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1. INTRODUCCION

1.1. Laidentificacidon de los microorganismos

1.1.1. Introduccion histdrica

La identificacién de los microorganismos ha sido una de las principales
tareas del microbidlogo a través de los tiempos. Desde Antoni van
Leeuwenhoek, uno de los pioneros en la construccion y utilizacion del
microscopio, pasando por Robert Koch hasta Louis Pasteur, todos han
buscado descubrir y clasificar los microorganismos. La asociacion de
caracteristicas organolépticas a algunos grupos de microorganismos fue una
primera aproximacion a su identificacion. Mas tarde, con la asociacion de
caracteristicas fenotipicas, entrariamos en el principio de lo que podemos
considerar una auténtica taxonomia de los microorganismos. La observacion
de que diferentes microorganismos expresaban diferentes actividades
enzimaticas, como la hidrélisis de urea o la produccién de indol, fue utilizada

para agruparlos, estableciendo diferentes grupos.

Tradicionalmente, al observar el paisaje cotidiano de un laboratorio de
microbiologia clinica, se podian contemplar filas interminables de tubos en los
que se desarrollaban diferentes reacciones, cuyos productos con frecuencia

mostraban vistosos colores.
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Figura 1. Reacciones enzimaticas para la identificacion de microorganismos.
(https://es.wikipedia.org/wiki/IMVIC)

La ejecucion de las reacciones enzimaticas en esos tubos, de 10-20ml
de volumen, limitaba el nimero de analisis que se podian realizar, por lo que la
tecnologia evoluciond hacia la miniaturizacion, produciéndose las reacciones
en pequefas galerias que concentraban en unos cuantos pocillos todas las
pruebas, lo que condujo a menor necesidad de espacio y, por tanto, a la
realizacion de un mayor numero de identificaciones!. Todo esto, siempre
acompafado por cultivos selectivos que ayudaban en la caracterizacion de

muchos géneros y algunas especies.

Y finamente lleg6 la automatizacion. Durante muchos afios las bacterias
se han identificado por procedimientos basicamente manuales, pero la
necesidad de aumentar tanto la calidad como el nimero de identificaciones ha
hecho de la automatizacion un gran aliado en el laboratorio de microbiologia
clinica®. La posibilidad de realizar cientos de pruebas bioguimicas mediante
procedimientos automatizados ha permitido responder con eficiencia a la
necesidad de realizar mas pruebas con una disponibilidad presupuestaria
limitada, ademas de mejorar la trazabilidad y la estandarizacién, lo que ha
concluido en una respuesta eficiente a la presion asistencial y econémica®. Las
técnicas fluorométricas realizadas en microplacas han perdurado hasta

nuestros dias, pero el concomitante uso de tarjetas y casetes generaba


https://es.wikipedia.org/wiki/IMVIC

muchos residuos y, en ocasiones, los equipos se averiaban paralizando el

funcionamiento habitual del laboratorio.

Una gran evolucién en la identificacion ha sido la introduccion de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en los laboratorios*® y, sobre todo,
la implementacién de la secuenciacién del ARN ribosémico (ARNy) 16S87. La
secuenciacion del gen codificante para el 16S rRNA es la técnica de referencia
para la identificaciébn de las bacterias a nivel de especie. Sin embargo, no
forma parte de la rutina de la mayoria de los laboratorios de microbiologia

clinica, debido a su alto coste, y a la necesidad de personal especializado.

1.1.2. Introduccién a la taxonomia bacteriana

La taxonomia (taxis=orden, rango) es la ciencia que se encarga de
agrupar y organizar la gran cantidad de organismos existentes en una
estructura jerarquica sin superposiciones, en funcién de sus caracteristicas,
asignandoles una nomenclatura o asignacion de nombres, estableciendo
taxones (grupos de organismos semejantes) segln unas normas
preestablecidas e identificAndolos asociando un microorganismo a un

determinado taxons.

Los primeros microbiélogos intentaron realizar una clasificacion similar a
la realizada por los botanicos, como Carl von Linneo, configurando una
sistematica filogenética para los metazoos. Sin embargo, los microorganismos
eran mas simples morfolégicamente y con un desarrollo muy diferente, lo cual

les hizo desistir. La introduccion del microscopio en los laboratorios hizo posible



la clasificacion de los microorganismos sin nucleo en el reino de las
Procariotae, tal y como propuso Murray en 1968. Con las nuevas técnicas de
biologia molecular se clasificaron las estructuras celulares en los tres dominios

conocidos actualmente, por encima del reino: Bacteria, Archaea y Eukarya®.

1.1.3. Importancia de la identificacién de los microorganismos patdégenos

Una de las tareas fundamentales del laboratorio de microbiologia clinica
es la aplicacion de una metodologia precisa que permita la identificacion de los
microorganismos implicados en procesos clinicos asociados a infecciones que
tienen relacion con el ser humano. Con el objetivo de identificar el agente
etiolégico responsable del proceso infeccioso y para conocer las implicaciones
patogénicas/patoldgicas, la evolucion clinica, y aplicar una terapia
antimicrobiana eficaz, un pilar fundamental en la préactica de la microbiologia
clinica hasta finales del siglo pasado lo constituye la identificacion a nivel de
especie de un aislamiento microbiano®. Por ejemplo, en el campo de los
hongos patdgenos que causan infecciones sistémicas, la identificacion a nivel
de especie se consideraba como un mero asunto académico sin demasiada
importancia practica. Pero en las dos Ultimas décadas esta situacion ha
cambiado. Por un lado, aumenta la poblacion susceptible de adquirir una
infeccion sistémica causada por hongos, lo que conlleva un aumento de la
incidencia de esta patologia, y por otro, aparecen nuevos antifungicos. Estos
dos hechos, entre otros aspectos, conducen a la introduccién de nuevas
especies patdégenas que conviven o desplazan a las habituales. Actualmente la
resistencia secundaria a los antifingicos no es un problema tan grave como el

que ocurre con los antibacterianos. Esto significa que las especies patogenas



de hongos que causan infeccion con mas frecuencia tienen un patrén de
sensibilidad o resistencia bastante presumible. Sin embargo, es sélo cuestion
de tiempo que este panorama cambie. Por tanto, es necesario concienciar a
todos los profesionales involucrados de la necesidad de aislar, e identificar al
nivel de especie, el hongo causante de la infeccion. Esta informacion ayuda, de
forma indudable, a elegir el tratamiento mas adecuado y nos prepara para
asumir la siguiente fase, en la que la deteccion individualizada de las cepas

resistentes sera una necesidad!12,

1.2. Métodos de identificacién de microorganismos

1.2.1. Métodos fenotipicos de identificacion

Los métodos de identificacion bacteriana fenotipica se pueden clasificar
en dos grandes grupos: manuales y automatizados. Entre los primeros
encontramos los sistemas API, que consisten en una serie de pocillos
dispuestos en una galeria, en los que se desarrollan varias reacciones
enzimaticas o la asimilaciéon de sustratos, producidas por el microorganismo
inoculado. El resultado de estas reacciones permite generar un codigo que se
relaciona con un determinado género, e incluso especie, de bacterias. Estos

sistemas son baratos pero lentos en su mayoria y poco especificos34,

Figura 2: Sistemas API para la identificacion microbiana.
(http://www.ganbaro.com.ve/productos/microbiologia-industrial/identificacion-microbiana/)


http://www.ganbaro.com.ve/productos/microbiologia-industrial/identificacion-microbiana/

La automatizacion, como hemos mencionado anteriormente, permitié
aumentar la productividad, a pesar de la escasez en recursos humanos y
materiales'®. Algunos de los sistemas automatizados, comercializados, de
identificacion bacteriana mas utilizados han sido: BD Phoenix (BD Diagnostic
Systems, Franklin Lakes, NJ, EEUU), Vitek 2 (bioMérieux, Marcy [I'Etoile,

Francia) o MicroScan (Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU)16,

- El sistema BD Phoenix, junto con los paneles de identificacion, determina el
crecimiento utilizando una reaccion de oxidacion-reduccién y un desarrollo de
turbidez, proporcionando resultados precisos y rapidos de identificacion y
sensibilidad para la mayoria de las bacterias gramnegativas y grampositivas,
aerobias y anaerobias facultativas, clinicamente significativas, asi como la
identificacion de levaduras y organismos similares a las levaduras.
Comparando este sistema con los métodos convencionales de identificacién la
concordancia es alta, oscilando entre el 100% para los cocos grampositivos o
el 96.0% para los no fermentadores gramnegativos, y el 92.5% para los
miembros de la familia Enterobacteriaceae!’, ademas del 97,3% para
levaduras?®®. Si esta comparacion se hace con los modernos sistemas basados
en protedmica, éstos pueden llegar a identificar correctamente el 85% de los
aislados de bacilos gramnegativos poco frecuentes a nivel de género y en el
56% también la especie, mientras que con el BD Phoenix solamente se
alcanza el 52% a nivel de género y el 34% de las especies®®. Sin embargo, en
el terreno de las levaduras, esa misma comparacion entre sistemas revela una

concordancia de hasta el 95%%20.



- ViteK 2 es un sistema que utiliza tarjetas con sustratos, las cuales son
inoculadas con la suspensién de un cultivo puro microbiano y donde el perfil de
desarrollo fluorométrico es interpretado de forma automatica. Los sustratos de
las tarjetas reactivas miden varias actividades metabodlicas como acidificacion,
alcalinizacion, hidrdlisis enzimética y desarrollo en presencia de sustancias
inhibidoras. Estadn descritos porcentajes de identificacion del 79,8% en cocos
grampositivos, aislamientos caracterizados utilizando métodos de identificacion
de referencia y pruebas de sensibilidad antimicrobiana, aunque la identificacién
de algunos Enterococcus y especies relacionadas presenta dificultades?!. El
97.8% de las enterobacterias?? y 88,4% de las levaduras se han identificado
correctamente con este sistema?®. Pero también, como otros métodos
fenotipicos convencionales, tiene dificultades para discriminar el complejo

Burkholderia cepacia?*, o identificar Acinetobacter sp. a nivel de especie?.

Figura 3: Sistema de identificacion automatica microbiana Vitek 2.
(https://spanish.alibaba.com/product-detail/biomerieux-vitek-2-microbiology-analyzer-
and-reagents-62013044368.html)

- MicroScan es otro sistema automatizado que se basa en la fluorimetria, en el
que se realizan pruebas bioquimicas y cromogénicas en una placa de
microdilucion de 96 pocillos con sustratos deshidratados. Estan descritos

porcentajes de identificacion del 88,8% en enterobacterias y bacterias


https://spanish.alibaba.com/product-detail/biomerieux-vitek-2-microbiology-analyzer-and-reagents-62013044368.html
https://spanish.alibaba.com/product-detail/biomerieux-vitek-2-microbiology-analyzer-and-reagents-62013044368.html

gramnegativas no fermentadoras?®, 94,6% de los Staphylococcus coagulasa

negativa?’, 98,5% para Enterococcus?® y 85,9% para las levaduras?3.

Un trabajo interesante, en el que se comparan los tres sistemas, seria el
publicado por Jin y cols.?®, en el que se concluye que el mejor de los tres seria
Vitek 2, con un 93,7% de identificaciones precisas a nivel de especie, seguido
muy de cerca por Phoenix (93,0%) y algo mas alejado se encontraria
MicroScan, con un 82,4% de identificaciones correctas?®. Pero son muchos los
trabajos que avalan la validez de los tres sistemas y que se resumen con una

pequefia muestra en la tabla 1.

Figura 4: Sistema de identificacion automética microbiana

MicroScan.
(http://dikysa.com.mx/index.php/producto/microscan-autoscan-4-system-beckman-coulter/)



Tabla 1: Resultados de la identificacion microbiolégica mediante tres sistemas comerciales automatizados, segun bibliografia

Cocos grampositivos Enterobacterias Levaduras General
Stefaniuk E. y cols.’ 100% | Stefaniuk E. y cols.’ 92,5% " 0
. Brigante G y cols.%0 90,5% | Snyder JWy cols.%” 98,7% Grant ML. y4;:ols. 97,3% | -
Phoenix Fahr AM y cols. 3! 97.9% | Park BY y cols.® 97 2% ErHy cols. 99,2% |Jin WY. y cols. 93,00%
. ) . ) 44 0
Layer F y cols. 2 66,7% | Gherardi G y cols.®® 96% Kanesaka |y cols. 96,2%
d'Azevedo PA. y cols.?! 79,8% | Pérez-Vazquez M. y cols.?? 97,8%
; ' ' Ferrara G. y cols.?® 88,4%
33 0 40 0 )
Vitek 2 E‘;;‘e'?r"Fy;g';'s » o gﬁgr;rﬁicg'? . %1% | Riddle DL y cols.’s 95% | Jin WY. y cols.2 | 93,70%
: ’ : i i 46 0
Galvao da Silva y cols.? 77,9% | Quesada MD y cols.* 96,5% OchiuzziME y cols. 98,3%
Iwen PC. y cols.28 98,5% |O'Hara CM.y cols.2¢ 88,8%
' ' Ferrara G. y cols.23 85,9%
35 0, 41 0, ’
MicroScan E?nt:ﬁtyl‘c%goslss‘ ggg;ﬁ gﬁ;;:??vv)?golcg; g;’goﬁ Riddle DL y cols.*® 82% |Jin WY.ycols.?® | 82,40%
. , . ) ; 47 0
Grant CE y cols.3 79% | Gavini F y cols.# 95,495 | G€rmain GSty cols. 96,6%




Estan claras las ventajas de los métodos automatizados respecto a los
manuales, como son la rapidez de identificacion, estandarizacion o disminucion
de errores post-analiticos, pero aun quedarian desventajas por mejorar, como

son el alto coste, y el tiempo de respuesta®.

1.2.2. Métodos moleculares de identificacion.

1.2.2.1. Métodos genéticos

Las técnicas moleculares permiten la deteccién de material genético, tanto
acido desoxirribonucleico (ADN) como &cido ribonucleico (ARN), o de otras
moléculas que forman parte de la célula bacteriana. Las més utilizadas se
basan en la deteccién de acidos nucleicos, principalmente del ADN. Entre ellas,
la PCR es la que ha adquirido un mayor valor diagndstico, permitiendo la
deteccion de agentes infecciosos, ademas de caracterizar sus genotipos de
virulencia y de resistencia. A partir del material genético se realiza un proceso
de amplificacion de una regidon especifica, delimitada por los llamados
cebadores o iniciadores, que consiste en 3 fases: (i) desnaturalizacion del ADN
por calentamiento a 95°C, (ii) hibridacion de los cebadores a temperatura entre
50 y 60°C -en funcion de la longitud y composicién de los cebadores- y (iii)
extension catalizada por una polimerasa termoestable. La repeticion de este
proceso durante 20-40 ciclos permite obtener millones de copias de la region
delimitada por los cebadores, lo que le confiere una elevada sensibilidad*°.
Aunque una version primitiva de la PCR se habia puesto en préactica con
anterioridad®, su descubrimiento se materializé6 en 1985 por K. Mullis (premio

Nobel de Quimica en 1993), gracias a avances previos como la sintesis in vitro
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de oligonucledtidos (nucledsidos trifosfato) desarrollada por H. Korana (premio
Nobel de Medicina en 1968), y la introduccibn de las polimerasas

termoestables.

La PCR puede complementarse con la secuenciacion de los productos de
esta reaccion. Si se amplifican determinadas secuencias, como la region
hipervariable del gen ADN ribosomico (ADN;) 16S, donde se concentran la
mayoria de diferencias nucleotidicas entre especies, su secuenciacion posterior
permite obtener informacién clave para la identificacién de cepas bacterianas,
como minimo a nivel de género, y muchas veces a nivel de especie. Esta
técnica combinaria la realizaciéon de una PCR, con cebadores universales, con
posterior lectura de los fragmentos mediante un secuenciador y final analisis de
las secuencias utilizando herramientas como EzTaxon®' y BLAST>?. El
resultado obtenido se presenta recogiendo la extension del fragmento
solapado, el porcentaje de semejanza y el nUumero de acceso de la secuencia

de la cepa tipo de la especie que presenta el mayor grado de identidad.

