como patégeno oportunista. ®® Es una bacteria que se ha
aislado de diversas fuentes, entre ellas; agua, suelo, animales, alimentos y

plantas.®9

Como otros miembros de las enterobacterias, es un microorganismo fermentador
de glucosa, oxidasa negativa y reduce el nitrato a nitrito. También fermenta
sucrosa, manitol, sacarosa y D-sorbitol, en cambio, no fermenta lactosa, L-
arabinosa y rafinosa. Es indol, ureasa y arginina dihidrolasa negativo; mientras
gue es citrato, lisina-descarboxilasa, ornitin-descarboxilasa, catalasa y Vogues-
Proskauer positivo. A diferencia de otros miembros de su familia, tiene la

capacidad de producir DNAsas, lipasas y gelatinasas. (%:6:9:10)

Su desarrollo en los medios utilizados en el laboratorio clinico (agar tripticase
soya, agar sangre de carnero al 5%, agar chocolate y agar McConkey) es
adecuado. Crece bien, entre los 30 y 37°C aunque, en comparacién con otras
especies de su género, es incapaz de crecer a una temperatura menor a los 5°C.
® Se ha comprobado el potencial de S. marcescens para sobrevivir en
condiciones extremas o utilizar muy pocos nutrientes para desarrollar, por ejemplo,
se ha aislado este microorganismo en soluciones desinfectantes, antisépticos y

agua bidestilada. ®

Una de las caracteristicas principales de este microorganismo es que algunas
cepas de S. marcescens son capaces de producir un pigmento rojizo llamado

prodigiosina. EI nombre se le atribuye a Kroft, quien fue el primero en extraerlo en

11



1902, pero fue hasta 1960 que su estructura fue determinada. Quimicamente, ésta
molécula se compone por tres anillos pirrolicos (Figura 1), es insoluble en agua,

por lo que no difunde al agar; y es fotosensible. 6.7

Figura 1.- Estructura quimica de la prodigiosina 9

El tono y la intensidad puede variar del rojo oscuro al rosa palido dependiendo de
las condiciones y el tiempo de crecimiento de las colonias, incluso se ha visto que

desaparece al realizar resiembras. ("

Su biosintesis se ve afectada por factores como temperatura, pH, iones
inorganicos, algunos aminoacidos y carbohidratos. Asimismo cuando los cultivos
se incuban entre 28 y 30°C la produccion del pigmento es favorecida mientras que

a 37°C no se observa esta coloracion. 67

La prodigiosina no es exclusiva de S. marcescens, S. plymuthica y S .rubidaea,
otras especies del género, que también causan infeccion, lo producen, asi como
otras bacterias Gram negativas de origen marino, hasta ahora sin importancia
clinica, Pseudomonas magnesiorubra, Vibrio psychroerythreus y Hahella
chejuensis,. 11 Existen otros microorganismos capaces de formar pigmento rosa
0 rojo como las levaduras Rhodotorula sp. y Sporobolomyces salmonicolor, las

cuales estan relacionadas con infecciones humanas poco frecuentes.(t213.14)

El papel fisiolégico de la prodigiosina en la bacteria, aun es desconocido, no

obstante, se ha encontrado que ésta molécula tiene propiedades, antiparasitarias,
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antifingicas y actibacteriales y actualmente hay investigaciones sobre su actividad
farmacolégica como agente inmunosupresor y anticancerigeno debido a sus

propiedades inmunomoduladoras. ¢:11.12)
2.1.2 Antecedentes

Las primeras observaciones de este microorganismo datan del siglo Vl a. de C y
se han encontrado muchas referencias donde se relaciona a esta bacteria con
acontecimientos “milagrosos” debido a su crecimiento en hostias. Hasta 1823, un
farmacéutico italiano, Bartolomeo Bizio, confirmé que los fendmenos eran
causados por un microorganismo, solo que para ese momento no se tenia claro si
era una bacteria. () Es por esta razén que en afios subsecuentes a su
descubrimiento, este microorganismo recibié distintos nombres (Tabla 1) ® pero
Bizio fue quien le asignd el nombre que hasta 1980 seria el definitivo, Serratia en
honor a Serafino Serrati, un fisico italiano pionero en la invencion del barco de
vapor; y marcescens, que deriva del latin marceo que significa “decaer o
descomponer” ya que observO que la intensidad del pigmento cambiaba

rapidamente. ()

Tiene preferencia por los alimentos hechos a base de harina de maiz y que
contienen almiddn, razon por la cual se descubrié su existencia, aunque, cuando
se encontraban colonias pigmentadas desarrollando sobre éstos, eran

confundidas con gotas de sangre. ("
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Tabla 1.- Nombres asignados a Serratia marcescens a lo largo del tiempo. 9

Nombre Autor Afo
Serratia marcescens Bizio 1823
Zaogalactina imetrofa Sette 1824
Mucor sanguineus DeCol 1824
Protococcus imetrophus Meneghini 1838
Monas prodigiosa Ehrenberg 1849
Palmella prodigiosa Montagne 1853
Micraloa prodigiosa Zanardini 1863
Bacteridium prodigiosum Schroeter 1872
Microcococcus prodigiosus Cohn 1872
Micrococcus imetrophus Trevisan 1879
Bacillus prodigiosus Fligge 1886
Bacillus imetrophus Trevisan 1887
Bacillus marcescens De Toni y Trvisan 1889
Bacterium prodigiosum Lehmann y Neumann 1896
Coccobacterium sp. Schmidt y Weiss 1902
Liquidobcterium prodigiosum Orla-Jensen 1909
Dicrobactrum prodigiosum Enderlein 1917
Erythrobacillus prodigiosus Winslow et al. 1920
Salmonella marcescens Pribram 1929
Salmonella prodigiosa Pribam 1929
Chromobacterium prodigiosum Topley y Wilson 1929

Antes de considerar patdgena a Serratia marcescens fue utilizada como marcador
biol6gico en muchos experimentos para explicar los mecanismos de infeccion en
el hombre, y por el ejército de Estados Unidos Americanos para estudiar la
vulnerabilidad de su poblacion frente a una guerra bioldgica, dado que era facil

reconocer sus colonias pigmentadas. ¢:6.7)
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2.1.3 Importancia de las infecciones por Serratia marcescens

