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Abreviaturas

MALDI - Por sus siglas eninglés lonizacién Desorcion Laser Asistida por Matriz (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization)

TOF — Por sus siglas eninglés Tiempo de Vuelo (Time Of Flight)
FT-IR — Por sus siglas eninglés Infrarrojo por Transformada de Fourier (Fourier Transform Infra-Red)
MSP — Por sus siglas eningles Perfil Espectral Principal (Main Spectra Profile)

RPM — Revoluciones por minuto



1.- INTRODUCCION.

Bruker.

Bruker es una de las empresas mas importantes a nivel mundial en el desarrollo de tecnologia para la Quimica
analitica con mas de 6000 empleados a nivel mundial, es una empresa con una trayectoria de mas de 50 afios
desarrollandoy comercializando equipos de Resonancia Magnética Nuclear, Espectroscopia Infrarrojo, Cristalografia
de Rayos X, Fluorescencia de Rayos X, sistemas de deteccién para microscopia electronica, espectréometros de

emision 6pticay Espectrometria de Masas.

Los productos de los cuales soy responsable se clasificanen 3 grupos principalmente:

e SistemasElectrospray:

o Dentro de estos se cuenta con sistemas de trampas de iones y sistemas hibridos Cuadrupolo-
Tiempo de Vuelo, con los cuales se pueden llevar a cabo analisis en las areas de Metaboldmica,
Protedmica, analisis de moléculas pequefias como productos de sintesis, farmacos, deteccién de
drogas de abuso, monitoreode pesticidas entre otras.

e Sistemas Triple Cuadrupolares:

o Estossistemas son los mas comercializados a nivel mundial, estos equipos se utilizanregularmente
acoplados a un sistema de separacion por cromatografia ya sea de liquidos o de gases. Las
aplicaciones principales son la cuantificacion de moléculas pequefias en concentraciones bajas,
como pueden ser pesticidas, drogas de abuso, productos de sintesis, cuantificacion de drogas de
abuso, estudios de bioequivalenciay pruebas de dopaje.

e Sistemas MALDI:

o Estossistemas cuentan con analizadores de masas portiempo de vuelo, y pueden realizar estudios
de Masas y Masas/Masas. Las principales aplicaciones son en las areas de Protedmica, polimeros,
imagenologia molecular de tejidos, analisis de placas de cromatografia en capa fina, e

identificacién de microorganismos.



Uno de los productos que mas desarrollo e impacto han tenidoes el sistema de identificacién de microorganismos
por medio de Espectrometria de Masas MALDI Biotyper, con mas de 4000 equipos a nivel mundial de los cuales 53
han sido instalados en México en los ultimos 8 afios, el MALDI Biotyper es el producto lider en el mercado de
identificacién de microorganismos porespectrometria de masas, y debido al impacto quetiene paralasareasde la
salud y su potencial para otros mercadoscomoson laindustria farmacéutica, la alimentaria, bebidas y agropecuaria,
a continuacién se describe el funcionamiento del mismo y el impacto que ha tenido en los laboratorios de

microbiologia.

La Microbiologia actualmente.

Una de las actividades mas importantes en el laboratorio clinico es la identificacion de agentes infecciosos, como

son las bacterias, levaduras y hongos. De esta identificacion enmuchos casosdepende el tratamiento que se ofrece

a los pacientes, mejorando de estaformalarecuperaciénde estos.

Actualmente en lamayoria delos laboratorios laidentificacion de bacterias se realiza de manera rutinaria por medio
de pruebas fenotipicas como las tinciones, el cultivo de muestras y las caracteristicas de crecimiento, asi como por
pruebas bioquimicas. A pesar de que algunas de esta pruebas se realizan en cuestiéon de unos minutos, la
identificacién completa se lleva a cabo en unas horas en el mejor de los caso, y en otros hasta varios dias para
microorganismos comoel géneroMycobacterium que puede tardarde 4 a 6 semanas paracreceren el laboratorio
aligual que el géneroBrucella que ademas de tener un periododeincubacion de 4 semanas requiere de unambiente
rico en CO2 para poder desarrollarse, e incluso existen algunos microorganismos que no pueden cultivarse de
manera tradicional como son los casos de Chlamydia que solo crece en células humanas, por lo que se requiere usar
un cultivo celular como medio para su crecimiento o el caso del Treponema pallidum, agente causal de la sifilis, el
cual se cultiva en conejos. Todas estas metodologias, al consumir tanto tiempo dificultan el diagndstico y tratamiento
de los pacientes que sufren de unainfeccidn, lo cual puede ser de alto impacto en infecciones como Sepsis o
Infecciones en el sistema nervioso central en las cuales la tasa de mortalidad aumenta conforme el paciente se

encuentra expuestoal microorganismo.



Espectrometria de Masas: Esta prueba consiste en el andlisis de las proteinas ribosomales de las bacterias las cuales
se encuentran altamente conservadas en las mismas, siendo ideales para la identificacion. Por mediode laionizacién
de dichas proteinas y la comparacién del patrdn de estas contra una base de datos se obtienen resultados de
identificacion de géneroy especie de la bacteria en unos minutos posteriores al crecimiento de esta. Cuando se
generan las bases de datos, se selecciona que proteinasribosomales seran las utilizadas como patrén para la
identificacion, selecciondndose porlo general las que se encuentren enmayor proporcién y tengan una resolucién
de masas adecuada. Muestra por muestra latécnicade espectrometria de masas es las mas econdmica, aunquela

inversion inicial es alta, el costo beneficioes igualmente alto al tener resultadosrdpidos y precisos con una técnica

sencillade utilizar.

Fundamento de los sistemas de Espectrometria de Masas para la identificacion

de microorganismos.