En el caso de los hongos se utilizan, con el mismo objetivo, las regiones
inter-espaciadoras o ITS (Internal Transcribed Spacer). En el genoma de las
levaduras se encuentran varias copias de los genes 5,8S, 18S y 23S repetidas
en tandem, que se denominan unidades de transcripcion. Las secuencias de
estos genes estan separadas por dos espaciadores internos, llamados ITS-1 e
ITS-2, de una longitud de entre 200 y 400 bases. Entre las unidades de
transcripcion hay un espaciador intergénico que no se transcribe, llamado IGS

(non-transcribed intergenic spacer). Las zonas no codificantes del ADNr nuclear
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(ITS-1, ITS-2 e IGS) son mas susceptibles de acumular mutaciones y por lo
tanto tienen gran interés en el estudio de la identificacion y tipificacion de

especies fungicas.

La introduccion de estos sistemas de identificacion basados en la PCR
supuso un importante avance, que permitia identificar de forma precisa una
bacteria crecida en placa e incluso directamente a partir de la muestra
biologica. La PCR bésica o convencional evoluciono hacia la PCR a tiempo real
(RT-PCR), que ofrece una plataforma ideal para el desarrollo de ensayos
moleculares para una amplia gama de agentes infecciosos con interés clinico,
debido a sus ventajas, como simplicidad, precision, reproducibilidad, exactitud,
procesos de control de calidad, rapidez y menor riesgo de contaminacion®3. Se
han descrito varias técnicas basadas en la PCR, y entre ellas mencionamos por
su gran utilidad en el diagnéstico microbiolégico la PCR multiplex®*, que utiliza
cebadores especificos para hasta 15-20 microorganismos diferentes,
permitiendo incluir a bacterias y hongos en la misma reaccién. Estas
aplicaciones han sido mejoradas y comercializadas, en muchas ocasiones por
la industria. Entre ellas se puede mencionar, a modo de ejemplo, el sistema
FilmArray (FA; ldaho Technology, Salt Lake City, UT, USA), que consiste en
una PCR multiple que permite detectar 11 especies bacterianas y 5 de
levaduras en una hora. Su sensibilidad es del 83-100% y la especificidad es
>99%, dependiendo del patégeno estudiado®®. A pesar de todos estos avances
en tecnologias moleculares, siguen existiendo microbidélogos que los
compatibilizan con algunos métodos convencionales para la identificacion,

sobre todo, de algunas subespecies de bacterias y hongos®657.
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Finalmente, un nuevo sistema en el diagndstico microbioldgico que se esta
introduciendo en los laboratorios de microbiologia, es la secuenciacién masiva.
La continua mejora y desarrollo de los métodos de secuenciacién ha permitido
la acesibilidad del genoma completo a los laboratorios, lo cual implica gestionar
una gran cantidad de informacién con nuevas herramientas bioinforméticas.
Una de las grandes ventajas de la secuenciacion masiva es la universalidad
con la posibilidad de obtener el genoma completo de cualquier especie
microbiana. A pesar de esto, casi todos los esfuerzos se han dirigido a las
bacterias, pero hay muchos campos dentro de la microbiologia, especialmente

la virologia, donde se esta descubriendo su relevancia®®.

1.2.2.2. Métodos protedmicos

La espectrometria de masas (EM) es una técnica de andlisis que permite
caracterizar muestras midiendo las masas (estrictamente la relacién
masa/carga) de las moléculas componentes. Cuenta con mas de un siglo de
historia y evolucidon tecnoldgica y a lo largo de los afios ha ampliado su alcance
desde los is6topos a moléculas pequefas, moléculas organicas mas complejas
y, en las ultimas décadas, macromoléculas (acidos nucleicos y proteinas). Los
tubos de Crookes, o tubos de rayos catédicos, fueron los primeros dispositivos
que se utilizaron para estudiar las propiedades de la materia. Eran tubos de
cristal que contenian gases muy rarificados a traves de los que se hacian pasar
descargas eléctricas. Arthur Schuster y posteriormente J.J. Thomson —ambos
en el Laboratorio Cavendish de la Universidad de Cambridge— los utilizaron
para estudiar la desviacion (deflexion) de las trayectorias de los rayos

producida por campos eléctricos y magnéticos. En 1897, Thomson, Premio
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Nobel de Fisica en 1906, llegé a la conclusion de que los rayos catodicos
estaban formados por particulas muy ligeras con carga negativa (los
electrones), determinando su relacibn masa-carga. F.W. Aston, junto con
Thomson, observé que el gas nedn est4 formado por dos is6topos que pueden
separarse y diferenciarse por su masa (Ne?® y Ne??). Durante los afios
siguientes, Aston desarroll6 el equipo para conseguir mayor resolucion y lo
aplico al estudio de los is6topos no radioactivos, trabajos por los que recibié el
Premio Nobel de Quimica en 1922. Durante las décadas siguientes se
introdujeron en los equipos modificaciones para enfocar las particulas
desviadas y mejorar la resolucion. Se introdujeron también sistemas de
ionizacidbn que ampliaban el rango de materiales que podian analizarse.
Durante este periodo las principales aplicaciones de la EM fueron el andlisis y
la obtencién de is6topos. Para esta ultima aplicacién se construyeron grandes
equipos preparativos, como el Calutron, que se utilizé para producir el uranio-
235 de las primeras bombas atémicas. Los equipos basados en la deflexién
producida por un campo magnético, o por combinaciones de campos eléctricos
y magnéticos con diversas geometrias, fueron los méas utilizados durante la
segunda mitad del siglo XX. Sin embargo, ya en los afios cuarenta y cincuenta
del siglo XX aparecieron esquemas de separacion de masas diferentes, como
el tiempo de vuelo (TOF), los cuadrupolos o las trampas de iones. El sistema
TOF, fue disefiado en 1946 por W.E. Stephens, entonces en la Universidad de
Pensilvania. En este sistema, la separacion de los iones se produce al
acelerarlos en un campo eléctrico; todos los iones sometidos al campo
adquieren la misma energia cinética, lo que implica que los de menor relacion

masa-carga alcanzan mayor velocidad. En el disefio mas basico, los iones
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siguen una trayectoria rectilinea de longitud conocida entre el campo eléctrico y
el detector, y lo que se mide es el tiempo que tardan en llegar de un punto a
otro. Aunque inicialmente no podian competir en resolucion con los equipos de
deflexion, estos sistemas han resultado ser més rapidos y mas baratos, y con
el tiempo han incorporado mejoras que les han permitido ser muy competitivos
en diversas areas. La ionizacion de la muestra es otro aspecto de la tecnologia
que ha evolucionado para ampliar el rango de muestras analizables. Las
descargas eléctricas utilizadas en los primeros equipos eran demasiado
energéticas para permitir el andlisis de moléculas complejas. En 1959, la
introduccién de la ionizacion por impacto de electrones permitio acoplar la
cromatografia de gases a un espectrémetro de masas de tipo TOF y abrié la
puerta al analisis de moléculas organicas. Durante las décadas siguientes se
desarrollaron métodos de ionizacion mas suaves (soft ionization), como la
ionizacion por haces de iones (SIMS, secondary ion mass spectrometry) en
1950, la ionizacidn quimica en 1966, los diferentes métodos de desorcion (de
campo en 1969, por plasma o por laser en 1974, MALDI en 1985), la ionizacion
por electroespray (ESI, electrospray ionization) en 1968, o de atomos (FAB,
fast atom bombardment) en 1981, permitiendo el analisis de moléculas no
volatiles, fragiles, o de alto peso molecular. Hasta los afios 80 del siglo XX no
se ionizaban moléculas mayores de 1.500 Da, y no se creia posible ionizarlas,
ya que son muy fragiles y se creia que se fragmentarian al intentar ionizarlas.
En 1988 Koichi Tanaka demostro que se podia ionizar la lisozima (14.300 Da),
mezclandola con una solucibn compuesta por polvo metalico muy fino y
glicerol®®. En el mismo afio Michael Karas y Franz Hillenkamp consiguieron

ionizar la albimina (66.600 Da)®. Estos tres cientificos recibieron el premio
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Nobel de Quimica de 2002 por la aplicacion de la espectrometria de masas al

analisis de moléculas bioldgicas.

Finalmente, hay que recordar que, durante el dltimo cuarto del siglo XX,
el desarrollo de los componentes electronicos y de la informética (hardware y
software) ha dado un enorme impulso a todo este conjunto de tecnologias
proporcionando detectores mas rapidos y mas sensibles, mayor potencia de
computacion y almacenamiento de datos, equipos mas pequefios, mas baratos
y mas robustos y, en definitiva, sacando la EM del laboratorio especializado y
convirtiéendola en una herramienta accesible para muchos otros

laboratorios®1-62,

1.3. Aplicaciones de la espectrometria de masas

La primera descripcion sobre el uso de la EM en bacteriologia fue en
197583, La tecnologia se desarroll6 para estudiar los perfiles de marcadores de
algunas especies bacterianas, y utilizo la ionizacion por bombardeo de atomos
rapidos y la asociacién de cromatografia de gases y EM. La dificultad radicaba
en detectar las proteinas ribosémicas y de membrana sin destruirlas para
analizar sus perfiles y obtener espectros de patrones de masas. Este alentador
estudio no fue seguido por ningun otro desarrollo hasta 1996. En ese afo, el
primer experimento de EM en el que se utilizé el laser de ionizacion/desorcion
asistido por matriz con tiempo de vuelo (MALDI-TOF) logré identificar bacterias
directamente de colonias completas basadas en su contenido de proteinas®+°.
Sin embargo, la novedad mas importante correspondio al sistema de deteccion

por técnicas de ionizacion blanda como el MALDI y la ionizacion por
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electropulverizacion (ESI), que permiten el andlisis de biomoléculas y
moléculas organicas grandes, que tienden a ser fragiles cuando son ionizadas
por los antiguos métodos de ionizacién®. El desarrollo continuo del hardware
proporcioné precision y resolucion crecientes en la identificacion de las
diferentes proteinas, y el MALDI-TOF empez6 a utilizarse de facto para la
identificacion de bacterias en laboratorios de investigacion®. Después de este
periodo, se desarrollaron los nuevos enfoques para la identificacion de
especies que implicaban el uso de una matriz diferente. Las matrices utilizadas
en la espectrometria de masas MALDI-TOF son compuestos que contienen en
su estructura un anillo bencénico conjugado que absorbe la energia UV
irradiada por el laser y que se volatilizan facilmente formando iones en una
camara de alto vacio. La matriz permite la produccion de iones intactos en fase
gaseosa de biomoléculas de gran tamafo, no volatiles y termolabiles, como las
proteinas. La matriz mas utilizada en microbiologia clinica es el acido alfa-

ciano-3,4-hidroxicinamico (HCCA).

El cambio de matriz permitié la ionizacion de las proteinas ribosomicas,
que estan mas conservadas que las proteinas de superficie®’. Esto se
consideré mas fiable para la identificacion de rutina de especies bacterianas,
ya que las condiciones de cultivo no afectan a los resultados de la
identificacion®®. Por tanto, la EM se convirtié en una herramienta revolucionaria

para los laboratorios de bacteriologia.

EM MALDI-TOF permite obtener en unos minutos la identificacion de

microorganismos tales como bacterias (incluyendo micobacterias), levaduras y
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hongos filamentosos®. La denominacién «MALDI» proviene de Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization, y «TOF» alude al analizador de iones que se
acopla al MALDI, que es del tipo de tiempo de vuelo (time of flight)’°. Para
realizar el analisis mediante MALDI-TOF es necesario que las proteinas de los
microorganismos se ionicen. Para ello, las colonias de microorganismos se
depositan sobre una placa, y a continuacién sobre esa muestra se deposita
una soluciéon matriz. Después, la placa es introducida en la camara de alto
vacio, donde la superficie cristalina de la muestra es expuesta a disparos de un
laser de 337 nm de longitud de onda en la zona ultravioleta del espectro, con lo
que la matriz absorbe la energia del laser produciéndose la sublimacion del
analito y de la matriz. La irradiacién tiene lugar en forma de pulsos cortos, para
evitar un calentamiento excesivo y la degradacion de la muestra. El laser,
ademas, se centra en una porcién minima del pocillo y se va moviendo a través
del mismo con una trayectoria definida, que normalmente viene programada

por el fabricante, dependiendo del propdésito de lectura de la muestra.

La interaccion entre los fotones del laser y la muestra provoca que la
matriz sublime al estado gaseoso, arrastrando consigo la muestra problema y
produciéndose inmediatamente la ionizacién. Ademas, como la mayor parte de
la energia es absorbida por la matriz, la muestra se ionizara sufriendo
fragmentaciones minimas. Ya en fase gaseosa, la estabilizacion de la matriz
tiene lugar mediante la liberacion de protones que, en parte, son captados por
las proteinas de las bacterias, generandose fragmentos de proteinas con carga
positiva, pero también un ién sodio o potasio, lo cual tendra que ser tomado en

cuenta en la relacion de masas final de la muestra a analizar. Por otro lado, hay
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qgue tener en cuenta que es despreciable el porcentaje de moléculas cargadas
con una carga superior a 1 por lo que, en realidad, los fragmentos se separan
en funcion de su masa. Mediante un electrodo se genera un campo eléctrico
que acelera los iones formados desde las proximidades de la muestra hacia el
analizador de masas. De esta forma, los iones entran en un tubo (de 1 a4 m
de longitud) con la misma energia cinética y siguiendo una trayectoria lineal.
Asi, el tiempo que tardan los iones en recorrer el tubo es proporcional a la
relacion masa/carga (m/z) de los mismos. En Ultima instancia esta el detector
de los iones previamente separados. Si la carga (z) es igual a uno, como es
habitual en la ionizacion blanda de la técnica MALDI-TOF, el espectro de
masas es la representacion de la intensidad frente a la masa de los iones

formados’72,

Entre todos los sistemas basados en protedmica, EM MALDI-TOF se ha
convertido, en la ultima década, en una herramienta fundamental para la
identificacion microbiana en los laboratorios de microbiologia clinica, ya que
resulta mas rapido y fiable que los sistemas tradicionales de identificacién’3. El
rango de masas de interés esta entre los 2.000 y los 20.000 Da. La mayoria de
los picos de masas obtenidos en este rango representan proteinas
ribosémicas. El conjunto de estos picos de masas constituye el espectro del
microorganismo, o0 huella peptidica, concepto que hace alusion a la
singularidad del espectro generado para cada especie microbiana. La
identificacion de los microorganismos se realiza en base a su huella peptidica.
En este método, las proteinas del microorganismo a identificar son hidrolizadas

en pequefios péptidos y se obtiene el correspondiente espectro de masas del
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hidrolizado. Esta huella, que es U(nica para cada microorganismo, es
comparada con las huellas de microorganismos conocidos presentes en la
base de datos, de tal forma que la huella problema se puede asociar con la

huella mas semejante y obtener asi la identificacion del microorganismo?#7°,

En el mercado existen en la actualidad basicamente dos plataformas
comerciales de espectrometria de masas para el andlisis de microorganismos:
VITEK®MS (bioMérieux, Marcy I|'Etoile, Francia) y sistema MALDI Biotyper
(Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA, EEUU)’®. Aunque los principios técnicos
de los sistemas VITEK®MS y MALDI Biotyper® son similares, existen
diferencias en las bases de datos de espectros de referencia, en los sistemas
operativos y en los algoritmos empleados para la identificacion, por lo que los

resultados numéricos de ambos sistemas no son directamente comparables’”.