Las infecciones causadas por los miembros del género Serratia, en particular S.
marcescens, no fueron reconocidas hasta después de los afios 50. Ahora, S,
marcescens se considera un patégeno importante para el humano, responsable de

infecciones nosocomiales, algunas dificiles de tratar. ©

S. marcescens, en relacién a su género, es la especie con mayor probabilidad de
ser recuperada en las muestras clinicas, y asi como otras enterobacterias, se
puede encontrar en gran variedad de éstas, por ejemplo, liquido cefalorraquideo,

orina, muestras pulmonares, sangre, secreciones de heridas, etc. ©

A pesar de que en las primeras infecciones atribuidas a S. marcescens se lograba
aislar un microorganismo que producia un pigmento rojo, ahora, se sabe que la
mayoria de las cepas que se recuperan en el laboratorio clinico no son

pigmentadas, por lo que son dificiles de distinguir de otros organismos. &9

En la literatura, se cuenta con mas de 200 reportes donde se ha identificado a S.
marcescens en brotes epidémicos, por esta razdn se cree que las infecciones

causadas por esta bacteria son, principalmente, de origen nosocomial ©

Se ha visto que afecta en lo primordial, a pacientes con inmunosupresion severa o
pacientes en estado critico, sobre todo en unidades de cuidados intensivos tanto
de adultos como en poblacién pediatrica, especialmente en unidades de cuidados

intensivos neonatales (UCIN). :16)

El principal sitio que infecta es la sangre, seguido del tracto respiratorio y el tracto
gastrointestinal. También puede afectar el tracto urinario y raras veces el sistema
nervioso central. 41617) | os principales factores de riesgo asociados, asi como las
fuentes de infeccién, son diversos, en la tabla 2 se reinen algunos reportados en

la literatura, de acuerdo al tipo de paciente ¢6.7.16,17.18,19)
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Tabla 2.- Factores de riesgo y fuentes de infeccion relacionados a infecciones

causadas por S. marcescens. (367.16,17.18,19)

Tipo de Reservorios o fuentes de infeccion Factores de riesgo
pacientes
Adultos Nebulizadores contaminados Inmunosupresion
Medicamentos inhalados Uso de antibidticos de amplio espectro
Sistemas de aire acondicionado Colocacion de catéteres
Lavabos Cirugias
Broncoscopios Uso de esteroides
Ropa quirtrgica Estancia hospitalaria prolongada
Solucion salina normal o heparinizada Procedimientos que implican la
Jabén liquido manipulacion del tracto respiratorio y
Dispensadores de jabon urinario
Agua del grifo
Medicamentos contaminados
Transfusiones
Bolsas recolectoras de orina
Soluciones desinfectantes contaminadas
Pediatricos Manos de personal sanitario Prematurez

Exposicion al personal sanitario

Leche contaminada (materna y de férmula)
Extractores de leche

Nutricién parenteral contaminada

Otros pacientes infectados o colonizados
Incubadoras

Laringoscopios

Tubos de succién
Dispensadores de jabon
Sistemas de aire acondicionado
Soluciones y jabon
contaminados

Nebulizadores

desinfectante

Bajo peso al nacer (<1.5 kg)
Tratamiento antimicrobiano prenatal
Duracién del tratamiento antimicrobiano
con gentamicina o ampicilina

Tiempo de estancia hospitalaria

Duracién de la estancia en UCIN

Infeccion materna antes del parto
Exposicion a procedimientos invasivos
catéteres

(colocacién  de Venosos,

intraperitoneales o urinarios)

16



Algunas de las infecciones que causa S. marcescens son dificiles de tratar debido
a que es frecuente que las cepas implicadas demuestren multi-drogo resistencia.
Se sabe que la resistencia a varias clases de antibi6ticos, incluyendo algunos (-
lactdmicos y tetraciclinas, es de tipo intrinseca y que el principal mecanismo de

adquisicion es por transferencia horizontal de genes a través de plasmidos. (7:12.16)
2.2Métodos de identificacion bacteriana

En microbiologia, se utilizan gran variedad de métodos para identificar los
microorganismos que provienen de muestras clinicas, con el objetivo de conocer
la identidad del agente etiolégico responsable del proceso infeccioso y para
conocer las implicaciones patoldgicas, la evolucion clinica, y aplicar una terapia
antimicrobiana eficaz. Para identificar un aislamiento bacteriano se requiere el
analisis de la informacion obtenida en las pruebas que describen los perfiles

caracteristicos de las bacterias. (2021

Por lo general, en la mayoria de los laboratorios, la identificacion bacteriana se
lleva a cabo mediante tinciones y siembra de los microorganismos en medios de
cultivo rutinarios, ademas de pruebas para diferenciar entre las distintas especies.
En 1970, este proceso se hizo mas sofisticado con la creacion de las tiras API
(Analytical Profile Index, por sus siglas en inglés). Hasta 1990, fue que algunos
métodos fenotipicos se automatizaron; y a partir del afio 2000 se incorporo al
laboratorio, la identificacion genotipica. Siendo asi, los métodos pueden ser

divididos en dos grupos, fenotipicos y genotipicos. 2
2.2.1 Métodos fenotipicos

Los criterios fenotipicos se basan en las caracteristicas fisicas y metabdlicas
observables de las bacterias, como su morfologia, desarrollo, y propiedades
bioquimicas. En el presente, todavia la mayoria de las estrategias de identificacion
se realiza por medio de métodos convencionales que se basan en estas

caracteristicas, puesto que su realizacion y costo los hacen mas accesibles. 2921
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Los métodos fenotipicos permiten la identificacion bacteriana a nivel de género
pero no en todos los casos a nivel de especie. ??

La cantidad y tipos de pruebas seleccionados dependen de varios factores, como
el tipo de bacterias a identificar, la importancia clinica del aislamiento bacteriano y
la disponibilidad de los métodos. %

El tiempo para lograr la identificacion bacteriana depende en gran parte del
periodo de incubacion necesario antes de disponer de los resultados de la prueba.
A su vez, la duracion de la incubaciéon depende de si la prueba determina la
actividad metabdlica que requiere crecimiento bacteriano o si la prueba se basa en
la determinacion de la presencia de una enzima o de determinado producto celular
gue puede detectarse sin la necesidad de crecimiento de la bacteria. Muchos
esquemas de identificacion convencionales especifican 18 a 24 horas de
incubacion, o mas, antes de que las pruebas puedan interpretarse con precision.
Por lo que siempre se ha buscado desarrollar estrategias de identificacibn mas

rapidas. %

En el mercado existen numerosos sistemas 0 equipos multipruebas con el fin de
conseguir una mayor rapidez en la identificacion de algunas bacterias. También
hay sistemas cuya inoculacion, incubacion y lectura se efecttan de modo
automatizado, incorporando los datos obtenidos en un ordenador, el cual
proporciona, con un indice alto de confiabilidad, la identificacion del
microorganismo. La tabla 3 muestra los sistemas disponibles para la identificacion

de enterobacterias, familia a la que pertenece S. marcescens. 20.21.23)

En la actualidad se ha planteado la idea de la “automatizacion total” del laboratorio
de microbiologia e incluso ya se han creado mecanismos que comprenden
equipos en linea para siembra, analisis de colonias desarrolladas mediante
digitalizacién de imagenes y posterior identificacion por espectrometria de masas y

realizacion de antibiograma automatizado a las colonias identificadas. 4

18



Tabla 3.- Sistemas comerciales de identificacion fenotipica para enterobacterias.