La espectrometria de masas es un método de analisis molecular, por medio del cual se puede calcular la masa
molecular de un compuesto. Esto se hace mediante lainteraccién entre una molécula eléctricamente cargada con
un analizador de masas por medio del usode fuerzas electrostaticas. El resultadoobtenidode estainteracciones la
relacion entre lamasay la cargade la molécula(m/z). La principal ventaja de esta técnica es la alta sensibilidad de
la misma, permitiéndonos analizar muestras de concentracién en el orden de femtomal, lo cual la convierte en la
técnica de eleccién para el analisis de moléculas como proteinas, enzimas y neurotransmisores, los cuales se
encuentran en concentraciones muy bajas en los organismos vivos. Complementandola con otras técnicas como la

Resonancia Magnética Nuclear, o la espectroscopiaFT-IR permite el analisis y determinacién de la masay estructura

molecular de los compuestos de interés.

Parael caso especificode laidentificacidén de microorganismos el tipo de espectrometria de masas utilizado requiere
de unaionizacion de tipo Desorcidny lonizacidn Laser Asistida por Matriz (MALDI por sus siglas en inglés) asociada

a unanalizador de masas de Tiempode Vuelo(TOF porsus siglas eningles).
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Figura 1 Esquema de un Sistema MALDI-TOF

En la figura 1 se muestra de manera esquemadtica el funcionamiento de un sistema MALDI-TOF, endonde el sistema
disparaun laser sobre lamuestra, laenergiadel laser es transferida a través de la Matriz hacia la muestraionizando

la mismay generandose un proceso de desorciéndejando las moléculascargadas en fase gaseosa.

Dichas moléculas pueden ser proteinas, lipidos, polimeros sintéticos e incluso moléculas pequefias como farmacos

o metabolitos.

Posterior a esto lamuestra yaionizada es lanzada por medio de un pulso electromagnético para que la misma vuele
recorriendo el tubo de vuelo el cual se encuentra en condiciones de alto vacio hasta impactar con un detector. La
separacion de las moléculas durante este periodode vuelo se debe Unicamente a su diferencia de masa, ya que el
tubo de vuelo se encuentre en condiciones de alto vacio para evitar que las moléculasde interés sean desviadas de
la ruta de vuelo, o bien impacten con otras moléculas pudiendo generar fragmentaciones o perdidas de carga
haciendo que el andlisis sea menos preciso. Durante este periodo de vuelo, las moléculas se van separando de
acuerdo con sumasa, ya que las de menor masa volaran mas rapido a través de tubo y las de mayor masa molecular
volaran mas lento separandosey permitiendo la asignacidn de la masa correspondiente. La condicidn de alto vacio

(6-9e” mbar) es de suma importancia, ya que si en el tubo de vuelo se encuentran moléculas con las que puedan



impactar los analitos, estos pueden fragmentarse en moléculas mas pequefias, dando como resultado masas
diferentes a las de la molécula original. Este tipo de fragmentacion se puede realizar en condiciones controladas
para producir fragmentos especificos, obteniéndose informacidn util para la identificacién de moléculasy para la

elucidacion dela estructura molecular.

Para la correcta asignacion de masas, es necesario llevar a cabo una calibracién del sistema con una serie de
estandares de masa conocida, los cuales se analizan bajo las mismas condiciones que las muestras de interés. Se
determina el tiempo de vuelo de cada masa del estandar, construyendo de esta forma una curva de calibracién de
masas contralacual se interpolan los tiemposde vuelode las moléculas de interés determinandose asi la masa de

las mismas. Algunos estandares de calibracidn pueden ser mezclas de formiatos, mezclas de péptidos, mezclas de

proteinas, los cuales se eligen deacuerdo con el rango de masas en el que se va a trabajar,

Las dos mayores ventajas de la aplicacién de esta técnica para la identificacion microbiolégica son la rapidez de
identificacién, ya que posterioral crecimiento del microorganismo laidentificacion del géneroy la especie de este
se llevaa cabo en aproximadamente 5 minutos incluyendo la preparacién de lamuestra, y lasegundaventajaesla

alta precision delaidentificacion del que es superior al 95%, dando resultados comparables con las técnicas de PCR.
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2.- Objetivos.

Conocer el funcionamiento de los sistemas MALDI Biotyper para laidentificacién de microorganismos, asi como el

impacto que hatenido estatécnica en los laboratorios de analisis microbiolégico.

Describir el uso de esta tecnologia, asi como sus innovaciones en el area de resistencia a antibiéticos, el uso en el
diagnéstico de sepsis de manera rdpida y precisa y su aplicacion en areas industriales como alimentos y

farmacéutica.

Describir de manera general las actividades que he tenido dentro de la empresa Bruker a lo largo de 10 afios con

énfasis especial en la division de Microbiologia.
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3.- Actividades desarrolladas:

Dentrode las actividades fundamentales en Bruker ha estado la capacitacién de usuarios en el uso de las

soluciones en el area de microbiologia, asicomo brindar soporte técnico tantoa usuarios como

distribuidores, los temas principales que se cubren en estas actividades se desarrollan a continuacion.

Flujo de trabajo en Espectrometria de Masas para la identificacion de

microorganismos.

Transferencia de muestra
Seleccién de una y adicién de matriz

colonia aislada

Creacidn de proyecto
MALDI-TOF

Revision Final y

Validacion
y

= ' |  Generacién automética
El espectro de masas es de espectros de masas

comparado con la biblioteca

para dar la identificacion

Figura 2 . Diagrama de Flujo de trabajo para identificacion de microorganismos por medio de Espectrometria de Masas. Imagen

obtenida del Catalogo MALDI Biotyper RUQO, Bruker Daltonics 2015
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Dependiendo del tipo de microorganismo que se desee identificar se debellevara caboun protocolo de preparacion

de muestra, por mediodel cual nos aseguraremos de obtenerlos mejores resultados posibles.

El primer paso es la recoleccidon de la muestray el cultivo de esta. Dependiendo del ambito en el que se esté
trabajando, las muestras pueden proceder de diferentes origenes. En el caso de infecciones las muestras pueden

venir de exudados, tomas de fluidos bioldgicos (Sangre, orina, liquido cefalorraquideo, entre otros).