- Sistema VITEK®MS: La base de datos SARAMIS fue creada por AnagnosTec
GmbH (Zossen, Alemania) y comercializada por Shimadzu junto con los
espectrometros de masas Axima (Shimadzu, Columbia, MD), antes de ser
adquirida por bioMérieux en el afio 2010 para su incorporacién a la plataforma

VITEK®MS®.
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Figura 5: Sistema de identificacion por espectrometria de masas
Vitek MS™,
(https://www.biomerieux-industry.com/es/products/vitek-ms-rapid-identification-
microorganisms-mass-spectrometry)

En la actualidad el sistema VITEK®MS posee dos configuraciones: In
Vitro Diagnostic (IVD) y Research Use Only (RUO), completamente separadas.
El médulo RUO esta avalado para uso en investigacion y posee una base de
datos abierta de espectros de referencia y “super espectros”, siendo éstos
altimos conglomerados de espectros de al menos 15 aislamientos, obtenidos
bajo diferentes condiciones de crecimiento e identificados por métodos
ampliamente aceptados, como fenotipificaciébn bioquimica o genotipificacion.
Este modulo permite determinar la relacion de los diferentes aislamientos y
llevar a cabo una agrupacion jerarquica de los mismos, representando los
resultados en dendrogramas. Permite también la creacion de nuevos “super
espectros” que sean representativos de un entorno particular’®. Para la
configuracion IVD del sistema VITEK®MS, el software compara el espectro
obtenido con el espectro esperado de cada organismo o0 grupo de organismos
contenido en la base de datos, obteniendo una identificacién con un nivel de
confianza que se calcula con base al porcentaje de probabilidad y el nUmero de
opciones de microorganismos posibles. El porcentaje de probabilidad o
similitud se refiere al tanto por ciento en que el espectro observado se asemeja

al espectro tipico de cada organismo (indice poblacional). El rango de
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porcentajes para una identificacion correcta es 60-99% y valores cercanos a
99,9% indican una aproximacibn mas exacta. Cuando el porcentaje de
probabilidad es menor del 60% el microorganismo se considera como nho
identificado’®. La base de datos tiene un total de 1.046 especies en IVD, con un

5% de especies consideradas no patégenas.

- Sistema MALDI Biotyper®: fue creado y comercializado por Bruker Daltonics
(Billerica, MA). El paquete del software Biotyper®, acoplado a los
espectrometros de masas de la linea Flex, es una plataforma abierta que

permite guardar los espectros analizados para expandir la base de datos.

\//

Figura 6: Sistema de identificacion por espectrometria de masas

MALDI Biotyper.
(https://www.directindustry.es/prod/bruker-daltonics/product-30029-
1572777 .html)

También posee dos configuraciones (IVD y RUO) pero no estan

separadas y se obtiene la informacion del tipo de configuraciéon, de donde se
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ha obtenido el espectro tipo, en el resultado impreso. En el sistema MALDI
Biotyper® el espectro del microorganismo es traducido electrénicamente a una
lista de picos que es comparada, mediante el uso de un algoritmo estadistico,
con las listas de picos de los microorganismos contenidos en la base de datos
de referencia segun una cepa tipo (indice de tipicidad). El sistema emplea un
valor de puntuacion que oscila entre 0,000 y 3,000, que correlaciona la similitud
del microorganismo de prueba, a nivel del género y de la especie, dentro de la
base de datos. Una puntuacién que oscila entre 2,300 y 3,000 es interpretada
por el software como una identificacién altamente probable a nivel de especie.
Las puntuaciones de registro entre 2,000 y 2,299 representan la identificacion
segura del género y la identificacion probable a nivel de especie. En ambos
casos, los resultados suelen liberarse como una identificacion positiva. Las
puntuaciones de registro que van desde 1,700 a 1,999 representan una
probable identificacibn de género, que requiere pruebas adicionales para
identificar la especie. Las puntuaciones de registro que van desde 0,000 a
1,699 no se consideran una identificacion fiable”®. La base de datos en la
v4.0.0.0, a modo de ejemplo, tenia un total de 2.428 especies en IVD y 2.509
en RUO, con un 15% de especies no patdgenas. Respecto a las micobacterias,
la base de datos disponia de un nimero idéntico en IVD y RUO: 164 especies.
Para hongos solo habia en RUO y contaba con 127 especies (datos aportados

por la empresa en fecha 22/09/2017).

Ya desde su introduccion, se sefialé que esta tecnologia cambiaria la
practica rutinaria de la microbiologia clinica. Esta percepcion fue confirmada

por numerosos estudios, que han justificado su asentamiento en la rutina
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diaria’®. Seng y cols. fueron los primeros en informar de la viabilidad del
MALDI-TOF como el sistema de primera linea para la identificacion bacteriana
rutinaria en laboratorios de microbiologia clinica a partir de colonias bacterianas
que crecen en placas de agar®’. En su trabajo se identificaron un total de 1.660
aislados bacterianos, y se verificaron las discrepancias entre los resultados del
MALDI-TOF y la identificacion fenotipica convencional, mediante la
secuenciacion del gen rpoB y el gen codificante para el 16S rRNA. En ese
momento, los autores identificaron correctamente solo el 84,1% de los aislados
a nivel de especie mediante un andlisis directo de colonias sin extraccion
adicional de proteinas. Los errores mas frecuentes se observaron en los casos
de Stenotrophomonas maltophilia y Shigella sonnei, que fueron frecuentemente
identificadas de forma erronea (7/10 [70%] y 5/5 [100%] de los aislados,
respectivamente). En el caso de S. maltophilia, la identificacion errénea fue
debida a que las referencias de Pseudomonas hibiscicola y Pseudomonas
beteli, incluidas en la base de datos Biotyper, eran en realidad S. maltophilia.
La mayoria de las otras especies no identificadas estaban ausentes de la base
de datos en el momento del estudio. En la primera comparacion de las dos
plataformas disponibles comercialmente, Cherkaoui y cols. compararon los
sistemas Bruker Biotyper y bioMérieux con sus respectivas bases de datos,
Biotyper y una version temprana de SARAMIS®?, utilizando la secuenciacion del
16S rRNA como referencia. Se identificaron 720 aislados clinicos a nivel de
especie, siendo el 99,1% identificado con el espectrémetro Bruker EM MALDI-
TOF y el 88,8% con el espectrometro Shimadzu EM MALDI-TOF. No es de
extrafiar que la mayoria de las especies no identificadas fueran anaerobios,

debido a la escasa presencia de espectros de referencia en las bases de datos.
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Como en casi todos los deméas estudios, se observlé una mala identificacion de
Streptococcus, con una tasa de identificacion del 41% con ambos sistemas.
Mellmann y cols. identificaron 1.116 aislados clinicos por EM MALDI-TOF
mediante el paquete de software MALDI Biotyper 2.0 (Bruker Daltonik, GmbH,
Bremen, Alemania) y la base de datos MALDI Biotyper, en comparacion con los
métodos fenotipicos manuales y automatizados y utilizando la secuenciacion
del 16S rRNA para resolver las discrepancias como estandar de referencia.
Para Enterobacteriaceae, bacterias gramnegativas no fermentadoras,
Staphyococcus, Enterococcus y Streptococcus, lograron identificaciones
correctas a nivel de especie para el 95,5, 79,7, 99,5, 100 y 93,7% de los
aislados, respectivamente®. Los 7 aislados de Shigella spp. y los 6 de
Streptococcus mitis/Streptococcus oralis fueron identificados errbneamente por
EM MALDI-TOF. Por el contrario, en otro estudio, se obtuvieron identificaciones
correctas a nivel de especie para la totalidad de los Staphylococcus y la
mayoria de los Enterococcus (95,7%) y Enterobacteriaceae (83,2%)%. van
Veen et al. publicaron resultados similares para 980 aislados microbianos
clinicos, incluyendo 61 aislados de levaduras, siendo la tasa global de
identificacion a nivel de especie del 92%. Después de resolver las
discrepancias entre la identificacion basada en MALDI-TOF y la identificacion
bioguimica mediante la secuenciacion del 16S rRNA, se obtuvieron
identificaciones correctas a nivel de especie para Enterobacteriaceae, bacterias
gramnegativas no fermentadoras, Staphylococcus, Streptococcus y levaduras
para el 97,7, 92, 94,3, 84,8 y 85,2% de los aislados, respectivamente®. Las
identificaciones erroneas se justificaron por la falta de espectros para algunas

especies raras en la base de datos y problemas en la identificacion de
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Streptococcus del grupo viridans (VGS) y Streptococcus pneumoniae: 12/21
(57,1%) aislados de Streptococcus del grupo viridans fueron falsamente
identificados como S. pneumoniae. En otro estudio, Prod'hom vy cols.
informaron de la identificacion correcta de 1.278/1.371 aislados clinicos
(93,2%) a nivel de especie®®. Los resultados discordantes fueron analizados, y
la mayoria de los errores se debieron a la identificacion falsa de Enterobacter
cloacae como Enterobacter hormaechei y S. maltophilia como P. hibiscicola y
P. beteli. También se observaron problemas con la identificacién de Shigella
spp. y Propionibacterium acnes. En otro estudio, también se observaron las
mismas limitaciones de la base de datos para la identificacion de algunas
especies, incluidas las bacterias anaerdbicas; los autores propusieron que
podria ser necesaria una etapa de extraccion previa para mejorar la
identificacion de algunas especies®’. El nivel de identificacién mejor6 del 82,6 al
97,3% cuando se realizé un paso de extraccion. Por ultimo, Martin y otros
compararon las tres bases de datos comerciales en un estudio en el que se
examinaron 1.129 aislados, incluidos 73 anaerobios. Las bases de datos
Bruker Biotyper y Vitek MS proporcionaron una identificacion correcta del 93%

de los aisladoss®s.

En el contexto de un dramatico aumento de la resistencias bacterianas y
teniendo en cuenta el coste ecolégico de las terapias antimicrobianas de
amplio espectro, la identificacion rapida y precisa de las bacterias es esencial
para el control de las infecciones. Los métodos de identificacion
convencionales requieren al menos de 4 a 12 horas, y los métodos moleculares

no son adecuados para la identificacion de rutina a gran escala. La conclusion
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es que los sistemas basados en EM, rapidos y rentables, estdn reemplazando
a los métodos fenotipicos convencionales para la identificacién rutinaria de

bacterias®®.

1.3.1. Complejo Acinetobacter baumannii.

Acinetobacter baumannii pertenece al complejo Acinetobacter
calcoaceticus-Acinetobacter baumannii (ABC), que incluye los patdgenos
nosocomiales mas relevantes del género Acinetobacter, causantes de
infecciones graves en pacientes con enfermedades criticas e
inmunocomprometidos®. A. baumannii representa un problema importante de
salud por ser responsable de infecciones con altas tasas de morbilidad y
mortalidad, especialmente en las unidades de cuidados intensivos (UCI),
debido a su capacidad para persistir en el medio ambiente y desarrollar
resistencia a mdultiples antibi6ticos®:°29, Acinetobacter nosocomialis y
Acinetobacter pittii, otras dos especies importantes del complejo ABC, también
son capaces de causar infecciones nosocomiales, pero se asocian mas
raramente con situaciones de brotes y, generalmente, muestran una mayor
sensibilidad a los agentes antimicrobianos. Por lo tanto, una identificacién
precisa de estos microorganismos a nivel de especie es esencial para
minimizar el fracaso en el tratamiento o implementar medidas para el control de

las infecciones®4:95,

Dado que todas las especies de Acinetobacter incluidas en el complejo
ABC son muy similares desde el punto de vista fenotipico y gendmico (no se

diferencian por hibridaciéon de ADN%), las pruebas fenotipicas sencillas y otros
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sistemas de identificacion bioquimica automatizados que se utilizan
habitualmente en los laboratorios clinicos no pueden diferenciarlos®/%. En este
contexto, el MALDI-TOF es una herramienta que ha sido adaptada para la
identificacion de diferentes microorganismos a nivel de género, especie o
subespecie, con alta fiabilidad®>%. Sin embargo, algunos estudios han
destacado la dificultad del MALDI-TOF para la discriminacién entre miembros
del complejo ABC, asi como otras especies de Acinetobacter, particularmente
porque muchas especies nuevas han sido recientemente incluidas en este
taxon100:101.102  F| MALDI-TOF puede ser una herramienta precisa para la
identificacion de estos microorganismos a nivel de especie, siempre que las

bases de datos estén actualizadas!03.

1.3.2. Rhodococcus equi y Dietzia spp.

El actinomiceto saprofito Rhodococcus equi, que habita en el suelo, es
un patoégeno intracelular facultativo de los macréfagos que causa infecciones
piogranulomatosas en varias especies de animales domésticos, en particular,
en potros jovenes y cerdos'®. Ademas, R. equi infecta a los humanos®,
siendo los grupos de riesgo las personas inmunodeprimidas, como los
pacientes con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o con céncer, y
los pacientes receptores de érganos trasplantados. La infeccion por R. equi en
estos pacientes da como resultado una forma granulomatosa de neumonia,
cuyos sintomas se asemejan a los signos clinicos y patolégicos de la

tuberculosis pulmonar y que tiene una alta tasa de mortalidad.
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Dietzia spp. son bacterias ambientales que se han asociado con
infecciones humanas en un pequefio nimero de casos'®®. La morfologia con la
tincién de Gram y el aspecto de las colonias de las especies del género Dietzia
son notablemente similares a las observadas con R. equi. En los laboratorios
de microbiologia clinica, R. equi se identifica de forma rutinaria mediante un
enfoque convencional basado en las caracteristicas de crecimiento, la
morfologia de las colonias, la reaccion CAMP (acrénimo para Christie, Atkins y
Munch Petersen, test de hemolisis sinérgica o cooperativa, en el que se analiza
la lisis de los eritrocitos de sangre de caballo por la acciébn de enzimas
producidas por dos bacterias que destruyen la estructura de su membrana) y
las pruebas bioquimicas. Estas Ultimas se realizan con frecuencia utilizando el
sistema API Coryne (bio-Mérieux, Marcy I'Etoile , Francia), un kit comercial
multi-sustrato que incluye R. equi en su base de datos'®’. Sin embargo, este
método requiere mucho tiempo y su fiabilidad para la identificacion de
Rhodococcus a nivel de especie es baja, lo que puede dar lugar a una
identificacion errénea de R. equi como otra especie de rodococo o incluso
como otros actinomicetos!®. A partir de 1995 se inicié el desarrollo de las
aplicaciones de la tecnologia de amplificacion de &cidos nucleicos a la
identificacion de microorganismos. Algunos métodos y aplicaciones fueron
patentados, y la incipiente industria biotecnoldgica puso en el mercado Kkits
para la deteccion e identificacion de los principales patdgenos microbianos. En
el caso de R. equi, en 1995 se habian publicado dos métodos de PCR que
utilizaban cebadores complementarios al gen 16S rDNA, pero no se habian
validado con un numero suficiente de especimenes clinicos. A partir del

clonado y la secuenciacion del gen choE de la estirpe R. equi 103, codificante

29



de una colesterol oxidasal®, se disefiaron cebadores complementarios a este
gen resultando un método de identificacion de R. equi por PCR que fue
validado con un grupo numeroso de cepas que incluia aislados de origen
humano, animal y ambiental'!°. Todavia en la actualidad el método de PCR
choE es la técnica de referencia a nivel mundial (“‘gold standard”) para
identificar R. equi, gracias a su alta especificidad. Sin embargo, otros
actinomicetos albergan en sus genomas genes codificantes para colesterol
oxidasas, por lo que existe un pequeio riesgo de que se produzcan
identificaciones incorrectas. En este sentido, EM MALDI-TOF podria
representar un método alternativo, rapido y Util para una identificacion fiable de