(20,21,23)
Tipo de Tiempo de
sistema Nombre Fabricante incubacion
API 20E bioMérieux® 18-24 h
API RapiD 20E 4h
Manual Crystal Enteric/Nonfermenter  Becton Dickinson Diagnostic 18-20h
Systems ®
RapID ONE Remel ® 4h
BD Phoenix NID Becton Dickinson Diagnostics 2-12 h
Systems®
VITEK GNI bioMérieux® 4-13 h
Automatizado VITEK 2 GNI + 2-12 h
NEG ID Type 3 Dade MicroScan, Inc® 15-42h
Rapid NEG ID Type 3 25h
Sensititre AP 80 Trek Dignostics Systems® 5-18h

19



2.2.2 Métodos genotipicos

Los métodos de identificaciobn genotipica involucran la determinacién de alguna
porcion del genoma bacteriano a través de técnicas que realizan el analisis de
acidos nucleicos (DNA o RNA). Estos pueden detectar, identificar y caracterizar
etiologias infecciosas, reduciendo los tiempos de identificacibn asi como

mejorando la sensibilidad y especificidad. 3129

Hay un gran nimero de métodos moleculares disponibles, la mayoria de ellos se
basan en el andlisis de DNA, ya sea en base a la amplificacion o la secuenciacion.
Estas estrategias pueden tener un enfoque relativamente simple basado en
amplificacion de DNA (PCR o ensayos de deteccion relacionados); o mas
complejo como el andlisis de fragmentos de restriccion (RFLP) o la secuenciacion

del genoma completo. %6)

Estas técnicas se han incorporado al diagnostico clinico como un complemento a
los métodos convencionales y de manera particular, para identificar agentes
nuevos, no cultivables o fastidiosos, y para la deteccibn de Vvirus.
Desafortunadamente muchos de los laboratorios ain no emplean ningun tipo de
diagnostico molecular por lo cual, la realizacion de la pruebas se limita a centros
especializados o de referencia. Ademas, a pesar de las ventajas del diagndstico

molecular, alin no logra reemplazar los métodos convencionales. (252728)
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Tabla 4.- Ventajas y desventajas del uso de métodos moleculares en bacteriologia
clinica (2527.28)

Criterio

Ventajas

Desventajas

Identificacion

Capacidad para identificar agentes dificiles de
cultivar

Capacidad para detectar agentes infecciosos
en pacientes con terapia antimicrobiana previa
realizar con

La identificacibn se puede

ausencia de cultivo

Problemas asociados a
contaminacién microbiana
Problemas con la inhibicién de

las enzimas utilizadas en PCR

Problemas con
microorganismos donde la
extraccion del DNA es

complicada
El tiempo varia segun el

método a utilizar

Costo-
Efectividad

Es rentable, particularmente con muestras de

cultivo negativo y pruebas seroldgicas
negativas, para evitar el analisis extendido de
varios patégenos potenciales

Favorece a la eleccion de tratamiento
antibiético adecuado

Favorece que la estancia hospitalaria del

paciente se reduzca

Se requieren areas y equipo
especializados

Equipos y reactivos costosos
dependiendo del método que
se apligue (termocicladores,
secuenciadores, primers,
reactivos para PCR etc.)

Se requiere capacitacién para
personal y que éste cuente con
conocimientos de  biologia

molecular

Impacto en la
terapia

farmacoldgica

Se puede iniciar o modificar una terapia de

manera temprana, en presencia de una
identificacion molecular de una muestra de
cultivo negativo 0 pruebas seroldgicas
negativas

resistencia

Deteccibn de genes de

antimicrobiana por medio de PCR
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2.2.3 Protedmica

El proteoma es definido como el niumero total de proteinas expresadas por el
genoma de una célula en un tiempo determinado. A diferencia del genoma, el
proteoma es dindmico y varia con el tipo de célula, estado de desarrollo y

condiciones ambientales. (2939

La protedmica es el estudio y caracterizacion de dichas proteinas, incluyendo la
expresion, estructura, funciones y modificaciones. El término fue usado por
primera vez por Mark Wilkins a mediados de los afios noventa. Involucra las
técnicas para la identificacion y cuantificacion de proteinas de un tejido célula u
organismo. En general, el andlisis protedbmico comprende la purificacion,

separacion e identificacion de las proteinas. (2029

En los ultimos afos, se han logrado grandes avances en el campo de la
protedmica. Las tecnologias son rapidas y sensibles, y la combinacion de éstas ha
permitido el estudio de proteinas en todos los tipos de organismos tanto

eucariontes como procariontes. 29

Uno de los progresos mas importantes en la protedmica ha sido la espectrometria
de masas, en especifico la tecnologia MALDI-TOF. Una aplicacion de mucho
interés en microbiologia es la identificacion de microorganismos basada en el perfil
de proteinas, ya fue propuesta hace varios afios y se ha introducido en muchos

laboratorios de microbiologia clinica en la Gltima década. ?%
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Técnicas basadas en
cromatografia

Técnicas
convencionales

ELISA

Western-Blot

Microarreglos

Proteémica

Técnicas avanzadas

Electroforesis en gel

Técnicas cuantitativas

Espectrometria de
masas

Secuenciacion de
Edman

Técnicas de alta
eficiencia

Cristralografia de
Rayos-X

Analisis Bioinformatico

Espectroscopia RMN

Figura 1.- Visién general de las técnicas utilizadas en protedémica. %
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2.3Espectrometria de masas MALDI-TOF
2.3.1 Antecedentes

De manera general, la espectrometria de masas (EM) es una técnica de andlisis
utilizada para caracterizar sustancias, determinando su masa molecular asi como
obtener su informacién estructural, o detectar su presencia y/o cuantificar su

concentracion. GV

A lo largo de los afios, ha ampliado su alcance desde is6topos a moléculas
pequefias, moléculas organicas mas complejas, hasta macromoléculas como
acidos nucleicos y proteinas. Igualmente, la espectrometria de masas, engloba
una gran variedad de modalidades pero todas se basan en la produccion de iones

y su posterior analisis. ¢?