Asi mismo esta tecnologia de identificacidn se puede utilizar en los dmbitos de la investigacidn, ambiental, bio-
remediacidn, biosintesis, industriales y en cualquier sitio en donde sea necesario realizar la identificacién de

microorganismos.

Unavez que lamuestrahasido recolectada, es necesario que la misma sea sembrada e incubada por un periodode
18 a 24 horas, en este paso se pueden utilizar medios de cultivo enriquecidos, selectivos o incluso cromogénicos,
con la finalidad de que cualquier microorganismo pueda reproducirse. Se requiere de un cultivo puro del
microorganismo y biomasa suficiente (10™-10" células bacterianas) para obtener una buena sefial por lo que se
deben tener las precauciones necesarias para ello. Debido a que se analizan las proteinas del microorganismo el
medio de cultivo utilizado no tiene ningln impacto real en el proceso de identificacion al no tomarse en cuenta el

metabolismo del microorganismo. Asi mismo, se pueden usar cultivos crecidos en medios solidos o liquidos para

realizar laidentificacion.

Transferencia directa (1:
Una vez que se tiene el crecimiento del microorganismo, se debe seleccionar una colonia aislada, y una cantidad

pequeiade biomasa es transferidaala placa de identificacion, esta placa cuentatipicamente con 48 0 96 espacios

paralaidentificacion de este nimero de muestras.

Parael caso de los medios liquidos, lo que se debe haceres concentrar por centrifugaciénla muestra a, desecharel

sobrenadante y tomar un microlitro de biomasa del fondo transfiriéndolo a la placa de identificacién.

Una vez que la muestra ha sido colocada en la placa, se debe agregar un microlitro de Matriz, para el caso de la
identificacién de microorganismos dicha Matriz se trata de un Acido Organico (Acido 2-Ciano-3-(4-hidroxifenil)
acrilico o HCCA) el cual debe cumplir concaracteristicas de pureza para trabajar en espectrometria de masas (Grado

13



Espectrometria de Masas). Al hacerse eldisparo dellasersobrela muestra, la matriz transfiere la energia del lasera
la muestra haciendo que el microorganismo se lise, con lo cual se liberan y se ionizan las proteinas las cuales son

analizadas.

Transferencia Directa Extendida (1:
Se le llama transferencia directa extendida por que requiere de un paso adicional que consiste en la adicién de un

microlitro de dcidoférmicoala muestraantes de colocar la matriz, unavezqueel dcido se hasecadoa temperatura

ambiente se agrega la matrizy se continua con laidentificacion de la misma manera que enlatransferencia directa.

El acido férmico favorecelarupturade lamembranay la pared celular, y ayuda a obtener una mejor ionizacion de

las proteinas, obteniéndose asi un espectrode masas mds limpias, y por ende un resultado mas confiable.

Esta metodologia se recomienda para microorganismos que por la naturaleza de sus paredes celulares pueden
presentardificultades de identificacién comoson los géneros Corynebacteria, Nocardia, Actinomyces, las levaduras

y hongos filamentosos.

Extraccion con acido formico (1,

Este método se basa en la extraccion de las proteinas para su andlisis directo. Para ello se coloca en un tubo de
microcentrifuga 300 uLde aguay se agrega una colonia grande del cultivo bacteriano, esta mezcla se lleva a agitacion
con vortex, después se agregan 900 pL de etanol y se agita de nuevo con vortex. La mezcla se centrifuga a una
velocidad entre 13,000y 15,000 rpm por dos minutos, se decanta el etanol y se vuelve a centrifugar, posterior a esto
se remueve todo el exceso de etanoly se agregan 50 uL de acido férmico al 70%, se agita de nuevo con vortex, se
agregan 50 pL de acetonitrilo al 100%, se agita de nuevo con vortex, se centrifuga de nuevo por 2 minutos, y se toma
un microlitro del sobrenadantey se coloca en la placa de andlisis, una vez seca la muestra se agrega un microlitro de
matriz, se dejasecar nuevamente atemperaturaambientey se hace laidentificacién. Este método se recomienda
para microorganismos que por la naturaleza de sus paredes celulares presentan dificultades en la identificacién

como Corynebacteria, Nocardia o Actinomyces, asi como para la creacidon de bibliotecas propias con

microorganismos que no se encuentranen las bases de datos comerciales.
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Figura 3. Impacto del método de preparacion de muestra en la identificacion.

En la figura 3 se muestra un comparativo de identificaciones realizadas por los tres métodos antes mencionados
paraunamuestrade Candida krusei, el caso superior muestra el resultado del andlisis por transferencia directa, el
cual daun espectrode masas con picos de intensidades muy bajas, y un nivel muy alto deruido enla parte izquierda

correspondiente a masas entre 2000y 6000 Dalton.

El segundo casonos muestra como la adiciénde dcidoférmico mejoralaintensidad de los picos en todo el espectro,

y disminuye el nivel deruido en las masas entre 2000y 6000 Dalton, mejorando asi la calidad de laidentificacidn.

Por ultimo, el caso de la extraccidon con acido férmico elimina practicamente el ruido por completo, y da mejores

intensidadesen todos los picos de espectro, dando la mejor identificacion de todas.