R. equi y Dietzia spp.t*!.

1.3.3. Candida spp.

La candidemia es la presentacion clinica mas comun de candidiasis
invasiva, pero mas del 30% de estas infecciones no se manifiestan con
hemocultivos positivos. EI manejo de la candidemia es un desafio debido a la
dificultad de su diagnostico y la complejidad de pautar un tratamiento eficaz
adaptado a cada paciente. Candida albicans sigue siendo la etiologia
predominante y representa en torno al 50% de todos los casos. Sin embargo,
ha habido un cambio epidemioldgico en las ultimas décadas. Algunas especies
de Candida diferentes de C. albicans han surgido como una causa importante
de candidemia grave, ya que pueden presentar resistencia al fluconazol y otros
agentes antifiingicos!*?. La creciente incidencia de las especies de Candida
mas resistentes como Candida glabrata y Candida krusei hace precisamente

necesaria una identificacién precoz y certera de estas cepas!?®.
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La alta precision, el procedimiento simple de extraccidon, que permite la
identificacion de levaduras en el mismo flujo de trabajo que la identificacion
bacteriana, la posibilidad de evitar subcultivos y la alta calidad de las bases de
datos integradas, subrayan el claro potencial de los sistemas MALDI-TOF-MS
para realizar una mejora importante en la identificacion de levaduras en
laboratorios de microbiologia clinica con un alto rendimiento de muestras, tanto

en cuanto a eficiencia como precision4,

1.4. Otras aplicaciones de la espectrometria de masas

Existen otras aplicaciones para la espectrometria de masas en el
laboratorio de microbiologia clinica ademas de la identificacion de bacterias y
hongos. Una aplicacion que se estd desarrollando actualmente es la
identificacion a partir de muestra directa, como la orina o de botellas de
hemocultivos positivas'®16, lo que ha acortado el tiempo de diagnéstico para
los pacientes a los que se les realiza este tipo de pruebas. También se ha
puesto en marcha la tipificacion de cepas individuales, pudiendo realizarse
dendrogramas o arboles de tipificacion''’118, Actualmente las investigaciones
se estan centrando en la resistencia antibiotica, con el fin de acelerar el
diagnodstico. En este sentido, tres enfoques principales estan muy avanzados
para el uso clinico: la deteccion de modificaciones de antibidticos debido a la
actividad enzimatica de las bacterias, la deteccion de resistencia a los
antimicrobianos mediante el analisis de los patrones maximos de las bacterias

o perfles de picos de masa, y la deteccibn de resistencia por semi-
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cuantificacion del crecimiento bacteriano en presencia de un antibiético

determinado19.120

El futuro nos deparara la expansion de la espectrometria en otros
campos de la microbiologia, como asi lo demuestran diversos estudios sobre la
identificacion de parasitos como Leishmania, Giardia, Cryptosporidium o
Entamoeba'?!. También en el campo de la virologia el uso experimental es muy
prometedor, tanto para la identificacion a partir de muestra clinica directa, como

de su crecimiento en lineas celulares22-126,

32



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipotesis planteada fue que la espectrometria de masas MALDI-TOF
es una técnica fiable, rapida y precisa que permite identificar a nivel de especie
la mayor parte de los microorganismos presentes en muestras de origen
humano clinicamente relevantes, de manera que puede utilizarse en la rutina
diaria de un laboratorio de microbiologia clinica como alternativa o

complemento a las técnicas tradicionales.

Para validar esta hipotesis se plante6 el objetivo inicial de evaluar la técnica
en una coleccion de cepas que incluia una variedad de especies representativa
de las aisladas con mas frecuencia en nuestro laboratorio. A continuacién, nos
planteamos evaluar la aplicacion de la técnica para resolver la identificacion a
nivel de especie de 3 grupos de microorganismos que habian planteado

problemas de identificaciébn en nuestro laboratorio:

e El complejo Acinetobacter baumannii.

¢ Rhodococcus equi y Dietzia spp.

» Candida spp. procedente de hemocultivos
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3. MATERIAL Y METODOS

Se ha dividido esta seccion en 4 apartados, correspondientes a los 4
objetivos planteados, para mostrar con mayor claridad las colecciones de
cepas estudiadas y los procedimientos utilizados, asumiendo que lo descrito en

algunas secciones resultara reiterativo para el lector.

3.1. Evaluacién inicial de la tecnologia:

3.1.1. Cepas bacterianas: Se analizaron 950 aislamientos clinicos [699
(73,6%) bacterias gramnegativas, 233 (24,5%) grampositivas y 18 (1,9%)
levaduras] recogidos entre los meses de noviembre de 2011 a enero de 2012
en el Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla
(HUMV) de Santander, que es un hospital terciario con algunas especialidades
médico/quirirgicas referentes de otras areas sanitarias de su entorno y que
tiene asignada una poblacién de alrededor de 300.000 habitantes. Las cepas
estudiadas procedian de muestras de orina (54,1%), exudados de herida
(24,9%), esputo (5,6%), hemocultivos (3%), otros origenes (12.3%) (abscesos
pulmonares, lavados broncoalveolares, exudados vaginales, otros fluidos

organicos).

3.1.2. Identificacion mediante métodos clasicos: Los microorganismos
fueron identificados con el sistema bioquimico VITEK 2 (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, Francia) para bacterias gramnegativas y Enterococcus, con galerias
APl 20 Strep (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia)!?’ para Streptococcus y con
galerias APl 32C (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia)'?” para levaduras. Los

resultados del APl 20 Strep y APl 32C se obtuvieron después de 24-48 horas
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de incubacion a 35-37° C como un perfil numérico generado por lectura visual,
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Los resultados de
identificacion se obtuvieron introduciendo los cédigos en el software apiweb™

(https://apiweb.biomerieux.com/).

3.1.3. Identificacion molecular: La identificacion molecular de los aislados con
resultados no concordantes se realizd6 mediante la amplificacion vy
secuenciacion del gen 16S rRNA en el caso de bacterias'?®y de la region ITS
en el caso de levaduras?®. Los productos de PCR se purificaron mediante un
kit NucleoSpin®Gel (Macherey-Nagel, Duren, Alemania), y la secuenciacion
bidireccional de ADN fue realizada por Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur).
Las busquedas de homologia se realizaron con la herramienta BLAST en el
sitio web del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica, USA

(http://www.ncbi.nim.nih.gov).

3.1.4. Identificacion mediante MALDI-TOF: Se obtuvieron colonias tras 16-24
horas de crecimiento, en placas de agar sangre (Oxoid, Wesel, Alemania) en el
caso de bacterias, y CHROMagar (Becton Dickinson, Heidelberg, Alemania) en
el caso de las levaduras. Ademas, se utilizé como control de calidad una cepa
Escherichia coli (ATCC®8739™) de cultivo reciente para el equilibrado del

aparato.

MALDI-TOF VITEK MS™ (bioMérieux, Marcy [I'Etoile, Francia): Los
portaobjetos fueron inoculados con un asa estéril de 1uL. Se afadio 1uL de la

solucion matriz (VITEK MS-CHCA: mezcla de 3,10g de &cido 2,5-dihydroxi
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benzoico disuelto en 100mL de agua-etanol-acetonitrilo en proporcion 1/1/1) a
cada pocillo y se dej6 secar a temperatura ambiente. En el caso de las
candidas se afadieron primero 0,5uL de acido férmico (VITEK MS-FA) y

después la solucion matriz (Figura 7).

Los espectros de masas fueron generados con el sistema Axima
Assurance (Shimadzu Corporation), usando el programa Shimadzu Launchpad
software y la aplicaciéon de la base de datos SARAMIS MS-ID vl (AnagnosTee

GmbH) para la medicion automatica e identificacion (Figura 8).
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Figura 7: Esquema general para la identificacion de bacterias y
hongos usando el MALDI-TOF MS, tomado de Clark AE, et al. Clin.
Microbiol. Rev. 2013;26(3): 547-603.
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Figura 8: Esquema general para el analisis de MS de los
aislamientos microbiolégicos ionizados, tomado de Clark AE, et al. Clin.
Microbiol. Rev. 2013;26(3): 547-603.

Todas las cepas se analizaron por duplicado y soOlo se repitieron
aguellos pocillos en los que se detect6 error en la preparacién de la muestra.
No se utilizé ningun tipo de pre-tratamiento a las cepas antes de su inoculacion
en el portaobjetos. Cuando la puntuacion era igual o superior a 97% se
considerd la identificacion de alta confianza. Si no discriminaba entre dos
especies se aceptaba el género. Se caracterizaron como “no leidos” aquellos
resultados obtenidos con una mala adquisicion (error P201) en ambas
muestras, asi como las especies no incluidas en la base de datos y que no
pudieron ser identificadas. En estos casos el equipo VITEK MS informa de error

tipificado como P150.
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3.2. ldentificacién de cepas clinicas del complejo Acinetobacter baumannii:

3.2.1. Cepas analizadas: Para el estudio se utilizaron 84 cepas clinicas de
Acinetobacter spp., aisladas entre 2004 y 2008 en el Servicio de Microbiologia
del HUMV. La relacién clonal entre las cepas pertenecientes a la misma
especie de Acinetobacter se evalu6 mediante electroforesis en gel de campo

pulsado (PFGE)*°.

3.2.2. Identificacion de especies mediante el analisis de restriccion de
ADN ribosomal amplificado (ARDRA). La metodologia ARDRA se utilizd
como identificacion de referencia para confirmar la especie de Acinetobacter®!.
Para ello el ADN fue extraido utilizando resina Chelex comercial, mediante el kit
InstaGeneTM Matrix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.). El 16S
rRNA se amplificO en todas las cepas utlizando cebadores universales.
Posteriormente se digiridé por separado con las enzimas de restriccion Cfol,
Alul, Mbol, Rsal, Mspl y Bfal (Promega Biotech Ibérica, Madrid, Espafa). La
discordancia en la identificacion de la especie entre los sistemas ARDRA y

MALDI-TOF se resolvié mediante la secuenciacion parcial del gen rpoB**2.

3.2.3. Identificacién mediante secuenciacion del gen rpoB: El gen rpoB se
amplific6 con cebadores especificos y el resultado de la amplificacion fue
secuenciado, previa purificacion mediante el kit NucleoSpin®Gel (Macherey-
Nagel, Duren, Alemania). Las secuencias parciales obtenidas de los genes
rpoB se compararon con las secuencias de referencia disponibles en la base
de datos de GenBank, siguiendo la metodologia descrita para el gen 16S

rDNA. Para establecer la identificacidon correcta, se seleccionaron como
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especies mas probables secuencias de una alineacion de paridad con el valor
E mas bajo y el nimero mas alto de identidades (>98%). El analisis estadistico
se realizo6 con el software IBM SPSS Version 20.0 incluyendo el andlisis de

curvas ROC y el calculo del indice kappa de concordancia de Pearson.

3.2.4. |dentificacion por MALDI-TOF:
3.2.4.1. MALDI-TOF VITEK MS™: La identificacion por Vitek MS™
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia) se realiz6 segun las recomendaciones del

fabricante, ya explicado en el apartado 3.1.

En este caso los espectros capturados se analizaron con el software de
identificacion Shimadzu Launchpad pero con distintas bases de datos

SARAMIS MS-IVD v1.0, v2.0 v3.0 y v3.2 (Anagnos Tee GmbH).

3.2.4.2. EM MALDI-TOF Biotyper. Todas las cepas se analizaron con el
sistema MALDI-TOF MS Biotyper (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania)
siguiendo las instrucciones del fabricante, como se describe a continuacion: las
colonias fueron aplicadas a una placa metalica MALDI-TOF MSP de 96 pocillos
(Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania) y cubiertas con 1luyL de una
solucion de acido a-ciano-4-hidroxycinamico al 50% y acido trifluoroacético-
acetonitrilo al 2,5%. La placa MSP de 96 pocillos se secdé a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Cuando el primer intento de identificacion no
facilitd resultados con un alto grado de confianza, las cepas se identificaron

usando una extraccion con acido férmico-acetonitrilo.

39



Brevemente: dos o tres colonias bacterianas se transfirieron a un tubo
de 1,5mL que contienia 300uL de agua destilada y se mezcldé con 900uL de
etanol absoluto. Esta suspension se centrifugé a 11.400 g durante 2 minutos,
dejandose evaporar hasta quedar seco el precipitado, y se reconstituyé con
50uL de &cido férmico al 70% (Sigma Aldrich, Madrid, Spain). Después de
incubar durante 30 segundos, se afladieron 50uL de acetonitrilo (Sigma Aldrich,
Madrid, Spain), y la suspension se centrifugd a 11.400 g durante 2 minutos.
Seguidamente, 1uL del sobrenadante se aplic6 a la placa metalica de 96
pocillos (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania) y se dej6 secar a
temperatura ambiente. Se aplic6 1puL de matriz (acido alfa-ciano-4-
hidroxycinamico [HCCA]; Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania) a cada
muestra y se dejé secar a temperatura ambiente. Las mediciones se realizaron
con MALDI-TOF Bruker usando el software FlexControl con Compass Flex
Series version 1.3 y un laser de nitrdgeno de 60-Hz (longitud de onda 337 nm).
El rango del espectro de proteinas de 2 a 20 kDa fue analizado con el software
Bruker Biotyper 3.1 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania) con la
configuracion predeterminada y comparando con los espectros de referencia
presentes en la base de datos, mostrando los 10 patrones mas similares para
cada aislado. Las bases de datos utilizadas fueron la de Biotyper con las
versiones v4.0 y v8.0 5,627 MSP (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania),
La similitud en los espectros se representa con un valor numérico (>2,000,
identificacion a nivel de especie; de 1,700 a 1,999, identificacion a nivel de
género; <1,700, no hay identificacion de confianza). Como control para la
calibracion y como referencia para el control de calidad se uso la cepa E. coli

ATCC 25922 133134,
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3.2.5. Tipificacién de las cepas. Las relaciones clonales de las cepas
pertenecientes a la misma especie de Acinetobacter fueron estudiadas
mediante electroforesis en campo pulsado (PFGE), utilizando la enzima de
restriccibn Apal (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Los fragmentos de
restriccidbn se separaron en geles de agarosa al 1% (wt/vol), en tampén Tris-
borato-EDTA (TBE) al 0,5%, en un sistema de electroforesis CHEF-DR (campo
eléctrico homogéneo con pinzas de contorno y regulado dinAmicamente) llI
Mapper (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA), durante 19 h a 14°C, utilizando
una velocidad de rampa de pulso que cambia de 5 a 20 s a 6 V/cm. Los
patrones de ADN fueron interpretados segun lo recomendado por Tenover y
cols'®>, Las cepas de referencia A. baumannii RUH-875 y RUH-134,
representantes de los principales clones internacionales | y II, respectivamente,

también se utilizaron como comparadores de referencia®®.

3.3. Identificacion de R. equi y Dietzia spp.:

3.3.1. Cepas incluidas en el estudio: Se incluyeron en el estudio un total de
154 aislamientos identificados originalmente como R. equi. La coleccién incluy6
cepas aisladas de pacientes infectados por el VIH de diferentes hospitales
espafoles (n=71), aislados de potros neumonicos (n=34), y cepas aisladas de
muestras de suelo recolectadas del medio ambiente (n=49). Se cultivaron en
placas de medio Columbia con sangre de caballo a 37°C y se almacenaron en
viales criogénicos a -80°C en caldo de infusion cerebro-corazon con glicerol al
20%. Un total de 129 de los 154 aislamientos habian sido previamente

identificados como R. equi mediante amplificacion por PCR del gen choE, que
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codifica una colesterol oxidasa de R. equi'®. Ocho de los 154 aislamientos
fueron negativos para el gen choE y se identificaron como especies del género
Dietzia mediante secuenciacion del gen 16S rRNA'36, Las 17 cepas restantes
(15 R. equi y 2 Dietzia sp.) fueron aislados en el laboratorio de microbiologia
clinica del HUMV, durante el periodo 2010 a 2014, a partir de muestras

clinicas.