Dado que la EM surgié como una técnica de analisis de compuestos inorganicos,
parte de su hallazgo se le atribuye al fisico J.J Thomson, conocido por sus
contribuciones al descubrimiento del electrén. El creé el primer instrumento que
podria considerarse un espectrometro el cual media lo pesos atomicos de los
elementos. Mas tarde Aston y Dempster, estudiantes de Thomson, crearon una
version mas avanzada de este instrumento, con el que probaron la existencia de

isotopos no radiactivos de algunos elementos 3

En los afos siguientes, se realizaron modificaciones a los espectrometros de
masas y se fueron introduciendo nuevos sistemas de ionizacién para ampliar el
rango de materiales que podian analizarse. En consecuencia las aplicaciones de
la EM se expandieron a otras areas de la ciencia partiendo de la quimica organica,

hasta llegar al campo de la biologia y la bioquimica 2

Durante la primera mitad del siglo XX, se establecieron los distintos esquemas de
separacién de iones que se conocen. En 1946 W.E. Stephens creé el sistema

TOF, el analizador de masas mas utilizado dentro del campo de la microbiologia.
(32)
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Un factor importante que permitié la aplicacion de la EM para el estudio de
macromoléculas y por ende la identificacion de bacterias y otros microorganismos,
fue la llegada de las técnicas de ionizacion suave. La fuente de ionizacion ha sido
un aspecto que ha ido evolucionando; de acuerdo al campo de estudio donde se

emplea y la muestra a analizar, se requiere un tipo de ionizacion especifico. ¢34

La tecnologia que se utiliza actualmente en microbiologia (MALDI), fue aplicada a
partir de 1996, no obstante, en afios anteriores se tenia una idea de la misma.
Desde que se comenz0 el analisis de macromoléculas con EM, el principal reto fue
proporcionar la energia suficiente para ionizarlas sin destruirlas. En los afos
ochenta se implementé el uso de laser para ionizar y volatilizar moléculas.
Diversas técnicas fueron utilizadas pero aun no se conseguia preservar la
integridad de la muestra por completo. En 1987, Kochi Tanaka, ingeniero japonés,
consiguio ionizar y detectar proteinas de alto peso molecular con una suspension
de nanoparticulas metalicas en glicerol. Finalmente, Michael Karas y Franz
Hillenkamp desarrollaron la técnica conocida como MALDI. Aunque en un inicio
trabajaron con aminoacidos, implementaron el uso de una matriz organica que era
capaz de absorber la energia y transferir una parte a las moléculas de la muestra

e ionizarlas. (32:34)

La EM fue propuesta como un nuevo método de identificacion bacteriana a partir
de 1970. Pese a que se tenian altas expectativas de la técnica para el campo de la
microbiologia clinica, pasé mas de una década para que el primer equipo de

identificacion basado en MALDI-TOF MS se comercializara. @

En 1996 Holland et al., realizaron los primeros analisis de células bacterianas
intactas, es decir sin ningun tratamiento previo, basandose en espectrometria de

masas MALDI-TOF. Con su trabajo logr6 demostrar la rapidez de este método.
(35,36)
Hasta el afio 2009 Seng et al., publicaron el primer trabajo que seria clave para la

introduccion de esta tecnologia al trabajo rutinario en el laboratorio de
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microbiologia clinica puesto que una gran cantidad de cepas fueron analizadas
dando mas del 95% de identificaciones correctas. 536)

2.3.2 Fundamento

MALDI-TOF MS es una técnica analitica que permite la identificacion rapida de
microorganismos a nivel de especie mediante el analisis total de proteinas, en su
mayoria ribosomales, del rango entre los 2 000 y los 20 000 Da. El andlisis se
realiza a partir de bacterias completas o de extractos de ellas. Estas son
depositadas en una placa de acero inoxidable, y son impregnadas con una matriz
organica que cristaliza la muestra. El complejo matriz-bacteria es irradiado con un
laser de nitrogeno, generando iones en fase gaseosa (desorcidn-ionizacion por
laser asistida por matriz). Posteriormente las particulas son aceleradas, y pasan a
través de un tubo de vacio. El tiempo que tardan en atravesarlo (tiempo de vuelo)
esta en funcidn de su relacion masa/carga (m/z) y es medido con un detector. La
deteccion de los iones genera un espectro de masas caracteristico de cada
bacteria (huella peptidica) el cual es comparado con una base de datos de

referencia y por consiguiente se logra la identificacion del microorganismo.
(34,37,35,38,39)

Por lo anterior, los tres elementos principales que forman un espectrometro de

masas son: la fuente de ionizacién, el analizador de masas y el detector. @
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Ezpectro de masas

Intensidad

L L bt T Resultado
miz

— Deteccion
] m L
e Yo
Separacion TOF
Tubo de vacio o o

Laser T

Aceleracion
[Campo Eléctrico)

Matrix-assisted
laser desorption
ionization
(MALDI)

Matriz cristalizada
con el analito

Placa de acero inoxidable
Figura 2.- Principio de MALDITOF MS para la identificacién de bacterias. 3943

2.3.3 Componentes

2.3.3.1 Fuente de lonizacién

El punto de partida de un analisis por espectrometria de masas es la formacion de
iones gaseosos de la muestra; el alcance y utlidad del método estan
condicionados por el proceso de ionizacion. La apariencia del espectro de masas
para las distintas moléculas que se analizan depende en gran parte del método

para formar los iones. “9

Existen muchas fuentes de ionizacion; la tecnologia MALDI-TOF MS; como su
nombre lo indica, utiliza una fuente de desorcién en donde el agente ionizante, un
haz de laser de nitrdgeno de longitud de onda de 337nm, transforma la muestra en

iones gaseosos de manera directa. (2940
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Previo a la ionizacién, la muestra debe combinarse con un acido organico sobre
una placa de metal. La funcién principal de esta sustancia es cristalizar la muestra
para absorber la energia del laser y transferir parte de ésta a la muestra,
conservando asi la integridad de la misma. ?364) |La matriz absorbe la luz
ultravioleta que proporciona el laser, después una parte de ésta se calienta

rapidamente (en nanosegundos) y se vaporiza junto con la muestra. 2

La eleccion del &cido depende del tipo de muestra que se estudia. Las mas
comunes son el acido 2,5-dihidroxibenzéico (para oligosacaridos, glicopéptidos y
glicoproteinas), el acido a-ciano-4-hidroxicinamico y el acido sinapinico (para

proteinas). (:36:41)