Comparacionde espectros e identificacion.
Una vez preparadala muestray realizado el analisis, el sistema obtiene un espectro de masas que es especifico del

microorganismo analizado.
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El rango de masas dentro del que se realiza el analisis es de 2000 a 20,000 Dalton, con lo cual se cubre una gran
parte de las proteinas ribosomales, las cuales son las mas abundantes en los microorganismos y no se ven
influenciadas por las condiciones de crecimiento de estos, son faciles de ionizary faciles de analizar por tiempo de
vuelo. Debido a que se ignoran las masas por debajo de 2000 Dalton, no se observan los metabolitos, los cuales si
pueden variarde acuerdocon el medio de cultivo y condiciones de crecimiento. En la figura 4 se muestra una serie

de identificaciones de Pseudomonas oleovorans en diferentes medios de cultivo, pudiéndose apreciar que no hay

cambios significativos en el espectro de masas.
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Figura 4. Espectro de masas de Pseudomonas oleovorans en 7 medios de cultivo diferentes con espectros de masas sin cambios
significativos.
Una vez obtenido el espectro, el mismo es comparado con la base de datos, buscando coincidencias en base al
espectrodesconocido, a los espectros dereferenciay ala correlacion de las intensidades de las masas coincidentes.
Paraellolabase de datos del sistema cuenta convarios espectros de referencia para cada géneroy especie llamados
MSP (Por sus siglas en ingles “Main Spectrum Profile”), con lo cual se cubren las diferentes cepas y variaciones de
una misma especie, favoreciendo que haya una mejor identificacién de los microorganismos. Bruker cuenta con 3

bases de datos, una que incluye 1603 bacterias gran positivas, 1379 gran negativas, 216 levaduras y 41 hongos
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filamentosos, una base de datos especifica con178 especies de micobacterias y una especifica de hongos

filamentosos con 180 especies.

En la figura 5 se muestra un ejemplo de cdmo se realiza el calculo de la calificacidn de identificacidn, el espectro

desconocido es comparado con todos los MSP de la base de datos de manera automatizada, cada uno de los

comparativos arriba mencionados pueden obtener una calificacion maxima de 10, después estas tres calificaciones

son multiplicadas entre si (con un resultado maximo de 1000), y se calcula el logaritmo de este numero,

obteniéndose una calificacidn maxima de 3 para laidentificacion.

Espectro desconocido
20 picos

‘ ‘ H ‘| | II 6 coincidencias

Espectro principal
10 picos

El microorganismo desconocido se
compara con cada espectro principal
(MSP) de la biblioteca.

Calculo de Puntuacion de concordancia
basad en:

% de coincidencia del espectro de referencia
(ejemplo. 6/10)

% coincidencias del espectro desconocido
(ejemplo 6/20 = 3/10)

valor de correlacion de intensidades

Figura 5 Comparacion de Espectrosy asignacion de valores de calificacion.

El sistema asigna la calificacion a la identificacion y de acuerdo con la misma en el resultado asigna un cddigo de

coloryen un sistemade cruces, como se muestraen latablal.

Rango Descripcién

2.300...3.000

2.000...2.299

Simbolos Color

(+++) Verde

(++) Verde

1.700...1.999 Identificacion de generoprobable (+) Amarillo

0.000...1.699

() Rojo

Tabla 1. Asignacionde calificacidn, color y cddigo de cruces.

17



Hongos Filamentosos, Micobacteriasy Hemocultivos.

Hongos Filamentosos

Como se ha mencionado anteriormente, el sistema tiene la capacidad de identificar bacterias, levaduras, hongos
filamentosos y micobacterias. De estos microorganismos, las bacteriasy levaduras son en su mayoria analizadas
usando los flujos de trabajo antes mencionados, para elcaso de los hongos filamentosos y las micobacterias existen
protocolos especificos ya que las caracteristicas de estos microorganismos hacen que la obtenciénde las proteinas

ribosomales sea mas laboriosa, porlo que se han desarrollado protocolos especificos para dichosmicroorganismos.

En el caso de los hongos filamentosos se requiere de una siembra en un medio de cultivo liquidoel cual se incuba
en un agitador rotativo paratubos a unavelocidad de 20 RPM durante un periodo de 24 a48 horas, con lo que se
obtiene el miceliodel hongoevitando el crecimientode esporas, las cuales no permitenuna buena identificacién de
este. Una vez terminado este periodo se procede con los flujos de trabajo antes mencionados hasta finalizar la
identificacion. La base de datos general del equipo contiene algunas entradas para identificacion de Hongos

filamentosos, y se cuenta con una base de datos dedicada solamente a la identificacionde hongos filamentosos.

¢El micelio es visible y Metodo de Transferencia
puede ser colectado? Directa

éldentificacion correcta? ' Finalizado

Extraccion con acido
férmico (+10 min)

.. .7 |
¢ldentificacion correcta? Finalizado

La identificacion es posible para hongos:
» Que se adhieren al agar
» De esporulacion rapida o lenta
»  Filamentosos de todo tipo

Culltivo en medio liquido
(aprox. 1 dia adicional) +

Extraccion con acido
formico

Figura 6 Diagrama de Flujo de trabajo para hongos filamentosos.
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Micobacterias

Parael caso de las micobacterias, debido a que es un género potencialmente peligroso por lo que requiere manejo
conun nivel de bioseguridad 3, unavez que se obtiene el crecimiento de las mismas en medios adecuados para su
crecimiento, el primer paso aseguir es unainactivaciénde las mismas, parala muestras cultivadas en medio solido
esto se realiza colocando en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL 300 uL de agua, aqui se transfiere biomasa del
cultivo de Micobacteriasutilizandoun asa de cultivo de 1 microlitro se transfieren 2 asadas completas. Para el caso
de los cultivos liquidos, se deja sedimentar el medio por 10 minutos y se toma 1.2 mL del fondo del tubo este
volumen se transfiere a un tubo de microcentrifuga de 1.5mL, se centrifugay descarta el sobrenadante, la biomasa
resultante se suspende en 300 microlitrosde agua. A partir de aqui el proceso esel mismo paratodas las muestras,
se lleva a la inactivacion por calor, en bafio maria a 100°C por 30 minutos o en un calentador de bloque seco.
Terminadalainactivaciénse deja enfriarla muestra, y unavez atemperatura ambiente se agrega 900 microlitros de
Etanol absoluto, se suspende en vortexy se vuelve a centrifugar la muestra por dos minutosa 15000 RPM, se decanta
el sobrenadante, y se centrifuga de nuevo y con ayuda de una micropipeta se elimina el resto del liquido de la
muestra. Se deja secarel pellet 2 minutos a temperatura ambientey se agregande 10a 50 microlitros (dependiendo
deltamarfio del pellet) de acetonitrilo puro y se agita con vortex. Se agrega una punta de micro espatula de perlas
de zirconiode 0.5 mm de didametro y se agita con vortex a maxima velocidad por un minuto con la finalidad de ayudar
aromper las paredes celulares de las bacterias. Posteriormente se agrega acido férmico al 70% enun volumenigual
al de acetonitrilo, se homogeniza en vortex y se centrifuga a 15000 RPM por 2 minutos. Se toma un microlitro del