3.3.2. Identificacién mediante MALDI-TOF:

3.3.2.1. MALDI-TOF VITEK MS™: Se utilizaron dos protocolos de extraccién
diferentes para la preparacion de las muestras: (i) extraccion directa de
colonias, como recomienda el fabricante, ya explicado en apartados anteriores,
y (ii) extraccion con etanol. Para el procedimiento de extraccion con etanol se
transfirid una colonia a un tubo Eppendorf de 1,5mL que contenia 300uL de
medio de suspensién API (bioMérieux) y se mezclé minuciosamente usando un
agitador tipo vortex. Se afiadié etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemania)
(900uL) y la mezcla se homogeneiz6 completamente de nuevo. Después de
una centrifugacion a 11.400 g durante 2 min, se descart6 el sobrenadante y el
sedimento se disolvié en el etanol residual. Se cargd un volumen de 1uL del
sedimento disuelto en la placa de acero, se seco, se afiadié 1uL de matriz Vitek
MS-CHCA (solucion saturada de &cido alfa-ciano-4-hidroxycinamico [HCCA] -
acetonitrilo / etanol / agua [1: 1: 1] acidificada con acido trifluoroacético al 3%

[vol / vol]) y de nuevo se dej6 secar al aire.

Cada cepa analizada se coloco por duplicado en el mismo portaobjetos.

Las mediciones se realizaron en un espectrometro de masas Vitek MS con la
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configuracion sugerida por el fabricante, utilizando espectros recopilados
autométicamente. Los espectros capturados se analizaron con el software de
identificacion Shimadzu Launchpad que incluia la base de datos SARAMIS MS-
ID versién 2.0 (Anagnos Tee GmbH). El sistema proporciona los resultados de
identificacion expresados en porcentaje de confianza, en el rango 0-100%.
Para una identificacion fiable a nivel de especie, solo se aceptaron aquellos
resultados con puntuaciones del 99,9%. Las coincidencias de picos que
arrojaron resultados de identificacion con valores de confianza entre 50% y
99,8% se consideraron como aceptables a nivel de género, pero requirieron el
andlisis mediante secuenciacion del 16S rRNA para asignar la especie.
Cuando no se obtuvo una buena identificacion con el método de extraccion
directa de colonias, se realiz6 un analisis posterior con el método de extraccién

con etanol.

3.3.2.2. MALDI-TOF Bruker Biotyper: Todas las cepas se sometieron a
andlisis con el sistema Bruker Biotyper mediante el procedimiento
recomendado por el fabricante y ya explicado en apartados anteriores. Las
mediciones se realizaron con un sistema Bruker MALDI-TOF MS utilizando el
software FlexControl, para el ulterior procesamiento de los espectros, con el
software Compass Flex Series version 1.3 y un laser de nitrogeno de 60 Hz
(longitud de onda de 337 nm). Los espectros de proteinas con relaciones de
masa a carga (m/z) que van de 2 a 20 kDa se exploraron con el paquete de
software Bruker Biotyper 3.1 con la configuracion predeterminada y se
compararon con los espectros de referencia presentes en la base de datos,

mostrando los 10 patrones mas similares para cada aislamiento. La base de
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datos para la identificacion fue la de Biotyper, de referencia v4.0 5.627 MSP
(Bruker Daltonic), que incluia 5.627 especies. La similitud de patrones se

expreso con un valor en unos rangos ya indicados en el apartado 3.2.4.2.1%,

3.3.3. Método de referencia en la identificacién: Consideramos que la PCR
basada en la amplificacion del gen choE es el método de referencia para la
identificacion de R. equi, y en todas las cepas se llevé a cabo dicha PCR,
siguiendo métodos descritos'!®. Los aislados choE negativos se identificaron
mediante la secuenciacién de una region del 16S rRNA8. Los productos de la

PCR se secuenciaron siguiendo la metodologia expuesta en el apartado 3.1.

3.4. Identificacién de Candida spp.:

Es importante destacar que el presente estudio se desarroll6 en el
HUMV, que cuenta con un programa de trasplante de 6rganos que le posiciona
como lider a nivel nacional en materia de donaciéon de 6rganos, con una tasa
récord de 86,2 donantes por millon de personas alcanzada en 2018, cifra que
casi duplica la registrada en Espafa con 47,9 donantes por millon de personas.
Ademas, el HUMV esta acreditado como centro de referencia (CSUR) para
trasplante de pulmén, pancreas, renal cruzado y progenitores hematopoyéticos
infantiles; asimismo dispone de la acreditacion de calidad 1SO 9001 en todos
los programas de trasplante y tiene capacidad para realizar trasplantes renales
de alta complejidad (combinados, retransplantes y a testigos de Jehova) a
pacientes que son remitidos de otras comunidades autbnomas a pesar de
disponer de un programa de trasplante propio. Todo esto supone una poblacion

hospitalaria inmunodeprimida muy elevada con gran riesgo para la infeccion
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fungica invasora (IFl) que constituye una amenaza para este tipo de pacientes.
La identificacion precoz de la especie de Candida causante de la infeccion

mejoraria el tratamiento y la profilaxis aplicada a dichos pacientes.

3.4.1. Cepas de levaduras incluidas en el estudio: Se incluyeron 298
aislados de Candida spp. de hemocultivos que se recibieron entre el 1 de enero
de 2005 y el 31 de diciembre de 2011. El grupo de pacientes incluia desde
neonatos hasta ancianos, con una edad media de 61,35 afios. Se analizé una
cepa por paciente, excepto cuando se produjo un positivo nuevo, por

candidiasis en el mismo paciente, un mes después del brote inicial.

3.4.2. identificacién por métodos convencionales: Los cultivos de sangre se
procesaron utilizando el sistema Bactec 9240 (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, EE.UU.). Los aislamientos de C. albicans fueron identificados de forma
preliminar por el crecimiento de la muestra en agar Sabouraud con
cloranfenicol y agar Sabouraud con cloranfenicol-actidiona (Bio-Rad, Her-cules,
CA, EE.UU.) y en CHROMagar Candida (Becton Dickinson, Heidelberg,
Alemania). Ademéds, para los aislamientos de Candida spp. diferentes a C.
albicans, se utiliz6 el sistema de identificacion API-ID32C (bioMérieux)'?’. Se
incubaron las galerias API-ID32C a 30°C vy los resultados se leyeron después
de 24 horas, prolongando la incubacion hasta 48 horas cuando se
recomendaba, segun la informaciéon recogida en la apiweb™. Se utilizaron
como controles negativos 10 cepas de Cryptococcus neoformans y 40 de
Rhodotorula mucilaginosa, de la coleccion de cepas del servicio de

Microbiologia del HUMV.
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3.4.3. Identificacion mediante MALDI-TOF Vitek MS™: La identificacion de
los microorganismos con el equipo Vitek MS™ se realizé siguiendo las
recomendaciones del fabricante: las células de una sola colonia aislada en una
placa CHROMagar Candida, incubadas durante 24 horas a 37°C, se colocaron
directamente en el portaobjetos, se lisaron por suspension en 0,6uL de &cido
férmico al 28,9% (VITEK MS-FA) y se secaron durante 2 minutos a temperatura
ambiente. Se afiadié 1uL de matriz (alfa-ciano-4-hidroxicindmico) VITEK®MS-
CHCA y nuevamente se dej6 secar al aire. La identificacion se realiz6 con la
base de datos SARAMIS MS-IVD v2 (Anagnos Tee GMBH, bioMérieux), en
modo lineal positivo (no en modo reflector), que incluye proteinas con un rango
de masa de 2-20 kDa, utilizando la cepa ATCC®8739™ de E. coli como
referencia. La intensidad del laser de nitrdgeno de 50 Hz estaba bajo el control
del software de adquisicién en los ajustes recomendados por el fabricante. Se
aplicaron dos muestras de cada cepa y solo se aceptaron puntuaciones del
99,9% para validar la identificacibn a nivel de especie. Cuando la cepa
analizada pertenecia a un taxén no incluido en la base de datos, el equipo

comunico el resultado como erréneo (error P150).

3.4.4. Método de referencia en la identificacion:

3.4.4.1. Identificacion mediante PCR especifica: También se utilizd6 un método

molecular (PCR) con cebadores especificos para C. albicans. Los pares de
cebadores especificos de cada especie fueron disefiados a partir de los datos
de secuencia para la region del espaciador transcrito interno (ITS) en la base

de datos de GenBank para amplificar especificamente C. albicans. Los
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cebadores de avance fueron disefiados dentro de la region ITS1, y los

cebadores de retroceso fueron disefiados de la region ITS21%,

3.4.4.2. Identificacion mediante el andlisis de la reqiéon ITS: Para la

amplificacion y secuenciacion de la region ITS del ADN ribosémico, el ADN se
extrajo de colonias individuales cultivadas en placas CHROMagar utilizando la
resina Chelex-100 en formato comercial (matriz Instagene, Bio-Rad). La region
ITS fue amplificada con los cebadores ITS1 e ITS4, descritos anteriormente por
White y cols.'?°. El producto de PCR fue purificado con el kit NucleoSpin®Gel
(Macherey-Nagel, Duren, Alemania) y la secuenciacion bidireccional de ADN
fue realizada por Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur). Las secuencias
obtenidas se compararon con las depositadas en la base de datos GenBank
usando la herramienta BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Se
asignd la especie con mayor porcentaje de identidad, por encima del 97%.
Para determinar la concordancia entre las dos técnicas de identificacion (una
convencional y la otra basada en el sistema Maldi-TOF), se calculé el
coeficiente Kappa (K), correspondiente a la proporcion de concordancias
observadas entre el nimero total de observaciones, habiendo excluido la
concordancia producida por azar'®. Los resultados de los parametros de

diagndstico se obtuvieron con el programa Stata®v.14.
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4. RESULTADOS

4.1. Evaluacion inicial de la plataforma Vitek MS™

De los 950 aislamientos clinicos incluidos en el estudio [E.coli 372
(39.1%), Pseudomonas aeruginosa 101 (10,6%), Staphylococcus aureus 83
(8,7%), Proteus mirabilis 51 (5,3%), Klebsiella pneumoniae 39 (4.1%),
Staphylococcus epidermidis 39 (4,1%), Enterococcus faecalis 37 (3,8%),
Enterococcus faecium 24 (2,5%), Morganella morganii 12 (1,2%), Klebsiella
oxytoca 12 (1,2%), Enterobacter cloacae complex 10 (1,05%) y otros 170
(17,8%)] en 913 se obtuvo un espectro interpretable. VITEK MS™ identificé
correctamente el 95,3% de las bacterias gramnegativas, el 97,8% de las
bacterias grampositivas y el 100% de las levaduras. Treinta y siete no pudieron
ser identificados, debido a que no se obtuvo un espectro de calidad suficiente
para su identificaciéon (n=25, 2,6%; incluyendo 23 bacterias gramnegativas, 1
bacteria grampositiva y 1 levadura), o correspondian a taxones no incluidos en
la base de datos SARAMIS MS-ID v1 del equipo VITEK MS™ (n=12, 1,3%). En
los casos en los que la secuenciacion permitié resolver las discrepancias entre
ambos sistemas, ésta confirm6 en un 81,2% la identificaciébn obtenida con

VITEK MS™ frente a los sistemas VITEK 2 y API 32C (Tabla 2).

Si bien el numero de grampositivos analizados ha sido menor que el de
los gramnegativos, no se obtuvieron discordancias entre las identificaciones
obtenidas por VITEK MS™ vy los métodos de referencia. Las corinebacterias,
en general, fueron identificadas correctamente, pero no se discrimino entre las

especies Corynebacterium xerosis y Corynebacterium amycolatum. De las
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bacterias gramnegativas las especies mas frecuentes fueron E. coli, P.
aeruginosa, P. mirabilis y K. pneumoniae. Se encontraron dificultades al
preparar las muestras de cepas mucosas de K. pneumoniae y E. coli. En el
género Enterobacter hemos apreciado que no distingue entre las especies
Enterobacter cloacae y Enterobacter asburiae, como tampoco diferencia a nivel
de especie las pertenecientes al complejo ABC. En el grupo de bacilos
gramnegativos no fermentadores, la técnica fue muy eficiente en los casos de
P. aeruginosa y S. maltophilia, pero en otros géneros, como Burkholderia, es
necesaria la aplicacion de algun tipo de pre-tratamiento. Las levaduras fueron

identificadas con gran fiabilidad.

Tabla 2: Correlaciéon del sistema MALDI-TOF con los sistemas tradicionales de

identificacion en microbiologia clinica

Numero de aislamientos Espectro interpretable
Totales P150° P2/P201™ Totales  Concordantes
srammegias, 699 3 B esew (5%
drammoativas. 233 4 1 (93 ,2;3%/0) (95 ,283:’/0)
Levaduras 18 0 1 © 4]:471% ) (10107% )
Totales 950 12 25 913 (96,1%) 877 (92,3%)

*P150: el espectro no se encuentra en la base de datos.**P2: picos insuficientes en el espectro.
*P201: mal espectro durante la adquisicién. Totales: eliminados los espectros incorrectos y los que no
estan en la base de datos. Concordantes: de los espectros interpretables los que coincidieron en la
identificacion por los dos métodos.
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4.2. |dentificacion de cepas clinicas del complejo Acinetobacter baumannii-

calcoaceticus (ABC)

4.2.1. Asignacion previa de las cepas:

De las 84 cepas clinicas estudiadas de Acinetobacter spp., 72 fueron
identificadas por la técnica de ARDRA como pertenecientes al complejo ABC:
A. pittii (n=36), A. baumannii (n=33), A. calcoaceticus (n=1) y Acinetobacter
dijkshoorniae (n=2). Adicionalmente, fueron identificadas otras 12 cepas no
incluidas en el complejo: Acinetobacter bereziniae (n=5), A. gen. sp. 16 (n=1),
Acinetobacter gyllenbergii (formalmente denominada A. phenon 3 por ARDRA;
n=2), Acinetobacter haemolyticus (n=2) y Acinetobacter vivianii (n=2), como
controles negativos. En el caso de la cepa identificada por ARDRA como A.
phenon 5, fue identificada como A. dijkshoorniae mediante secuenciacion del

gen rpoB.

4.2.2. Aplicacion de la tecnologia MALDI-TOF MS a la identificacion de
cepas clinicas del complejo ABC.

Los sistemas Vitek MS™ y Biotyper, respectivamente, identificaron de
forma correcta a nivel de especie 70 (97,22%) y 71 (98,61%) de las 72 cepas
pertenecientes al complejo ABC identificadas por ARDRA. Solo dos cepas de
A. baumannii fueron identificadas erroneamente como A. nosocomialis por

Biotyperv4.0, y como A. pittii por Biotyper v8.0.

En el grupo control, Vitek MS™ v3.2 identific6 errbneamente una cepa

como A. bereziniae y un A. gen. sp. 16 como A. pittii y A. gyllenbergii,
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respectivamente. No hubo resultados para los espectros obtenidos en ocho
cepas del grupo control, por no encontrarse en la base de datos. Por otra parte,
el equipo Biotyper v8.0 identificd6 erroneamente un A. bereziniae como A. pittii
(n=1), dos A. vivianii como A. haemolyticus y A. haemolyticus/parvus, dos A.
gyllenbergii como Acinetobacter proteolyticus y A. proteolyticus/haemolyticus, y

un A. gen. sp. 16 como A. proteolyticus/haemolyticus (Tabla 3).