Seguido a esto, los iones son formados tras bombardear el complejo matriz-
muestra con el laser. Esto produce una nube de particulas, de la cual los iones
son extraidos al someterse a un campo eléctrico. El analisis involucra cientos de

disparos de laser para crear el espectro final y eliminar el ruido de fondo: 229

Es importante mencionar que una propiedad caracteristica de los espectrometros
de masas es que todos los componentes, con excepcion del procesador de la
sefal y el dispositivo de lectura, cuentan con un sistema de vacio para mantener
bajas presiones (10% a 102 torr) facilitando la produccién y manipulaciéon de
electrones y iones libres, ademas de evitar interferencias con componentes

atmosféricos. 40
2.3.3.2 Analizador TOF

Se trata del componente principal del espectrémetro. A pesar de existir diferentes
analizadores, éste es uno de los mas simples y es el mas utilizado en las

aplicaciones de la EM dentro del campo de la microbiologia. ®

En el analizador los iones cargados de distintos tamafios son acelerados por
medio de un campo eléctrico de 102 a 10*V. Las particulas aceleradas atraviesan
un tubo de aproximadamente un metro de longitud y son separados de acuerdo al

tiempo que tarda cada ion en recorrer el tubo hasta llegar al detector (tiempo de
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vuelo), el cual esta en funcion de su relacién m/z; en consecuencia las particulas

mas ligeras llegan primero al detector que las pesadas. 240

La mayor parte de los iones generados poseen una sola carga (z=1) por lo que la

relacion m/z es igual a la masa molecular (m). @

Algunos analizadores incluyen un espejo o reflector al final del tubo que proyecta
los iones hacia el detector; su funcion es incrementar la longitud del tubo para
compensar las velocidades cinéticas antes que los iones impacten con el detector;
con ello se obtiene un aumento en la resolucién del sistema al momento de

generar el espectro de masas. “9
2.3.3.3 Detector

Al final del analizador los iones impactan en el detector y producen una sefal
eléctrica que es procesada, ampliada y enviada a un ordenador. La informacion
que recopila da lugar la llamada “huella quimica”, es decir el espectro de masas.
En él se muestra la masa de los diferentes iones de la muestra calculada a partir
del tiempo de vuelo. En el eje de las ordenadas se representa la relacion m/z
mientras que en el eje de las abscisas se representa la intensidad, es decir el
namero de iones de una determinada relacion m/z que ha impactado contra el
detector. En el caso de MALDI-TOF la relacién suele ser equivalente a la masa
molecular por lo que en el espectro solo se observa un pico predominante

correspondiente a dicha masa. (220
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2.3.4 La espectrometria de masas en el laboratorio de microbiologia

clinica

El desarrollo de la tecnologia MALDI-TOF MS ha revolucionado la identificacion
rutinaria de microorganismos, al introducir una técnica que es rapida, facil,
eficiente y que utiliza insumos de bajo costo. Ha sido adaptada para el apoyo en el
diagnéstico clinico y tiene el potencial para complementar e incluso, reemplazar la

identificacion convencional de bacterias. 43

La identificacion microbiana utilizando EM ha evolucionado gracias a la
optimizacion en los componentes del sistema, la implementacion de mejores
métodos de preparacion de la muestra y la constante actualizacion de la base de

datos. 44

Recientemente han aparecido diversas plataformas que han permitido la
introduccion de esta técnica en los laboratorios. Se cuenta con dos plataformas
comerciales con tecnologia MALDI-TOF aprobados por la FDA para la
identificacion de bacterias cultivadas en medio sdlido, disponibles en el mercado,
Bruker® MALDI Biotyper (Bruker Daltonics®) y VITEK® MS (bioMérieux®). 944

Ambos sistemas han sido reportados en la literatura médica, aunque el de

Bruker® se ha descrito mas. ¢4

El desarrollo de la plataforma VITEK® MS comenz6 en 2008. En el caso de las
bacterias, esta aprobado para identificar Gram negativas, Gram positivas,

anaerobios y bacterias fastidiosas. 4
2.3.4.1 VITEK ® MS

Uno de los objetivos de la EM en la identificacién microbiana es la optimizacién del
flujo de trabajo. Para tal propdsito, VITEK® MS, tiene la capacidad de analizar
cuatro tarjetas a la vez. Cada una consta de 48 pocillos de muestra, de modo que
se pueden analizar hasta 192 aislamientos simultdneamente. Una sola tarjeta se

divide en tres bloques o grupos de adquisicion de 16 pocillos cada uno. En cada
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bloque hay un pocillo en la parte central disponible para colocar la cepa de control
interno y de calibracion (Escherichia coli ATCC 8739). (4546)

La preparacién de la muestra es un aspecto importante para la identificacion. Para
este equipo, en general se han descrito dos métodos distintos: andlisis de células
intactas 0 completas y extraccion previa de proteinas. El primero consiste en
depositar una colonia pura del microorganismo a identificar, directamente sobre el
pocillo de muestra; mientras que para el segundo se efectia una extraccion de
proteinas del microorganismo por medio de solventes organicos y/o &cidos

organicos, antes de colocar la muestra en la tarjeta. @47

La plataforma de VITEK® MS estad conformado por el espectrometro de masas
(hardware) el software y la base de datos; esta dltima es exclusiva de
bioMérieux®. Ademas, la empresa desarrolld6 su propio algoritmo para la
identificacion microbiana, y lo comercializaron. El software incluye tres
aplicaciones conectadas entre si para intercambiar datos, la estacion de
preparacion, la estacion de adquisicion y el servidor MYLA®. Todas son
controladas por medio de una computadora; la estacion de preparacion tiene la
funcidn de registrar las muestras mediante un lector de cédigo de barras unico,
para asegurar una trazabilidad y mayor confiabilidad al ingresar los datos. La
estacion de adquisicién esta conectada directo al instrumento, muestra el estado
del mismo y obtiene los espectros. El servidor MYLA® realiza la integracion y
trazabilidad de las muestras y los resultados desde la estacion de adquisicion para

su andlisis y también esta conectado a la estacion de preparacion. (4546)

Respecto a la generaciéon de los espectros, para cada uno, el equipo produce 100
disparos en cinco diferentes posiciones del punto objetivo, es decir, del pocillo de

muestra a identificar, a una frecuencia de 50 Hz. (4546

Para realizar la identificacion, VITEK® MS, lee cada espectro y detecta una serie
de picos gue se clasifican segun su masa e intensidad. Con base en ello, compara

el espectro obtenido con el espectro tipico de cada especie, almacenado en la
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base de datos del equipo, de acuerdo a la presencia y ausencia de picos

especificos y asi conocer la identidad del microorganismo. (4546)