sobrenadante, el cual se coloca en la placa de andlisis. Unavez que este se seca atemperaturaambiente se coloca

un microlitro de matriz, se deja secaratemperaturaambiente y se analiza en el sistema.
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Figura 7. Resumen del flujo de trabajo para Micobacterias
Hemocultivos
En el laboratorio clinico uno de los estudios mds importantes en el drea de microbiologia es la identificacion de
hemocultivos positivos en los casos de bacteriemias. En estos casos la identificacion rapida de las bacterias puede
significar una diferenciaimportante en la cura de dichainfeccion, por lo que se ha desarrollado unmétodoenel que
una vez que se tiene un hemocultivo positivo se lleva a cabo un procedimiento de extraccion de la muestra

directamente del hemocultivo parala obtencion de las proteinas del microorganismoy se logre laidentificaciénen

el sistema. La figura 8 muestra un resumende este procedimiento.
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Hemocultivo Positivo

eTransferir 1 mL del fluido de cultivo
a un tubo Eppendorf

~

€€«

*Agregar200 pL de Solucion de lisis
y mezclar

eCentrifugar (13,000 rpm),
desechar el sobrenadante

eAgregar 1 mL de Solucion de lavado
y mezclar

eCentrifugar (13,000 rpm),
desechar el sobrenadante

eProceder con el metodo de

extraccion con acido formico /

Figura 8. Flujo detrabajo para la preparacion de muestras en hemocultivos positivos

El objetivo de este procedimiento es la eliminacidn del paquete celular y las proteinas sanguineas, para que
solamente los microorganismos que se handesarrollado durante el periodo de cultivo seanlos que se analicen enel

sistema de masas. Una vez se finalizan estos lavados, el pellet que se obtiene se somete al procedimiento de

extraccién con dcidoférmicodetalladoanteriormente paralograrlaidentificacion del microorganismo.

Actividades desarrolladas en Bruker de 2011 al2021.

Alo largo de diezafios en Bruker he desarrollado actividades de servicio técnico, soportey capacitaciona usuarios,
capacitacion de personal interno, actividades gerenciales de la unidad de negocio para Mexico, Centroaméricay la
region de los Andes, y durante los ultimos 3 afios responsabilidad de la linea de negocios de Microbiologia y

Diagnostico para toda Latinoamérica, tanto en el area comercial como en la parte de soporte de aplicaciones a

usuariosy distribuidoresde nuestros productos.

Durante este tiempo estuve involucrado en la implementacién de mas de 80 instrumentos MALDI Biotyper,
desenvolviéndome en las areas de soporte técnico y recientemente en el area comercial trabajando con

distribuidores y directamente con usuarios en 19 de los 20 paises soberanos de Latinoamérica. Asi mismo he sido
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responsable de las presentaciones técnicas y comerciales en diversos congresos, ferias y exposiciones comerciales

con lafinalidad de divulgary promoverel uso de esta técnica.

Impacto del uso de Espectrometria de masas como herramienta para la

identificacion de microorganismos en los laboratorios clinicos.

Como se menciond anteriormente, las metodologias tradicionales de identificacion microbioldgica implican en el
mejor de los casos, tiempos de analisis de 48 a 72 horas a partir de que la muestra serecibe en el laboratorio. El uso

de tecnologias rapidasde identificaciéntiene unimpacto directo enel manejodel paciente, enlos resultados clinicos

y en el costo econdmicoderivado de estos.

El impacto econdmico del uso de esta tecnologia se centra en el analisis de la relacidn costo-beneficio en los
laboratorios. Si bien, la inversidn inicial para adoptar esta tecnologia es ronda alrededor de los cinco millones de
pesos se debe tomar en cuenta que el costo por identificacion es de aproximadamente veinte pesos por muestra,
una cifra significativamente menor alos costos de las metodologias tradicionales que puedenir desde los cien pesos
por muestra para el caso de pruebas bioquimicas manuales, hasta varios miles de pesos para el caso de las

metodologias de secuenciacién genética.

Esta diferencia de costos hace que la adopcion de la espectrometria de masas represente un ahorro para el
laboratorio clinicoy de entreel 60y el 80%, esto sin considerar los tiempos adicionales de cultivos, las placas para
los cultivos recurrentes, o bien el uso de los reactivos para amplificacion de secuencias en el caso de la secuenciacién
genética; atodo esto se suma la ventajade ladisminucidén en lageneracién de desechos por parte del laboratorio,

lo cualademads de unimpacto econdmicotambiéngenera un impacto ambiental.

El segundo punto de impacto que tiene esta tecnologia se da en la disminucién del tiempo requerido para la
identificacién microbiana, ya que conlas técnicas tradicionales por pruebas bioquimicas laidentificacionse daenun
periodo de al menos 24 horas posteriores al primer cultivo, mientras que con los sistemas de espectrometria de
masas este tiempo se reduce a un total de 6 a 8 minutos por muestra incluyendo la preparacion de estas.
Dependiendo de la tecnologia utilizada, se puede hablar de un tiempo de 30-60 minutos para el analisis de 96

muestras, incluyendo el tiempo necesario parala preparacion de estas, lo cual implica unareduccion de tiempode
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mas de 50 veces comparado con la identificacion fenotipica, y mas de 150 veces comparado con las técnicas de
genotipificacion, sumado a esto la gran diversidad de microorganismos disponible en las bases de datos actuales
teniendo acceso a3239especiesde bacterias gran positivas, gran negativas, levaduras y hongos filamentosos en la
base de datos principal y laopcién de ampliarlaconuna base de datos de 178 especiesde micobacterias y otra con

180 especies de hongos filamentosos.