Vitek MS™. v3.2 y Biotyper presentaron una alta sensibilidad (> 80%) y
un area bajo la curva ROC (AUC)> 0,8, demostrando que ambos sistemas son
eficaces discriminando el complejo ABC de aquellas especies que no
pertenecen al mismo. Por otra parte, de acuerdo con los criterios de
interpretacion propuestos por Landis y Koch, el alto valor del indice de Pearson
Kappa positivo (> 0,75) refleja una correlacion excelente con los datos de
identificacion obtenidos por la técnica ARDRA. Merece la pena sefialar que el

equipo Biotyper v 8.0.0.0 obtuvo los mejores resultados (Tabla 4).
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Tabla 3. Resultados de identificacion por los dos sistemas EM MALDI-TOF evaluados.

ARDRA/rpoB seq

Vitek MS™ vy 3.2

Biotyper v8.0.0.0

36 A. pittii 37 +1(A. bereziniae) 39 +3(n=1/A. bereziniae, n=1/A. baumannii, n=1/ A. pittii/dijkshoorniae)
33 A. baumannii 33 A. baumannii 32 -1(A. pittii)
1 A. calcoaceticus 1 A. calcoaceticus 1 A. calcoaceticus
2 A. dijkshoorniae 0 n=2/P150* 2 A. dijkshoorniae
5 A. bereziniae 0 n=4/P150* 4 n=4/ A. bereziniae
1 A. genomic species 16 0 -1(A. gyllenbergii) 0 n=1/ A. proteolyticus/haemolyticus
2 A. gyllenbergii 3  +1(A. genomic species 16) 0 n=2/A. proteolyticus, A. proteolyticus/haemolyticus
2 A. haemolyticus 2 A. haemolyticus 2 A. haemolyticus
2 A. vivianii 0 n=2/P150 0 n=2/ A. haemolyticus ,A. haemolyticus/parvus
8 P150*

P150: No hay resultados en la base de datos para este espectro. En negrita marcadas especies identificadas por ARDRA o por secuenciacion del gen rpoB

pertenecientes al complejo ABC
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Tabla 4: Comparacion de los resultados de identificacion de las especies de Acinetobacter pertenecientes al complejo ABC

mediante distintas versiones de bases de datos de los sistemas Vitek MS™ y Biotyper.

Vitek MS™ Biotyper
ldentificacion
v.1.0 v.2.0 v.3.0 v.3.2 v4.0.0.0 v8.0.0.0

Complejo ABC 76 76 75 ni ni ni
A. baumannii ni ni ni 33 32 32
A. calcoaceticus ni ni ni 1 1 1
A. nosocomialis - - - - 1 0
A. pittii ni ni ni 37 39 39
A. dijkshoorniae ni ni ni ni ni 2

Total 76 76 75 71 73 74
Indice Kappa - - - 0.78 0.77 0.81
Sensibilidad 97.3% 96.1% 92.4% 98.6% 98.6% 100%
AUC 0.89 (0.74-1) 0.84 (0.67-1)  0.69(0.48-0.9)  0.94 (0.83-1) 0.94 (0.83-1) 0.99 (0.97-1)

Abreviaturas: ni: no identificado; AUC: area bajo la curva
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4.3. |dentificacion de R. equi y Dietzia spp.

4.3.1. Asignacion previa de las cepas:

En el periodo 1995-2010 se recibieron 144 cepas bacterianas
procedentes de laboratorios de centros universitarios y de centros hospitalarios,
aislados de humanos y animales, que pasaron a formar parte de la coleccién
de actinomicetos de Cantabria. Las 144 cepas habian sido identificadas en
origen como R. equi, en su mayoria mediante el sistema API-Coryne. En
algunos casos se informaba de la necesidad de confirmar la identificacion
inicial. En algunas cepas de origen animal se habia confirmado la identificacion

mediante la prueba CAMP, ya descrita en el apartado 1.3.2.

Desde 2010 hasta 2014 se aislaron en el Servicio de Microbiologia del
HUMV 10 cepas que fueron identificadas como R. equi por el sistema API-
Coryne, pero la morfologia y color de las colonias sugerian que podria tratarse

de especies diferentes.

Un total de 144 de los 154 aislamientos fueron positivos en el ensayo de
amplificacion por PCR dirigido a choE vy, por lo tanto, se asignaron a R. equi.
Los 10 aislados restantes obtuvieron un resultado de PCR choE negativo.
Mediante secuenciacion parcial del 16S rRNA, se identificaron como D. maris
(n=5), D. natronolimmnaea (n=3) y D. cinnamea (n=2)!34. Esta identificacion se

consider6 el método de referencia.
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4.3.2. Aplicacion de la tecnologia MALDI-TOF MS a la identificacion de R.
equi y Dietzia spp.

Las cepas se estudiaron con un equipo VITEK MS™ del servicio de
Microbiologia del HUMV y con un sistema Biotyper del servicio de Microbiologia
del Hospital Clinic de Barcelona. De esta manera, pudieron compararse las

prestaciones del VITEK MS con el sistema Biotyper.

4.3.2.1. Identificacién mediante la plataforma VITEK MS™

En las pruebas directas de colonias bacterianas con Vitek MS™, el
sistema identificd correctamente 35 (22,7%) de los 144 aislamientos a nivel de
especie en su mejor rendimiento. En la mayoria de los casos, el fallo del
sistema para dar una identificacion precisa se debié a su incapacidad para leer
las muestras. Cuando se extrajeron las proteinas con etanol, Vitek MS™
identificd correctamente a nivel de especie un total de 130 (84,4%) aislados:
124 se identificaron como R. equi y 6 como Dietzia spp. (Tabla 5). Dentro de la
colecciéon de 144 aislados de R. equi, Vitek MS™ identific6 correctamente 124
(86,1%) aislados con la puntuacion maxima (99,9%). Cuando la puntuacion de
confianza se redujo al 50%, se identificé correctamente un aislado adicional

como R. equi.

Considerando el grupo de 10 aislados de Dietzia spp., Vitek MS™

identifico 6 (60%) cepas con la puntuacion maxima (99,9%) y 2 (20%) cepas

(D. natronolimnaea y D. maris) con una puntuacion del 50%, mientras que las 2
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cepas restantes (D. natronolimnaea y D. cinnamea) no se identificaron (Tabla

6).

4.3.2.2. Identificacion mediante la plataforma Biotyper

El sistema Biotyper identific6 141 (91,6%) cepas a nivel de especie
analizando directamente las colonias. Las 13 cepas restantes (10 Dietzia spp. y
3 R. equi) fueron identificadas cuando las colonias se extrajeron con
acetonitrilo (Tabla 6). Considerando por separado las 144 cepas de R. equi,
todas fueron identificadas correctamente a nivel de especie. Sin embargo, hay
que precisar que 130 se identificaron cuando el punto de corte del sistema que
marca el limite de confianza se estableci6 en >2 (como recomienda el
fabricante), mientras que en 14 cepas no se pudo asignar la especie. Si el
punto de corte se reducia a 1,750, todas las cepas de R. equi se identificaban
correctamente. De las 10 Dietzia spp., solamente se identifico inicialmente una,
D. maris, a nivel de especie. Cuando el punto de corte se redujo a 1,750, 7 mas
fueron identificadas: 4 como D. maris y 3 como D. natronolimnaea. De las dos
cepas restantes, una se identifico a nivel de género, mientras que la ultima no

pudo ser identificada.

El sistema Biotyper proporciono identificaciones de alta confianza, sin
extraccion de las proteinas, para 141 (91,6%) aislamientos. Por el contrario, un
grupo de 13 aislamientos, incluidos las 10 cepas de Dietzia spp. y las 3 de R.
equi, requirieron extraccion con acetonitrilo (Tabla 6). El sistema identifico
correctamente a nivel de especie 131 (85%) aislamientos (130 R. equi y 1

Dietzia sp.), mostrando puntuaciones 22,000 en todos los casos. Los 130
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aislamientos identificados como R. equi fueron positivos para la PCR del gen
choE, mientras que el aislado identificado como Dietzia sp. resultd negativo.
Los restantes aislados de R. equi (n=14), que habian recibido puntuaciones en
el rango de 1,700 a 1,900, se volvieron a analizar utilizando un valor de corte a
nivel de especie de 21,750. El resultado fue que todos ellos se identificaban
como R. equi, resultado coincidente con la identificacion obtenida por el
meétodo de referencia (PCR choE). Considerando el grupo de 10 cepas de
Dietzia spp., Biotyper identific6 1 (10%) cepa (puntuacion, =22,000) a nivel de
especie y 8 (80%) cepas a nivel de género (las puntuaciones oscilaron entre
1,700 y 1,999) y otra 1 (10%) no pudo ser identificada (puntuacion <1,700).
Cuando el punto de corte del nivel de especie se redujo a una puntuacion de
21,750, 7 de 8 Dietzia spp. fueron también identificadas correctamente a nivel
de especie, como se confirmé posteriormente mediante la secuenciacion del

16S rRNA (Tabla 5).
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Tabla 5: Identificacion de R. equi (n=144) y Dietzia spp. (n=10) mediante Vitek MS™ versus Bruker Biotyper.

VITEK MS™ Bruker Biotyper
; . ificacio Correcto ificacio
Microorganismo Cepas Identnﬁcacpn con baia Identificacion Identificacion Correcto Identificacion
correcta a nivel |2 No 2 nivel de correcta a con baja No a nivel de
de especie puntuacion  jdentificado &nero nivel de puntuacion identificado &nero
(50%) 9 especie (1.7-2) 9

R. equi 144 124 (86.1%) 1(0.7%) 19 (13.2%) 0 130 (90.3%) 14 (9.7%) 0 0
Dietzia spp. 10 6 (60%) 2 (20%) 2 (20%) 0 1 (10%) 7 (70%) 1 (10%) 1 (10%)

D. maris 4 1 0 0 1 4 0 0

D. natronolimnaea 3 1 1 1 0 0 3 0 0

D. cinnamea 2 1 0 1 0 0 0 1 1
Ne° total de cepas 154 130 (84.4%) 3(1.9%) 21 (13.6%) 0 131 (85.1%) 21 (13.6%) 1 (0.6%) 1 (0.6%)
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Tabla 6: Comparacién de los resultados de identificacion de los 154 aislamientos de R. equi y Dietzia spp. con los sistemas Vitek
MS™ y Biotyper MALDI-TOF MS utilizando dos métodos para la preparacion de las muestras

Numero de aislamientos identificados por:

Sistema MALDI-TOF MS Andlisis directo de colonias Analisis de colonia por extraccion

Total R.equi Dietziaspp. No identificado Total R. equi Dietziaspp. No identificado
Vitek MS™ 35 35 0 119 130 (35 + 95 %) 124 (35+89* 6(0+67%) 24
Bruker Biotyper 141 141 0 13 153 (141 +12*) 144(141+3*) 9(0+9% 1

* El nUmero de cepas que requirieron un segundo analisis sobre la misma preparacion de la muestra para dar una identificacion fiable.
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4 4. |dentificacion de Candida spp.

Las identificaciones de las 298 cepas de Candida spp. incluidas en el
estudio con los métodos convencionales fueron las siguientes: 114 C. albicans,
95 Candida parapsilosis, 41 Candida tropicalis, 29 Candida glabrata, 6 Candida
guilliermondii, 5 Candida krusei, 4 Candida lusitaniae, 3 Candida lipolytica y 1
Candida haemulonii. El sistema Vitek MS™ identific6 correctamente a nivel de
especie 279 cepas (93,62%). Diez (3,36%) se identificaron errbneamente y 9
(2,69%) no fueron identificadas (Tabla 7). El sistema Vitek MS™ identifico
109/114 (95,6%) C. albicans, con 5 aislamientos restantes errGneamente
identificados como Candida dubliniensis. Estos 5 aislamientos fueron
identificados como C. albicans por el sistema APl ID32C, una PCR especifica
disefiada por Luo y colaboradores!3® ademas de por secuenciacion de la region
ITS. En el grupo “psilosis” el sistema Vitek MS™ identific6 89/95 (93,7%) de los
aislamientos, con 88 (92,6%) identificados correctamente como C. parapsilosis
y un aislamiento (1,05%) identificado erroneamente como Candida dattila. Las
restantes 6 cepas (6,3%) no identificadas de este grupo fueron identificadas
por métodos convencionales como Candida metapsilosis (n=4), Candida
orthopsilosis (n=1) y C. parapsilosis (n=1). Las especies C. metapsilosis y C.
orthopsilosis no estaban incluidas en la versién de la base de datos (v2)
utilizada para este estudio. Vitek MS™ identific6 correctamente 37 de las 41 C.
tropicalis (90,2%), 2 (4,8%) fueron identificadas erroneamente como C.
albicans y Geotrichum fermentans, respectivamente, mientras que las dos
restantes (2,4%) no pudieron ser identificadas. Cuando se crecieron en medio
de cultivo CHROMagar Candida, 31 cepas de C. tropicalis (75,6%) presentaron

un color azul caracteristico a las 24 horas, las restantes 8 (19,5%) presentaron
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color crema a las 24 horas y color azul a las 48 horas, y 2 (4,9%) presentaron
un color violeta tanto a las 24 como a las 48 horas. Veinte y ocho aislamientos
de C. glabrata (96,5%) fueron correctamente identificados, mientras que uno

(3,5%) no fue identificado.

Todas las cepas de C. guilliermondii (h=6), C. krusei (n=5) y C. lipolytica
(n=3) fueron identificadas correctamente mediante Vitek MS™. Dos de los
cuatro aislamientos en el grupo de C. lusitaniae fueron correctamente
identificados mediante Vitek MS™, mientras que las otras 2 fueron identificadas
erroneamente como C. tropicalis y Cryptococcus humicola. La Unica cepa de C.
haemulonii fue correctamente identificada por Vitek MS™. Sin embargo, el

sistema API-ID32C la identificO errbneamente como C. sake (Tabla 7).
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Tabla 7: Identificacion de Candida sp. mediante API 32C y Vitek MS™

Métodos moleculares
(seq/PCR)

API 32C

VITEK MS™ MALDI-TOF

109 C. albicans: PCR esp.
5 C. albicans

109 No realizado
5 C. albicans

109 C. albicans
5 C. dubliniensis

C. parapsilosis group (n=95)
90 C. parapsilosis
4 C. metapsilosis
1 C. orthopsilosis

95 C. parapsilosis

88 C. parapsilosis
6 No identificado(P150%)
1 Error de identificacion [C. dattila]

C. tropicalis (n=41)

41 C. tropicalis

37 C. tropicalis

1 No identificado (P150%)

2 Error de identificacion [C. albicansy
Geotrichum fermentans]

1 No leido (P201**)

C. glabrata (n=29)

29 C. glabrata

28 C. glabrata
1 No identificado (P150%)

C. guilliermondii (n=6)

6 C. guilliermondii

6 C. guilliermondii

C. krusei (n=5)

5 C. krusei

5 C. krusei

C. lipolytica (n=3)

3 C. lipolytica

3 C. lipolytica

C. lusitaniae (n=4)

4 C. lusitaniae

2 C. lusitaniae
2 Error de identificacion [C. tropicalis y
Cryptococus humicola]

C. haemulonii (n=1)

1 C. sake

1 C. haemulonii
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Entre las técnicas de identificacion convencionales y el sistema MALDI-
TOF MS, el coeficiente Kappa (k) resulté 0,855, valor que, de acuerdo con los
indices establecidos por la escala de Landis y Koch, indica una muy buena
concordancia. Si se calcula el coeficiente Kappa comparando cada uno de los
dos métodos con el de referencia, el valor para Vitek MS™ (0,91) es bueno,
mientras que el de los métodos convencionales se aproxima a 1 (0,97). La
sensibilidad y especificidad del sistema Vitek MS™ alcanza el 82% (Intervalo
de confianza [IC] 95%: 70-90,6%) y el 97.2% (IC 95%: 94,5-98,8%),
respectivamente, con un valor predictivo positivo y negativo de 86,2% (IC 95%:
74,60-93,9%) y 96.1% (IC 95%: 93,2—-98,1%), respectivamente. Por otra parte,
la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo
del sistema API resultaron del 100% (IC 95%:92,9-100%), 98% (IC 95%: 95,6—
99,2%), 89.3% (IC 95%: 78,1-96%), y 100% (IC 95%: 98,7-100%),
respectivamente. La prevalencia de la candidiasis en el HUMV durante esos
afos alcanz6 solo el 2%. La prevalencia no influye sobre las propiedades

intrinsecas de la prueba pero podria hacerlo sobre los valores predictivos.
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5 DISCUSION

En la actualidad, la EM MALDI-TOF es una de las técnicas mas
utilizadas en el trabajo diario en los laboratorios de microbiologia clinica para la
identificacion de microorganismos, tanto de bacterias como de levaduras y
hongos filamentosos. En este trabajo hemos querido reflejar una parte de
nuestra experiencia con el equipo Vitek MS™ aplicado a resolver algunos de
los problemas que surgen en nuestra rutina para identificar correctamente a
nivel de especie los microorganismos patégenos para el ser humano. El
sistema MALDI-TOF Vitek MS™ es un buen sistema de identificacion para el
trabajo diario de bacterias y levaduras, ya que hemos demostrado una alta
correlacion entre los resultados obtenidos mediante este sistema y los métodos
de referencia. Y los resultados son satisfactorios, tanto en grampositivos como
en gramnegativos, aunque el tamafo de la muestra de los primeros ha sido
reducido. No hemos encontrado dificultades en la identificacion de patégenos
relevantes, como son S. aureus, S. epidermidis y E. faecalis, pudiéndose
diferenciar bien S. pneumoniae de otros Streptococcus, como los del grupo
viridans, al contrario de lo que han reportado otros autores!4?. También
identifica bien las corinebacterias mas relevantes que se presentan como
patégenos (oportunistas) humanos, aunque no discrimina entre las especies C.
xerosis y C. amycolatum®, debido a que presentan un perfil proteémico muy
similar, reflejado en el hecho de que en la base de datos se encuentran

definidos como taxon C. xerosis-amycolatum (version v1).