2.3.4.1.1 Ventajas y limitaciones de MALDI-TOF MS en la identificacion

microbiana

La utilizacion de MALDITOF MS presenta ventajas y limitaciones. Como ventajas
la técnica presenta una alta tasa de identificacion y rapidez, ya que obtiene
resultados en menos de un minuto por muestra y un aproximado de 90

microorganismos identificados por hora. 2%

La facilidad en la preparacion de la muestra, el manejo de equipo y el andlisis de
los datos la vuelve una técnica simple, confiable y reproducible.; ademas de que la

mayoria de las bacterias no necesitan tratamiento previo de extraccion. 2039

Por su rapidez, tiene un impacto directo en la atencién al paciente como la
administracion de antibidticos mas eficientes, reduccidon en los tiempos de

hospitalizacion y disminucion en el gasto sanitario por paciente. (2939

Las principales limitaciones e inconvenientes de la técnica se mencionan a

continuacion:

La relacion cantidad de microorganismo por microlitro de matriz influye en la
obtencidon de un buen resultado, por tanto es conveniente conseguir estandarizar

el in6culo. 29

Un aspecto muy importante a considerar es el tiempo de incubacion del cultivo. Se
recomienda que no exceda las 72 horas, esto depende del microorganismo a
identificar. Se debe trabajar con cultivos puros o colonias aisladas perfectamente
diferenciadas, puesto que el algoritmo no es capaz de clasificar de manera
confiable los microorganismos de una mezcla bacteriana. Otra limitacién es que el

sistema no logra diferenciar entre organismos altamente relacionados. (2948

Es importante tomar en cuenta algunas consideraciones técnicas como que el

equipo requiere calibraciones y controles de calidad frecuentes y es obligatorio un
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periodo de capacitacion para el personal. Respecto a los reactivos el principal

inconveniente es que la matriz no es estable mas de 15 dias porque se cristaliza.
(20)

El numero de referencias en las bases de datos comerciales empleadas para
establecer la comparacion e identificacion de los microorganismos sigue siendo
limitado, pero a través de la colaboracion entre las compafiias comerciales y los
hospitales de varios paises se han logrado ampliar con un mayor numero de

cepas ya caracterizadas. %0
2.3.4.1.2 Costos

La inversion inicial del equipo es alta (aproximadamente 200, 000 dolares)
comparada con la de otros equipos (Tabla 5). Hasta ahora esto ha limitado el
acceso Yy la adaptacion de este método a laboratorios con mayor capacidad, sin
embargo, el bajo costo de insumos y reactivos lo compensa. Se ha estimado que

el costo del andlisis es de menos de $0.50 ddlares por aislamiento. (39:48:49)

Tabla 5.- Costo estimado en doélares de métodos de identificacion convencional
contra la identificacion por EM. (23.39.49)

Nombre del Costo del
. . Costo por test
sistema instrumento
VITEK® 2 $159,000 $7.15
Micro Scan
Rapid Neg ID $153, 038 $14.39
Type 3
VITEK® MS $200,000 $0.50
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En el 2012 Tan et al., realizaron un estudio en un laboratorio donde procesaron
alrededor de 175,000 aislamientos de bacterias y hongos por afio. Encontré que la
incorporacion del sistema MALDI-TOF MS reduce los costos de reactivos y
procesamiento por identificacion en un 56.9% en un afio, comparado con el uso de
la metodologias estdndar. En otro estudio, Tran et al., reportaron un ahorro anual
de $ 69,108.61 ddlares u 87.8%, en costos de reactivos en comparacion con los
métodos tradicionales. Tomando en cuenta el trabajo del analista y los costos de
mantenimiento, se logré un ahorro anual cerca del 52% y la compensaciéon del
costo inicial del instrumento en un tiempo estimado de 3 afios. 539 Por otra parte
se ha demostrado que el uso de este sistema reduce hasta en una sexta parte el
volumen de los residuos de riesgo biolégico generados, si se compara con los

métodos convencionales. (59
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3. METODOLOGIA
3.1 Tipo y disefio de estudio

Estudio experimental, analitico, comparativo y descriptivo en aislados clinicos de
Serratia marcescens obtenidas de distintos centros de salud del pais y recopilados
por el Centro Regional de Control de Enfermedades Infecciosas adscrito al
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad

Autonoma de Nuevo Leon (UANL).
3.2 Muestra

Se analizaron 198 cepas de Serratia marcescens que fueron proporcionadas por
el Centro Regional de Control de Enfermedades Infecciosas de la UANL.

Las cepas se conservaron en ultracongelacion a — 70°C en un equipo REVCO en
tubos Eppendorf con caldo tripticase soya con glicerol al 10%, hasta su uso en el

laboratorio, manteniendo cadena fria entre 4 y 8°C.

Se verificd la viabilidad de las cepas. Para esto fueron resembradas en agar
tripticase soya. A partir de este cultivo se realizé una segunda siembra en el
mismo medio incubando a 28°C por 24 a 48 horas antes del analisis, requisito

solicitado por el fabricante.

3.3 Criterios de seleccion

3.3.1 Criterios de inclusion

e Cepas de Serratia marcescens que hayan sido identificadas por medio de la
coleccién de pruebas bioquimicas (estandar de oro).

e Cepas de Serratia marcescens que hayan presentado desarrollo de
colonias aisladas en agar tripticase soya entre 24 y 48 horas antes del
analisis.

3.3.2 Criterios de exclusion

e Cepas de Serratia marcescens que no hayan presentado desarrollo de
colonias aisladas en agar tripticase soya entre 24 y 48 horas antes del
analisis.

35



3.4 Identificacion fenotipica

Se realiz6 la identificacion inicial de los aislamientos de Serratia marcescens en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la UANL mediante el
siguiente protocolo de pruebas: tincion de Gram y pruebas de catalasa y oxidasa;
la segunda fase consistié en la aplicacién de pruebas bioquimicas convencionales,
para Serratia marcescens, de las cuales, son especificas: descarboxilacion de la
lisina, descarboxilacion de la ornitina, rojo de metilo, Voges-Proskauer, asimilacién

del malonato, ureasa, DNAsa, licuefaccion de la gelatina y utilizacién del citrato.

De manera adicional, se realizaron pruebas de fermentacion de diferentes
carbohidratos, para lo cual se empleo el caldo base adicionando como indicador el
rojo fenol, con un pH final de 7,4 £ 0.2. Los carbohidratos que se incluyeron en las
pruebas fueron: Arabinosa, L-Ramnosa, D-Xilosa, Adonitol, Celobiosa y D-Arabitol.

Los carbohidratos se afiadieron en una concentracion al 1%.