Lareducciéndel tiempode identificacion a partir de cultivos en placa va de las 8 horas a mas de un dia dependiendo
deltipo de microorganismoy la preparaciéon de muestra que se lleve a cabo. Esimportante destacar que conel uso
de esta tecnologia se logra identificar aproximadamente el 85% de las muestras durante las primeras 24 horas a

partir del cultivo, mientras que para las metodologias tradicionales este valor es de aproximadamente un 10%.

Parael caso de loshemocultivos, la reduccién de los tiempos deidentificacion a partir de latoma de muestra va de
las 23 a las 37 horas, esto dependiendo de las rutinas de trabajo de cada laboratorio., ya que en algunos casos los

hemocultivos positivos se procesan tan pronto como se detecta el crecimiento, y en otros casos se tiene horarios

especificospara el tratamiento de este tipo de muestras.

El tercer punto delimpacto generado por laimplementacién de estatécnica es en el manejo de los pacientesy de
los resultados clinicos. La correcta y rapida identificacion microbiana brinda al médico a cargo del tratamiento del
paciente la oportunidad de ajustar el tratamiento antibidtico en etapas mas tempranas de la infeccién, lo cual
implicaunareducciénen las tasas de mortalidad asociadas a dichas infecciones que puedenir del 6 hastaun 20%,
asicomo lareduccidn enla estancia hospitalaria del paciente, la cual se reduce en periodos de 3 a 5 dias, lo cual trae

como consecuencia una reduccion de costos para el hospital de entre 60y hasta 300 mil pesos.

Un temaimportante eslaresistencia a antibidtico paralacual, en lamayoria de los casos, aun es necesariollevara
cabo las determinaciones por vias tradicionales enfrentado al microorganismo a diferentes concentraciones de
antibidtico a probar y determinando en base al crecimiento de este si es resistente o susceptible al mismo. Sin
embargo, a través de la técnica de espectrometria de masas se pueden determinar algunos biomarcadores de
resistencia de forma directa, permitiendo adecuar el tratamiento desde etapas tempranas del diagndstico. Como un
ejemplo, Klebsiella pneumonie tiene la capacidad de generar carbapenemasas mediadas por un plasmido

brindandole resistencia a la mayoria de los betalactamicos, este pldsmido pude ser detectado por espectrometria
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de masas y dar informacidn al analista sobre la posible resistencia de este microorganismo, y debido a que el
plasmido puede transferirse a otras bacterias, el mismo criteriopuede aplicarse a estas otras bacterias, de la misma

forma se puedendetectar biomarcadores de resistencia a meticilina en Staphylococcus aureus.

Asimismo se ha desarrollado unatécnicaen laque através del andlisis de espectrometria de masas del antibidtico
en el medio de cultivo se puede determinar de forma indirecta la resistencia a carbapenémicos y cefalosporinas
cuando esta es mediada por enzimas. Para esto se incuba al microorganismo en presencia de un antibiético bets-
lactdmico y posterior alaincubacién se buscasi ha habido una modificacidonde la masa del antibiético al ganar 18

Dalton por unamoléculade aguay la pérdida de 44 Dalton por la pérdidade CO2comose ilustraenlaFigura9.
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Figura 9. Mecanismo simplificado de accion de las beta-lactamasas

En el caso de sepsis y bacteriemias, la identificacion rapida del agente patégeno puede significar la clave para la
recuperacion del paciente, ya que por cada hora que se retrasa el uso de los antibidticos adecuados la tasa de
supervivencia decrece en un 7.6%, y el cambio de tratamiento de un antibiético de amplio espectro a una terapia
dirigidaayudaadisminuir laexposicidon del pacientea un tratamiento agresivo de manerainnecesaria, incrementa

la efectividad de la terapiay disminuye la posibilidad de que el patdgeno genere multiresistencias.

Aplicaciones fuera del ambito clinico.
Aunque el uso principal de latecnologia de Espectrometria de masas para laidentificacién de microorganismos ha
sido en laboratorios clinicos alrededor del mundo, su uso ha sido adoptado en otros ambitos en donde la

identificacién microbiana juega un papel importante en las actividades y procesos.
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Entre los mas destacados se encuentra la industria farmacéutica, dado que las condiciones y regulaciones para la
producciénde farmacos son sumamente estrictas, el uso de estatecnologia haayudado alareduccién de costosy
tiempos al brindar la identificacién de microorganismos de manera rdpida y confiable. En las dreas de control de
calidad se utiliza para el control de areas, producto terminado, puntos de control en sistemas de tratamiento y
purificacién de agua, control de calidad en dreas estériles, control para equipos de esterilizacién entre otras. Debido
aque en estaindustria no es necesario conocer la resistencia a antibidticos, la sola identificacion del microorganismo
implica una reduccién de tiempo y costo justificando la inversidon necesaria para la puesta en marcha de esta

tecnologia.

Otrade las dreas de impacto econdmico es la de la saludanimal, ya que la rapida identificacion de agentes patdgenos
favorece el correcto tratamiento en el caso de animales de produccién. Un ejemplo muy simple de esto son las
infecciones en las ubres de vacas de produccién de leche (Mastitis), por las cuales se puede contaminar la leche
producida, para lo cual la répida identificacién de posibles patégenos puede generar un impacto econdmico
sumamente importante ya que se puedentomar decisiones rapidas con respectoa cdmo proceder con lotes de leche
posiblemente contaminados, asi como con los tratamientos a seguir paralos animales de produccién. Asi mismo la
aplicacion de esta metodologia para la identificacion y rastreo de origen de infecciones especificas en produccién
avicola puedegenerar ahorros importantesen la produccidn y ayuda a prevenir nuevos brotes de estas infecciones

al poder rastrearde manerarapidael origende estas.