En cuanto a los gramnegativos se han experimentado también

dificultades de preparacion de la muestra en cepas mucosas de K. pneumoniae
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o E. coli, dificultad también habitual para los sistemas de identificacion
automaticos y manuales. En el género Enterobacter hemos observado que no
distingue entre las especies E. cloacae y E. asburiae, esto puede deberse a
que la taxonomia de las Enterobacteriaceae es muy compleja y rapidamente
cambiante desde el advenimiento de técnicas que miden la distancia evolutiva,
por ejemplo, la hibridacién de acido nucleico y la secuenciacién4l. Tampoco
identifica aquellas pertenecientes al complejo ABC por el mismo motivo, por
estar filogenéticamente muy relacionadas'#?2. En el grupo de bacilos
gramnegativos no fermentadores ha sido muy eficiente en los casos de P.
aeruginosa y S. maltophilia, corroborando los datos de estudios previos'®?, pero
en otros géneros, como Burkholderia, seria necesario la aplicacion de algun
tipo de pre-tratamiento por la complejidad de obtener unos espectros
adecuados, al igual que lo anteriormente comentado para las cepas mucosas,
asi como implementar las bases de datos con mas especies de este género,

conociendo la dificultad histérica a la hora de identificar este género43,

Las levaduras han sido identificadas con gran efectividad, a pesar del
reducido nimero de cepas incluidas en este trabajo, en consonancia con otros
estudios publicados!#, si bien han aparecido dificultades en las tres especies
del grupo psilosis.

En el estudio del complejo ABC, tanto Vitek MS™ como Biotyper han
permitido una identificacion aceptable de las especies del complejo. Como dato
de interés, los resultados también han corroborrado que la técnica ARDRA es
un método muy resolutivo, de utilidad para aquellos laboratorios que carezcan

del sistema MALDI-TOF, aunque por su complejidad es dificilmente implantable
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en el dia a dia de los laboratorios de microbiologia clinica. En estudios
anteriores ya se habian comunicado algunas de las limitaciones que hemos
encontrado nosotros, en particular la necesidad de actualizar
permanentemente las bases de datos'®, incorporando las nuevas especies
descritas, en especial las del ambito clinico. También esta descrita la dificultad
en diferenciar especies de Acinetobacter spp. del clado hemolitico, con una
relacion filogenética muy estrecha, que podia resolverse utilizando una
soluciéon matriz alternativa (acido ferulico fuertemente acidificado)!®t. A pesar
de todo esto, se recomienda la identificacion a nivel de especie mediante EM
MALDI-TOF, tanto por los sistemas Vitek MS™ como Biotyper para cepas de
otros taxones menos comunes pertenecientes al género Acinetobacter, aunque
con la debida precaucién para este fin. En efecto, si bien las discrepancias de
identificacion halladas en Biotyper tienen un impacto clinico minimo, o ningan
impacto, en el tratamiento del paciente, las discrepancias encontradas en Vitek
MS™ tendrian un enorme impacto clinico. La base de datos actual de Vitek
MS™ v3.2 debe revisarse, como ya se ha hecho con versiones anteriores, para
incluir las nuevas especies de Acinetobacter, de manera que se obtengan
identificaciones al menos a nivel de género, lo que también es de interés en la

practica rutinaria.

La identificacion de R. equi por métodos convencionales, basados en la
morfologia de la colonia y las reacciones bioquimicas, no es fiable y requiere
métodos moleculares para diferenciarlo de Dietzia spp. Los resultados
obtenidos en este trabajo, en que se han aplicado las dos plataformas mas

comunes de EM MALDI-TOF a la identificacion de una coleccién de cepas de
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estos actinomicetos estrechamente relacionados, indican que es una técnica
fiable y rapida que permite diferenciarlos entre si e identificar la mayoria de las
cepas de Dietzia spp. Si bien el nimero de cepas de R. equi incluidas en el
estudio permite calificar la coleccibn como representativa, no puede afirmarse
lo mismo sobre el tamafio del grupo de Dietzia spp., limitado a 10 cepas
clinicas. El control de la pandemia debida al VIH hace que desde hace
aproximadamente 10 afios no se han vuelto a aislar R. equi en nuestro entorno
hospitalario. Por otra parte, Dietzia spp. es una bacteria ambiental y en todo el
mundo se han relacionado muy pocos casos con infecciones en humanos®.
Recientemente se ha propuesto la utilizacion de una estirpe de Dietzia spp.

como probidtico para controlar infecciones por micobacterias en animales®.

En general, con el método de extraccién directa de colonias, Biotyper
permitié la identificacion del 91,6% de las cepas de R equi y Dietzia spp
analizadas, en contraste con solo el 22,7% para Vitek MS™. Estudios previos
reportaron que los resultados de identificacion a nivel de especie con el
sistema Biotyper mejoran si se disminuye el valor a partir del cual una
identificacion se considera como fiable, de 1,900’ a 1,700'*8, sin que
aumenten los falsos positivos. En nuestro estudio, al reducir la puntuacién de
22,000 a 21,750, pudimos identificar a nivel de especie practicamente todas las
cepas analizadas, 144 (100%) de R. equi y 8 (80%) de 10 de Dietzia spp, sin
errores de identificacion. Solo una cepa obtuvo una puntuacion inferior a 1,700
y, por lo tanto, no pudo identificarse con Biotyper MS. Esta cepa fue
identificada como D. cinnamea mediante secuenciacion del gen 16S rRNA. Si

bien D. cinnamea se aislo por primera vez de un frotis perianal de un paciente
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con un trasplante de médula 6sea'*®, es mas conocida por su capacidad para
degradar una amplia variedad de compuestos organicos y rara vez por su
potencial patégeno®®. EI comportamiento del Biotyper en la identificacion de R.
equi, distinguiéndola de Dietzia spp., es comparable al observado entre la PCR
del gen choE y la secuenciacion del 16S rRNA. Cuando el valor de corte de la
especie se redujo a una puntuacion de 21,750, Biotyper identificd
correctamente todos los aislados de R. equi. La amplificacion por PCR del gen
choE es un método fiable para la identificacion de R. equi, pero EM MALDI-
TOF es méas rapido y mas rentable en términos de coste laboral y econémico.
No obstante, es una tecnologia que no esta disponible fuera del entorno
hospitalario en nuestro pais. Muchos paises tampoco han podido implementar
esta tecnologia en la mayoria de sus hospitales, por motivos principalmente
econémicos. Aunque Dietzia spp. no se asocia comunmente con infecciones
humanas'®!, los casos esporadicos requieren una identificacién precisa de
Dietzia spp. a nivel de especie. La secuenciacion del 16S rRNA es actualmente
el anico método que garantiza la identificacion definitiva y concluyente del

género Dietzia al rango de especie.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que el pre-tratamiento
de las colonias bacterianas con etanol mejora sustancialmente el niumero de
identificaciones correctas obtenidas con el sistema Vitek MS™. Actinomicetos
como R. equi y Dietzia spp. contienen en sus paredes celulares acidos
micolicos de cadena larga, asi como una gran cantidad de lipopolisacaridos, lo
que impide la absorcidbn completa de energia cuando se dispara el laser. En

consecuencia, no se generan espectros de masas. Con el uso de etanol en el
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método de extraccion se elimina una cantidad sustancial de los &cidos
micdlicos y polisacaridos, mientras se conservan las proteinas diana, lo que
permite la generacién de espectros de alta calidad'®?. Gracias al uso del
método de extraccion, el sistema Vitek MS™ ha logrado alcanzar un 84,4% de
muestras correctamente identificadas a nivel de especie. Sin embargo, no pudo
identificar 20 aislamientos de R. equi ni distinguir adecuadamente 4 Dietzia
spp. de R. equi, mientras que el analisis por PCR de gen choE identificd
correctamente todos los aislamientos de R. equi. La base de datos SARAMIS
2.0 incluye tres especies del género Dietzia: D. maris, D. natronolimnaea y D.
cinnamea. Sin embargo, Vitek MS™ identificé a nivel de especie solo 6 de los

10 aislamientos de Dietzia analizados.

En general, en las comparaciones de los dos sistemas, el sistema
MALDI Biotyper proporciond una mayor precisiéon que el sistema Vitek MS™
para la identificacion de R. equi, asi como para la diferenciacion de R. equi de
Dietzia spp.. Si bien es cierto que son necesarios mas estudios, sobre todo en
modo VD que se adecua mas al trabajo diario, para incrementar las bases de
datos de los sistemas MALDI-TOF, ya sea mejorando la identificacion de
algunas especies, como Rhodococcus spp., Dietzia spp. o Burkholderia spp.,
que por la composicion de su pared pudieran hacer dificil su identificacion,
como por la inclusiébn en las bases de datos de subespecies y especies
cripticas que son importantes como patégenos emergentes nosocomiales
capaces de adquirir genes de resistencia y ser necesaria su pronta
identificacion3®. Aunque los datos fueron limitados, porque solo se incluyeron

10 aislamientos de Dietzia spp. en el estudio, los resultados indicaron que la
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identificacion adecuada de las especies de este género requiere confirmacion
mediante secuenciacion del 16S rRNA. Este es uno de los ejemplos que
indican que los fabricantes deben actualizar periédicamente las bases de datos

espectrales para mejorar las tasas de identificacion.

Por ultimo, hemos constatado que MALDI-TOF es un método mas rapido
y preciso que el sistema API para la identificacién de Candida spp., permitiendo
adelantar el diagndéstico en 24 o 48 horas. Nuestros resultados muestran una
excelente concordancia entre las técnicas de identificacion convencionales y el
sistema EM MALDI-TOF. Vitek MS ™ identifico correctamente el 89,9% cepas,
pero no identificod los organismos a nivel de especie en el 10,1% casos.
Nuestros resultados estan en consonancia con otros trabajos de la literatura®®3,
quizés con resultados de concordancia algo mas bajos, pero cuando el analisis
se hace por complejos de levadura nuestros datos se igualan a los de la
literatura®®>*. Esto se justifica porque en nuestro estudio el nimero de
aislamientos de C. albicans es menor que el de otras especies del género, y no
se realizaron nuevas pruebas cuando hubo fallos espectrales en la adquisicion,
(valores en bruto). De esta forma el trabajo ha aportado mas realidad de la
rutina diaria y se le ha otorgado un valor afiadido, ya que algunas publicaciones
no dejan claro si se llegé a sus valores por agotamiento en la muestra o por

repeticiones.

Dentro de este apartado también afadir que el MALDI-TOF es una gran
herramienta en los laboratorios de microbiologia para la identificacion de

hongos filamentosos. Lo hace con gran éxito para la mayoria de los hongos
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clinicamente relevantes, con tiempos de respuesta significativamente reducidos
y con resultados de alta precision. Aunque el rendimiento sigue dependiendo
de las diferentes bases de datos y de los diferentes protocolos de preparacion

de las muestras1®5156,
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6 CONCLUSIONES

1.- Hemos demostrado una alta correlacion entre los resultados
obtenidos mediante el sistema MALDI-TOF Vitek MS™ para la identificacién de
micoorganismos de interés clinico y los métodos de referencia, lo que afianza a
este sistema como una buena alternativa en el trabajo diario como método de
identificacion de bacterias y hongos.

2.- El andlisis protedmico mediante MALDI-TOF, tanto a través de la
plataforma Vitek MS como con el sistema Biotyper, es una tecnologia rapida y
precisa para la identificacién de especies del complejo ABC, mostrando una
buena correlacion con el ARDRA, considerado como el “gold estandard” para la
identificacion del complejo.

3.- El MALDI-TOF es una herramienta alternativa a la PCR del gen choE
para la identificacion y diferenciacion de cepas de R. equi y Dietzia spp.,
aunque, como hemos visto, la composicion de la pared de estos
microorganismos siga marcando alguna limitacion para la aplicacion de esta
técnica.

4.- En el caso de Candida spp. MALDI-TOF también es un sistema
valido de identificacion, con una alta sensibilidad y especificidad,
proporcionando resultados con rapidez, lo que permite anticipar el diagndstico
respecto a los sistemas habituales de identificacion. Es necesario mejorar las
bases de datos, para poder discriminar entre C. albicans y C. dubliniensis.

5.- Para los géneros Acinetobacter y Rhodococcus el sistema Biotyper
se ha mostrado superior que el sistema Vitek MS en la identificacion a nivel de

especie.
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6.- Como conclusion global final, la tecnologia MALDI-TOF es una buena
metodologia para la actividad rutinaria en laboratorios de microbiologia clinica,
ya que identifica una amplia gama de especies bacterianas y levaduras de

importancia clinica, con rapidez y precision.
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Introduction: Acinetobacter is a genus that comprises a group of opportunistic pathogens responsible for a
variety of nosocomial infections. The Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii (Acb) complex
includes some species of clinical importance, mainly A. baumannii, A. pittii and A. nosocomialis, which
share phenotypic similarities that make it very difficult to distinguish between them using a pheno-
typic approach. The aim of this study was to evaluate two commercial matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) systems for the identification of different
Acinetobacter species, with a special focus among those belonging to the Acb complex.
Methods: One hundred and fifty-six Acinetobacter spp. clinical strains, identified by amplified ribosomal
DNA restriction analysis (ARDRA) and rpoB gene sequencing, were analysed by two different MALDI-TOF
systems.
Results: Considering only the 144 strains of the Acb complex evaluated in this study, the Vitek-MS™ and
Microflex LT™ systems correctly identified 129 (89.6%) and 143 (99.3%) strains, respectively.
Conclusion: After analysing 156 strains belonging to Acinetobacter spp., both Vitek-MS™ and Microflex
LT™ proved to be rapid and accurate systems for the identification of Acb complex species showing a
good correlation. However, both manufacturers should improve their databases to include new species
in them.