Se Interpretaron las pruebas de acuerdo a la informacién de la Tabla 6.
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Tabla 6.- Pruebas especificas para identificacion fenotipica de S. marcescens. (%10

Tipo de prueba Interpretacion
Catalasa Positivo
Oxidasa Negativo
Descarboxilacion de la lisina, Positivo
Descarboxilacion de la ornitina Positivo
Rojo de metilo Variable
Voges-Proskauer Positivo
Asimilacion del malonato Negativo
Licuefaccion de la gelatina Positivo
DNAsa Positivo
Utilizacion del citrato. Positivo

Fermentacion de Carbohidratos

D-Sorbitol Positivo

Arabinosa, Negativo
L-Ramnosa, Negativo
D-Xilosa Negativo
Sacarosa Positivo

Adonitol, Variable
Celobiosa Negativo
D-Arabitol Negativo

3.5ldentificacién de cepas de Serratia marcescens por medio del equipo
VITEK MS®

3.5.1 Preparacién de la muestra

Para cada una de las cepas, se empled el método de analisis de células intactas.
Con un palillo de madera se colect6 una cantidad suficiente de la colonia cultivada
en agar tripticase soya incubada a 28-30°C por 24h, formando una capa delgada
sobre el pocillo de la tarjeta. Enseguida se agregdé 1.0 yL de acido a-ciano-4-

hidroxicinamico, y se dejoé secar. Cuando se completd un bloque, se llené el pocillo
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de calibracion de la misma manera con la cepa E. coli ATCC 8739 cultivada en
agar sangre de carnero al 5% a 37°C por 24 h.

Una vez que en los pocillos necesarios fueron colocadas las cepas, se registré la
tarjeta en la estacidén de preparacion haciendo un escaneo del cédigo de barras de
la misma. De igual manera cada pocillo se registr6 escribiendo el niumero de
muestra y seleccionando el tipo de microorganismo a analizar, en este caso,
bacterias. Por ultimo se registro la tarjeta en la estacion de adquisiciéon, se colocé
en el porta-muestras y éste se introdujo en el instrumento. Después se le indico al
instrumento que iniciara el andlisis y de manera automatica, el equipo ajusto las
presiones. Seguido a esto leyd la tarjeta comenzando con el pocillo de calibracion
y después las muestras problema. Al terminar, realizd una segunda lectura de la
cepa de calibracion. Es importante sefialar que si el equipo no lee correctamente
el pocillo de calibracion al inicio de la identificacion, no procede a leer las

muestras.
3.5.2 Generacion del espectro de masas

Después de que el sistema termind el analisis, envio los espectros al servidor y
asigno un porcentaje de confianza el cual representa la similitud entre el espectro

generado y los espectros de la base de datos.

Cuando los espectros presentaron una alta similitud, le asignd un porcentaje de
confianza del 99.9%. En algunos casos no se obtuvo una coincidencia perfecta, no
obstante era posible encontrar similitud con un espectro que fuera cercano a un
espectro de referencia en la base de datos del equipo, de manera que se
proporcioné una identificacion del organismo con un porcentaje de confianza entre
el 60 y el 99.8%. Si no se encontré un patron de identificacién Unico, el equipo
mostré una lista de posibles microorganismos con baja discriminacién y un valor
de confianza menor al 60%, o determin6 que la cepa no se encontraba en la base

de datos.
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Algunas veces el equipo no logré la identificacion del microorganismo y emitid

mensajes de advertencia tales como "espectro defectuoso”, "no hay suficientes

picos", "demasiado ruido de fondo" o “falla en la calibracién”; de tal manera que

todos los aislamientos involucrados se volvieron a analizar y el segundo resultado

se tomo en cuenta para el andlisis.

De manera adicional el equipo asigna un nivel de confianza con un simbolo segun

la identificacion lograda misma que se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 7.- Simbologia de los niveles de confianza asignados por VITEK® MS (51

] Nivel de L y
Simbolo ) Interpretacion Accion
confianza
El resultado de la
Alto identificacion esta Validar resultado
consolidado
El resultado de la | Elegir la identificacion y
. identificacion  se  debe | validar el resultado y/o
Medio . . o
seleccionar entre las | repetir andlisis
opciones
El resultado de la | Dependiendo del caso,
identificacion no esta | repetir el analisis:
consolidado
¢ Enla misma tarjeta
No aplica

e Enun nueva tarjeta
e Utilizar otro método
de preparacion de la

muestra

39




4. RESULTADOS

Se identificaron los 198 aislados de Serratia marcescens por medio del equipo
VITEK® MS con la tecnologia MALDI-TOF. Los resultados finales obtenidos se
muestran en la tabla 9. Se incluyeron dos niveles de confianza, uno en porcentaje

y uno de acuerdo a la simbologia de la tabla 7.

A continuacion se muestra una tabla que contiene algunas discrepancias que se

obtuvieron en la identificacion inicial de algunas cepas.

Tabla 8.- Discrepancias en la identificacion de cepas de S. marcescens mediante
del equipo VITEK® MS.

\[o} Microorganismo

de identificado

Muestra confianza | confianza

Pseudomonas putida Alto

Serratia liguefaciens Medio

Propionobacterium acnes 98.6 Alto
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Tabla 9.- Resultados finales de la identificacion de cepas de S. marcescens mediante del equipo VITEK® MS.

No. Cadigo Nivel Nivel No. Cadigo Nivel Nivel No. Cadigo Nivel Nivel

de de de de de de de de de de de de
Muestra registro confianza | confianza Muestra registro confianza | confianza | Muestra registro confianza | confianza
(%) (%) (%)

1470223-21 9.9 Alto 468V Alto 13046949 Alto

1470223-22 9.9 Alto 1440H Alto 7027692 Alto

11629 Alto 1789H Alto 1430910-2 9.9 Alto

4491 Alto 1613929 9.9 Alto EB042 Alto

Alto 1613941 9.9 Alto EB682 Alto
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EB1091 Alto EB1072 Alto EB2257 Alto

EB1047 Alto EB486 Alto EB708 Alto

EB1739 Alto EB1897 Alto EB1520 Alto

EB1864 Alto EB082 Alto EB1092 Alto

EB503 Alto EB713 Alto EB2330 Alto

EB759 Alto EB2387 Alto EB1875 Alto

EB1297 Alto EB1454 Alto EB762 Alto
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EB715 Alto EB629 Alto SMn7 Medio

EB462 Alto EB753 Medio SMn9 Alto

EB336 Alto EB1965 Alto SMnl1l Alto

EB2038 Alto EB2085 Medio SMn13 Alto

EB741 Alto SMnl Alto SMn15 Alto

EB1908 Alto SMn3 Medio SMn17 Alto

EB1587 Medio SMn5 Medio SMn19 Alto
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SMn21 Alto SMn35 Alto SMn49 Alto