Por otro lado, en la industria alimenticia se puede hacer uso de esta técnica parael control de calidad, rastreo de
contaminantes, detecciénrdpida de posible patégenos como enterobacterias, en el caso de laindustria cervecerala
principal aplicacién es la de rastreary tipificar los microorganismos responsables de afectar la calidad del producto,
y con laidentificacién y rastreodel origende estos se evita el desperdicioy perdida de lotes enteros de produccion.
Ademas de la identificacion microbiana, en el caso de la industria alimenticia, se han desarrollado algunas
aplicaciones en las que se utilizan los algoritmos de identificacién para tipificar productos carnicos y pescados, y
autentificar el tipo de producto, asi como el origen de este, asegurando que el productor estd entregando a la

industrialo que esta ofreciendo.
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A pesar de que las bibliotecas comerciales provistas por Bruker cuentan con microorganismos provenientes de todos
los ambitos de la microbiologia, se cuenta con la posibilidad de crear bibliotecas propias con los microorganismos
especificosque asi se desee, eso puede permitirlaidentificacion de microfaunas locales, o bien el rastreode cepas
de produccidn o biotecnoldgicas, que en el caso de la industria de los alimentos pueden ser microorganismos ya

conocidos o incluso patentados para laproducciénen unaempresa en particular.

Enlas dreas de laagriculturay ambiental se ha aplicado esta técnica, para laidentificacion de microorganismos que
puedan generar infecciones en los campos de siembra ayudando al correcto y rapido tratamiento de los mismos,
evitando asi pérdidasimportantes en productos de cosecha, asi mismo, en las dreas de biorremediacidnen donde
se busca llevar un control de los microorganismos usados. En el caso del area ambiental una de las aplicaciones mas
interesantes es elanalisis de aguas de lastre en barcos, ya que al tomar el agua de un sitio y trasladarse a otras areas
del mundo se pueden estar transportando microorganismos ajenos al area en donde se descargan dichas aguas,
generando impactos en la microfauna de dicha area, lo cual podria llegar a tener impactos importantes en el

ecosistema.

Por ultimo, en centros de investigacién y universidades esta tecnologia ha abierto las puertas a la realizacion de
nuevos estudios, ya que dado que el costo por muestra es sumamente bajo, la rapidez de obtencidnde resultados y
la exactitud de los mismos son tan altos, se pueden realizar estudios a gran escala por costos comparablemente
menores alos estudios por Biologia Molecular, haciendo que la obtencién de resultados sea mas facil y favoreciendo
elavance en estudios como descubrimientosde nuevos agentes patégenos, evaluacion de infecciones nosocomiales,
estadisticas de recurrencia de infecciones, tipificacion de las poblaciones microbianas en areas de interés,

identificacién de microorganismos enddfitos en plantas, entre muchas otras.

4.- Conclusiones.

La aplicacién de la técnica de Espectrometria de masas para la identificacidn de microorganismos ha resultado en
unamejoraen el flujodetrabajo delos laboratorios clinicos, disminuyendo lostiempos de espera de horas o incluso
dias asolamente unos minutos lo cualha generadocambios deimpacto en multiples niveles de las dreas de la salud,
desde ahorros significativos en el gasto requerido porellaboratorio clinico, hastala mejoraenlaaplicacién de los

tratamientos antibidticos, permitiendo que los mismos sean mas eficientes, mejorando asi la salud de los pacientes
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de forma mas rapida, y ayudando a disminuir la aparicidn de microorganismos resistentes a los antibiéticos, lo cual

se haconvertidoen un problema de salud publica a nivelmundial.

Por otro lado, en las dreas industriales el impacto econdmico es el de mayor efecto, permitiendo la liberacion de
productos, inspecciénde areas, optimizacidon de controles de calidad, y mejora en general de todos los procesos de

algunamaneraimpactados poreltipo de microorganismo que pueda estar presente.

Los desarrolladores de esta metodologia siguen trabajando en hacer mejoras a la misma, desarrollando nuevas
aplicaciones que complementan la identificacidn como es la capacidad del sistema de tipificar las subespecies de

algunos microorganismos de acuerdo conla presencia de algunas proteinas especificas.

Desde el punto de vista personal las capacidadesy conocimientos como QFB han sido de granimportancia en el
desarrollo de las actividades profesionales, permitiendo dar un soporte integral a los usuarios asi como dando

ventajasimportantes enel desarrollode las actividadescomerciales que se encuentrana mi cargo.

Perspectivasy avances en el futuro.

El uso de la espectrometria de masas en el campo de la microbiologia ha revolucionado la forma de trabajo en los
laboratorios de diagndstico clinico, asi como enel tratamiento de las infecciones, sin embargo, aln hay varios retos
gue pueden hacerde esta técnicaalin mas productiva, uno deellosy tal vez el masimportante en el dmbito clinico
es la determinaciéon de susceptibilidad de los microorganismos a los diferentes antibidticos. Debido a que los
mecanismos de resistencia son muy variados aun no es posible determinar la susceptibilidad, pero se han
desarrollado yalas primeras técnicas especificamente para determinarsi un microorganismo es capaz de inactivar
enzimaticamente los antibidticos B-lactdmicos. Los microorganismos con esta capacidad utilizan beta-lactamasas y
carbapenemasas para hidrolizar el anillo B-lactdmico del antibidtico. Para determinar esto se incuba el
microorganismo enun medio con el antibiéticodurante 2 horas a 37°C, posterior a esto se centrifuga y un microlitro
del sobrenadante se analiza buscando cambios especificos como es la aparicién de masa correspondientes al

antibidtico hidrolizadoy ladisminucién de lasefial del antibidticointacto.