SMn23 Alto SMn37 Alto 1471903-5 9.9 Alto

SMn25 Alto SMn39 Alto 1484924-2 9.9 Alto

SMn27 Alto SMn41 Alto 1471903-5 9.9 Alto

SMn29 Alto SMn43 Alto 112210 Medio

SMn31 Alto SMn45 Medio INN-02 Alto

SMn33 Medio SMn47 Alto INN-04 Medio
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INN-06 Medio 290700 Alto 293144 Alto

INN-08 Alto 298932 Alto 223060 Alto

INN-10 Medio 297915 Alto 254479 Alto

211922 Alto 256229 Alto 296329 Alto

248261 Alto 273467 Alto 279143 Alto

267590 Alto 261050 Alto 322367 Alto

- 2610050 Alto - 248018 Alto - 252847 Alto?

* Cepas que presentaron pigmento
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5. DISCUSION

La espectrometria de masas (EM) ha demostrado ser de gran utilidad para la
identificacion de bacterias. Se sabe que Serratia marcescens, es un bacilo Gram
negativo (BGN). Por sus caracteristicas, la pared de los BGN es facil de
desintegrar por el laser del espectrémetro de masas y las proteinas contenidas en
esas bacterias quedan liberadas con mayor facilidad que en otro tipo de
microorganismos con pared mas gruesa o compleja, permitiendo una mejor
identificacion. ®? En este trabajo se observd que esta bacteria puede ser
identificada directamente desde una colonia en una placa de agar dando

resultados aceptables.

Para que el método de analisis de células intactas pueda ser empleado y con ello
se vea reflejado un ahorro de trabajo y tiempo, es necesario que la distribucién de
la muestra en la matriz sea homogénea puesto que si esto no se cumple la calidad
y reproducibilidad de los espectros es baja y no es posible la identificacion del

microorganismo. ¢

Todas las cepas de S. marcescens coincidieron en su identificacion con la
plataforma comercial VITEK® MS, a nivel de especie, de manera que el valor de la
sensibilidad, especificidad, el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo
es del 100%. Estudios previos muestran una buena correlacion entre la técnica de
espectrometria de masas MALDI-TOF vy la identificacidon convencional, para esta
bacteria. A diferencia de éstos, en este estudio se analizaron un nimero mayor de

muestras. (1:46:54.55)

Segun la simbologia de la tabla 7, el equipo determin6 un nivel de confianza medio
para 22 cepas (11.11%) de 198. Un porcentaje de confianza menor al 99.9% es
debido a que el equipo proporciona opciones para elegir la identidad del
microorganismo. Un porcentaje de confianza del 99.9% y un nivel de confianza
medio, se observan cuando se realiza una segunda lectura en la misma tarjeta

porque en un primer andlisis no se encuentra coincidencia con algun espectro de
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la base de datos y en uno subsecuente si. AUn con estos resultados la

identificacion se considera confiable.

En un inicio, el equipo identificé de manera errénea 6 cepas (3.03%), lo cual se
debi6 a que éstas no se encontraban correctamente aisladas. Para lograr la
resolucion de la identidad de estos aislados se realiz6 una resiembra y se repiti6 el

analisis en una tarjeta nueva en distintos dias.

En la bibliografia consultada no existen reportes en donde se mencione la
interferencia del pigmento producido por S. marcescens en el analisis por EM. Se
comprobd que las cepas provenientes de muestras clinicas y resiembras no
producen pigmento ©:67, debido a que las muestras provenian de distintos
origenes clinicos y fue necesario mas de un cultivo para lograr la identificacion
completa de los aislados., o que provoca la pérdida de la capacidad de producir
pigmento. En total 6 (3.03%) de las 198 muestras presentaron pigmento e incluso

algunas con muy poca intensidad.

En cuanto al tiempo del andlisis, VITEK® MS es un sistema que permite la
identificacion de manera practicamente inmediata una vez que se dispone de un
crecimiento suficiente en placa. Esto se traduce en una ganancia de tiempo de al

menos 18-24 horas. (M

Se considera que se requirié alrededor de 11 a 15 min para analizar una muestra
desde que se depositd en la placa hasta que se obtuvo el resultado, debido a que
la preparacion de la muestra se realiza en 1-2 min, el sistema tarda un aproximado
de 10 min en adquirir las condiciones de vacio y temperatura para iniciar la lectura
de las muestras, y el andlisis para la generacién del espectro dura menos de un

minuto.

La identificacién de microorganismos directamente de muestras biologicas es una
de las aplicaciones con mayor impacto clinico potencial de la tecnologia MALDI-
TOF MS, pero involucra importantes limitaciones. Muchas muestras contienen

proteinas de origen humano que pueden interferir en los perfiles de identificacion.
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Aun en ausencia de éstas, la presencia de mas de un tipo de microorganismo
originaria perfiles no identificables. Es probable que solo algunas muestras de las
gue no es probleméatico obtener volimenes grandes, y en los que las proteinas de
origen humano son escasas, como la orina, puedan ser elegibles para la

identificacion directa mediante este sistema. 053

Ademas de la identificacion de microorganismos, la tecnologia MALDI-TOF MS se
ha dirigido a la deteccion de patrones de resistencia a los antibioticos, en especial,
en la determinacion de la produccion de B-lactamasas. No obstante, aun es
necesario realizar mas investigaciones para que este sistema reemplace al
antibiograma tradicional que permite la determinacion de la sensibilidad in vitro a
un panel completo de antimicrobianos ya que en este equipo Unicamente se

identifican factores de resistencia de naturaleza proteinica. 9

A pesar de que la eleccion de esta tecnologia conlleva costos importantes
relacionados con la adquisicion o arrendamiento del equipo, cada vez mas los
laboratorios lo han incluido en la rutina de trabajo por su facil manejo y consumo

minimo de reactivos.
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6. CONCLUSIONES

La plataforma VITEK® MS permiti6 una confiable y rapida identificacion de
cepas de S. marcescens por medio de la técnica de analisis de células intactas

sin ninguin método previo de extraccion de proteinas.

Hasta ahora este sistema continla siendo considerado como una técnica
complementaria en el trabajo en el laboratorio de microbiologia. Cabe destacar
gue aunque se determine la identidad de un microorganismo, este no siempre
representa al agente etiologico del padecimiento, es muy importante realizar la
interpretacion correcta de los resultados y tomar en cuenta los aspectos

clinicos.
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