Otra aplicacién para este sistema es el anadlisis de leches contaminadas, y esto se puede lograr usando una

metodologia muy similar ala del hemocultivo positivo, en la cual una muestra de laleche contaminada se trata con
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soluciones de lisis y lavados para eliminar los componentes de la leche y poder analizar al microorganismo e

identificarlo, y de esta manera se puede rastrearendonde se produjo la contaminacién y evitar que siga sucediendo.

En algunos grupos de investigacion se han realizado andlisis de productos cdrnicos por medio del uso de los
algoritmos de identificacién usados en espectrometria de masas para determinar el origen de dichos carnicos, por
medio de la generacién de una base de datos con los perfiles proteicos de diferentes muestras de carnes
provenientes de ganado bovino, porcino, equino, ovino y avicola y algunos animales salvajes. La metodologia aun

estd en la parte experimental, pero podria convertirse en un método rdpidoy eficiente para el control de calidad en

la industria alimenticia.
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7.- Anexo 1: Técnicas tradicionales de identificacion microbiana.

A continuacion, se presentan algunas de las pruebas para laidentificacion de microorganismos utilizadas de manera

rutinaria en los laboratorios clinicos.
Tincién y Microscopia®

e Tincion de Gram: Es la técnica mas fundamental de identificacion de Bacterias, es una tincién
diferencial, ya que permite separar a las bacterias en dos grandes grupos (Gram Positivas y Gram
Negativas).

e Tincidn de Ziehl Neelsen o acido resistente (11): Es una de las tinciones mas utiles para
diferenciar bacilos tuberculosos de otros microorganismos relacionados, siendo estos
Ultimos susceptibles a la decoloracién por acido-alcohol a diferencia de las micobacterias
gue retienen la coloracion.

e Tincién de capsula(11): La cadpsula es una capa mucosa, que envuelve la pared celular de
algunas bacterias, debidoa su alto contenido de agua esta estructura se tifie débilmente,
por lo que se utiliza una técnica de tincién negativa, en la que el fondo del campo
mantiene la coloracidn y las bacterias encapsuladas se ven como secciones sin teir.

e Tincién de esporas Schaefer Fulton (11): Esta tincidon permite la caracterizacion de
micoorganismos capaces de generar estas estructuras como el género Bacillus y
Clostridium, en esta tincién se usa el verde de malaquitay calentamiento para introducir
el colorante ala espora, y posteriormente se usa safranina como contraste.

e Tincién de Albert y Loeffler (11): Los granulos metacromaticos son comunes en
corinebacterias, espirilos y bacilos lacticos, y pueden server para identificar a estas

bacterias, a través del uso de colorantes basicos como la fucsina basica se tifien los
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granulos y se usa colorante de Albert que contienen verde de malaquita o azul de
metileno (en la técnica de Loeffler) como contraste.

e Tinciones simples (11): En este tipo de tincién se usa un solo colorante, mostrando todas
las estructuras del mismo color, permitiendo conocer la morfologia y tipo de agrupacién,
entre estas se encuentran al de azul de algoddn lactofenol usada en micologia para
analizar la estructura de los hongos.

e Pormediode laobservacién al microscopio se pueden identificar diferencias en la morfologia de
las bacterias, y algunas caracteristicas como la generaciéon de esporas, la forma de agruparse de

las mismas, pruebas que ayudan a la identificacion de una bacteria. Estas pruebas son poco

exactas, llevan largos tiempos, y requieren de personal conamplia experienciay en muchos de los

casos no son Utiles paralaseleccion de un tratamientoo la emisién de un diagnéstico.

Cultivo de Muestras en Medios Selectivos®?: La forma de las colonias al crecer bajo condiciones especificas puede
ser una forma de identificar a las bacterias, pero esta depende de muchos factores que pueden hacer que los
resultados no sean confiables, ademas de requerir personal con amplia experiencia. Los medios de cultivo selectivos,
gue en algunos casos pueden ser muy especificos, peroengeneral dan una identificacién muy poco exacta al per mitir
el crecimiento de algunos grupos de bacterias, pero en la mayoria de los casos siendo especifico par el géneromas
no paralaespecie. Los tiempos necesarios para el enriquecimiento del cultivo y elcorrecto desarrollode las colonias
depende de varios factores entre los cuales se encuentran el tipo de medio de cultivo, el microorganismoy la

temperatura deincubacién. Dependiendode estas condiciones, los tiempos deincubacidnvan delas 12 horas hasta

6 semanas.

Cultivo en medios Cromogénicos: En este tipo de medios se utilizan sustratos especiales que confieren un color a

bacterias especificas, permitiendo de esta forma poder identificar de manera rdpida y sencilla microorganismos

especificosen una muestra heterogénea. Estos medios pueden o no ser selectivos.

Pruebas bioquimicas: La actividad enzimatica de un microorganismo es Unica en condiciones de crecimiento

controladas, esta caracteristica nos permite desarrollar pruebas enlas que se puede determinarel género y especie
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de acuerdo con las reacciones enzimaticas presentadas frente a diferentes sustratos. En la actualidad este tipo de

pruebas son las mas utilizadas en laidentificacion de micoorganismos.

Genotipificacidn: Esta prueba esla mas confiable y por tradicidnla prueba por excelencia para la identificacién de
bacterias consiste en la amplificacidn parcial del gen 16S ribosomal, para después secuenciar el mismo y compararlo
contraunabase de datos, dandolaidentificacionde géneroy especie dela bacteria con un alto gradode exactitud.
Algunas desventajas de estas pruebas son que la preparacién de las muestras es larga y debe hacerse con mucho

cuidado, yaque de ello depende una correcta identificacién, y el costo de los reactivos necesarios es alto, por etas

razones pocos laboratorios utilizan esta técnica a diferencia de las pruebas bioguimicas.
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