© 2020 Elsevier Espafia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia

Clinica. All rights reserved.

Evaluacion de los sistemas comerciales Vitek® MS y Microflex® LT para la
identificacion del complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii

RESUMEN

Palabras clave:
MALDI-TOF MS
Espectrometria de masas
Acinetobacter spp.

Bacilos gramnegativos no fermentadores
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Introduccion: Acinetobacter es un género que comprende un grupo de patdgenos oportunistas
responsables de varias infecciones nosocomiales. El complejo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter
baumannii (Acb) retine algunas especies de importancia clinica, principalmente A. baumannii, A. pittii y A.
nosocomialis, que comparten similitudes fenotipicas que hacen muy dificil poder discriminar entre ellas
utilizando un enfoque fenotipico.
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El objetivo de este estudio fue evaluar 2 sistemas comerciales de espectrometria de masas de ionizacién
por laser asistido con una matriz (MALDI-TOF MS) para la identificacién de diferentes especies de Acine-
tobacter, con un enfoque especial entre los que pertenecen al complejo Acb.

Meétodos: Analizamos 156 cepas clinicas de Acinetobacter spp., identificadas mediante anilisis de restric-
cién de ADN ribosomal amplificado (ARDRA) y secuenciacién del gen rpoB, por 2 sistemas diferentes de

MALDI-TOF.

Resultados: Teniendoen cuenta solo las 144 cepas del complejo Acb evaluadas en este estudio, los sistemas
Vitek® MS y Microflex® LT identificaron correctamente 129(89,6%) y 143 (99,3%) cepas, respectivamente.
Conclusion: Después de analizar 156 cepas pertenecientes a Acinetobacter spp., Vitek® MS y Microflex® LT
demostraron ser sistemas rapidos y precisos para la identificacién de especies del complejo Acb mostrando
una buena correlacién. Sin embargo, ambos fabricantes deberian mejorar sus bases de datos incluyendo

nuevas especies en ellas.

© 2020 Elsevier Espaiia, S.L.U. y Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica.

Todos los derechos reservados.

Introduction

Acinetobacter baumannii  belongs to the Acinetobacter
calcoaceticus-Acinetobacter baumannii (Acb) complex that includes
the most relevant nosocomial pathogens of genus Acinetobacter,
which cause serious infections in critically ill and immunocom-
promised patients.! A. baumannii represents a major healthcare
problem, being responsible for infections with high morbidity and
mortality rates, particularly in intensive care units (ICU), because
of its ability to persist in the environment and develop resistance
to multiple antibiotics.2~ Acinetobacter nosocomialis and Acine-
tobacter pittii, two other important species of Acb complex, are
also able to cause nosocomial infections, but they are more rarely
associated with outbreak situations and usually display greater
susceptibility to antimicrobial agents. An accurate identification of
these microorganisms at the species level is, therefore, essential
to minimize treatment failure or implement infection control
measures.>5

Since all Acinetobacter species included in the Acb complex are
highly similar from a phenotypic point of view, as well as by DNA-
DNA hybridization,? simple phenotypic tests and other available
automated biochemical identification systems routinely used in
clinical laboratories cannot distinguish among them.3 In this con-
text, Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight
Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) is a powerful tool that has
been adapted for the identification of different microorganisms
at the genus, species or subspecies level with high reliability.19!!
Nevertheless, some studies have also highlighted the struggles
of MALDI-TOF MS for discrimination between members of the
Acb complex as well as additional Acinetobacter species, particu-
larly since many novel species have been recently included in this
taxon,!2-14

There are several previous studies concerning identification,
detection of antimicrobial resistance, and virulence among Acine-
tobacter species by MALDI-TOF MS. However, only a few of them
have focused on determining the accuracy of this technique at the
species level identification.'215-17 [n addition, none of such studies
have focused on comparing the performance of the two commercial
MALDI-TOF MS systems most commonly used in clinical laborato-
ries for the identification of isolates included in the Acb complex.

Microflex LT™ distinguishes the different Acinetobacter
genomic species of the Acb complex. Vitek-MS™ globally identi-
fies the Acb complex by versions v1.0, v2.0, and v3.0, while v3.2
distinguishes some of the different A. genomic species of the Acb
complex, according to the manufacture’s specifications.

This study aimed to evaluate the reliability of two sys-
tems, Vitek-MS™ (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) and
Microflex LTTM (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany) for the

identification of Acinetobacter spp. isolates belonging to the Acb
complex. We have also compared four Vitek-MS™ database ver-
sions (v1.0, v2.0, v3.0, and v3.2), with two versions of Microflex
LT™ (v6.0.0.0 and v8.0.0.0), to evaluate the evolution of such
databases over time. In the case of Vitek-MS™, the software was
used in IVD (In Vitro Diagnostic) mode instead of RUO (Research
Use Only) mode to resemble clinical practice.

Material and methods

Bacterial strains

Eighty-four Acinetobacter spp. clinical strains recovered
between 2004 and 2008 in the Microbiology Service of the Uni-
versity Hospital Marqués de Valdecilla, Santander, Spain, were
chosen. Clonal relatedness among those strains belonged to the
same Acinetobacter species were evaluated by repetitive extragenic
palindromic PCR (REP-PCR) and by pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) as reported previously.'® For the global study, a collection
of 72 strains, from the Hospital Clinic in Barcelona, Spain, of less
frequent species of the Acb complex, previously identified by rpoB
gene sequencing,'® was also added in the analysis.

Species identification was performed by amplified ribosomal DNA
restriction analysis (ARDRA) and rpoB gene sequencing

ARDRA was used as the reference method to confirm the identi-
fication of Acinetobacter species. The 165 rRNA gene was amplified
for all Acinetobacter spp. strains using universal primers, and fur-
ther digested separately with the restriction enzymes Cfol, Alul,
Mbol, Rsal, Mspl and Bfal (Promega Biotech Ibérica, Madrid, Spain),
as previously described.!8:20

Any disagreements in the species identification results between
ARDRA and MALDI-TOF MS systems, were analyzed by partial
rpoB gene sequencing.!® In these cases, DNA from those strains
showing discordant results was extracted by InstaGene™ Matrix
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). The rpoB gene was ampli-
fied using specific primers and purified using NucleoSpin®Gel
Kit (Macherey-Nagel, Duren, Germany) and sequenced with ABI
PRISM™ 377 DNA sequencer (Applied Biosystems, Foster City,
USA). The partial rpoB gene sequences obtained were compared to
reference sequences available on GenBank database using BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). To establish the correct
identification, sequences of a given pairwise alignment with the
lowest E-value and the highest number of identities (>98%) were
selected as the most likely species.



C. Ruiz de Alegria-Puig et al. / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2020; XXX(XX): XXX-XXX 3

The statistical analysis was done with the IBM SPSS Version 20.0
software including the analysis of ROC curves and the calculation
of Pearson'’s kappa index of concordance.

MALDI-TOF MS Microflex LT™ system

All strains were subjected to analysis with Microflex LT™
system (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany) following
the manufacturer's recommendations. The bacterial biomass was
smeared onto a metallic MALDI-TOF MSP 96 plate (Bruker Dal-
tonik GmbH, Bremen, Germany) and covered with 1 p.L of saturated
a-cyano-4-hydroxycinnamic acid-50% acetonitrile-2.5% trifluo-
roacetic acid. The MSP 96 plate was dried at room temperature for
5 min. Measurements were performed with the Bruker Microflex LT
MALDI-TOF MS (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany) using
FlexControl software with Compass Flex Series version 1.3 software
and a 60-Hz nitrogen laser (337 nm wavelength). The protein spec-
tra ranging from the mass-to-charge ratio (m/z) 2 to 20kDa were
explored with the Bruker Biotyper 3.1 software package (Bruker
Daltonik GmbH, Bremen, Germany) with default settings and com-
pared with the reference spectra present in the database, showing
the 10 most similar patterns for each isolate. The database for iden-
tification was the reference Biotyper library v6.0.0.0 and v8.0.0.0
MSP (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany), which included
6.903 and 7.854 species, respectively. The similarity of patterns was
represented as a score (2.3 to 3, identification at the species level;
2 to 2.3, identification at the genus level; <1.700, no reliable iden-
tification). Escherichia coli ATCC 25922 was used as a standard for
calibration and as a reference for quality control.'”:?!

MALDI-TOF MS Vitek-MS™ system

Identification of strains with the Vitek-MS™ system
(bioMérieux, France) was performed following manufacturer’s
recommendations. Cells from a single colony were directly applied
onto the steel carrier overlaid with 1L of VITEK™ MS-CHCA
ready-to-use-matrix solution (bioMérieux, France), and allowed to
air-dry. Two samples of the same strain were applied and read in
two rounds, as recommended. Measurement was performed with
a Vitek-MS™ instrument supported by SARAMIS MS-IVD v1.0,
v2.0, v3.0, and v3.2 databases (Anagnos Tee GMBH, BioMérieux)
in positive linear mode, with a mass range of 2-20kDa, using
E. coli ATCC® 8739 as a molecular mass standard. The intensity of
the 50-Hz nitrogen laser was under the control of the acquisition
software. Only hits within the spectra with scores of 99.9% were
accepted.

Table 1
Identification of Acinetobacter species with two MALDI-TOF MS systems.

Results

A total of 144 Acinetobacter spp. strains belonging to Acb com-
plex were evaluated, as follows: A. pittii (n=54), A. baumannii
(n=47), A. nosocomialis (n=16), Acinetobacter dijkshoorniae (for-
merly A. phenon 5 by ARDRA; n=14), Acinetobacter seifertii (n=12),
and Acinetobacter calcoaceticus (n=1). In addition, other 12 Acine-
tobacter spp. strains identified as belonging to other Acinetobacter
species or genomic species (gen. sp.) not belonging to the Acb
complex were also evaluated: Acinetobacter bereziniae (n=>5),Acine-
tobacter gen. sp. 16 (n=1), Acinetobacter gyllenbergii (formerly
Acinetobacter phenon 3 by ARDRA; n=2), Acinetobacter haemolyti-
cus(n=2), and Acinetobacter vivianii (n=2). In the case of the strains
identified as Acinetobacter phenon 5 by ARDRA, they were reclassi-
fied as A. dijkshoorniae by rpoB gene sequencing.

Considering the 144 strains of the Acb complex evaluated in
this study [A. pittii (n=54), A. baumannii (n=47), A. nosocomi-
alis (n=16), A. dijkshoorniae (n=14), A. seifertii (n=12) and A.
calcoaceticus (n=1)], Vitek-MS™ and Microflex LT™ systems cor-
rectly identified 129 (89.6%) and 143 (99.3%) strains, respectively.
Two A. baumannii strains were misidentified as A. nosocomialis and
A. pittii by Microflex LT™ v6.0 and v8.0, respectively. Since there
is no reference spectrum for A. dijkshoorniae in the Vitek-MS™
v3.2 library, one of the strains of this species was misidentified as
Corynebacterium aurimucosum, as well as one A. nosocomialis strain
as Burkholderia cenocepacia.

In the non-Acb complex group, Vitek-MS™ v3.2 misidenti-
fied one A. bereziniae and one Acinetobacter gen. sp. 16 strains
as A. pittii and A. gyllenbergii, respectively. In addition, for six
strains of the control group (non-Acb complex), the obtained spec-
tra were not included in the databases. Meanwhile, Microflex
LT™ v8.0.0 misidentified one A. bereziniae as A. pittii (n=1), two
A. vivianii as A. haemolyticus and A. haemolyticus/parvus (n=2),
two A. gyllenbergii as Acinetobacter proteolyticus and A. prote-
olyticus/haemolyticus (n=2), and one Acinetobacter gen. sp. 16 as
A. proteolyticus/haemolyticus (Table 1). Vitek-MS™ 3.2 and
Microflex LT™ showed a high sensitivity (>80%) and an area
under the ROC curve (AUC)> 0.8, demonstrating that both systems
are effective in discriminating the Acb complex from the other
Acinetobacter species not belonging to the complex. On the other
hand, according to the interpretation criteria proposed by Landis
and Koch, the high positive Pearson Kappa index (>0.75) showed
an excellent correlation with the identification data obtained by
ARDRA plus rpoB. It is worth noting that Microflex LT™ v 8.0.0.0
showed the best results as a whole, comparing only the eighty-
four Acinetobacter spp. strains from University Hospital Marqués
de Valdecilla (Table 2).22

ARDRA|rpoB seq Vitek-MS™ v3.2 Microflex LT™ v8.0.0.0
N- strains Species N strains Species N= strains Species
54 A. pittii 55 HA. bereziniae) 57 A. bereziniae
47 A. baumannii 47 A. baumannii 46 —1(A. pittii)
16 A. nosocomialis 15 —1(B. cenocepacia) 16 A. nosocomialis
14 A. dijkshoornige 0 —13(P150°)-1(C. aurimucosum) 14 A. dijkshoornige
12 A. seifertii 12 A. seifertii 12 A. seifertii
1 A. calcoaceticus 1 A. calcoaceticus 1 A. calcoaceticus
5 A. bereziniae 1] —4(P150°)-1(A. pittii) 4 —1(A. pittii)
1 A. gen. sp. 16 0 —1(A. gyllenbergii) 0 —1(A. proteolyticus/haemolyticus)
2 A. gyllenbergii 3 +1(A. gen. sp. 16) 0 —2(A. proteolyticus, A. proteolyticus/haemolyticus)
2 A. haemolyticus 2 A. haemolyticus 2 A. haemolyticus
2 A. vivianii 0 —2(P150%) 0 —2(A. haemolyticus, A. haemolyticus/parvus)
Kappa 0.81 0.93
Sensitivity 98.6% 100%
AUC 0.94(0.83-1) 0.99 (0.98-1)

@ P150: no result in the database for this spectrum was obtained. In bold were marked those species identified by ARDRA or rpoB gene sequencing belonged to Acb complex.
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Table 2

Comparison of Acinetobacter species belonging to the Ach complex, from University Hospital Marqués de Valdecilla, identified by different database versions of Vitek-MS™

and Microflex LT™ system.

Identification Vitek-MS™ Microflex LT™
v.1.0 v.2.0 v.3.0 v.3.2 v6.0.0.0 v8.0.0.0

Acb complex 76 76 75 ni ni ni

A. baumannii ni ni ni 33 32 32

A. calcoaceticus ni ni ni 1 1 1

A. nosocomialis - - - - 1 0

A. pittii ni ni ni 37 39 39

A. dijkshoorniae ni ni ni ni ni 2

Total 76 76 75 71 73 74

Kappa index - - - 0.78 0.77 0.81

Sensitivity 97.3% 96.1% 92.4% 98.6% 98.6% 100%

AUC 0.89 (0.74-1) 0.84 (0.67-1) 0.69 (0.48-0.9) 0.94(0.83-1) 0.94(0.83-1) 0.99 (0.97-1)

Abbreviations: ni, not identified: AUC, area under the ROC curve.

Discussion

MALDI-TOF MS is a good methodology for the routine activity
in clinical microbiology laboratories, since it rapidly identifies a
wide range of bacterial and fungal species of clinical importance. In
this study, both Vitek-MS™ and Microflex LT™ systems allowed
acceptable identification of Acb complex. Our results demonstrated
that ARDRA is still a powerful method that remains valid in those
laboratories lacking a MALDI-TOF MS system; in addition, it is also
becoming more cost-effective than conventional phenotypic based
automated systems.?3

Previous publications have already underlined some of the
limitations we have found in this study, including the need to
add newly recognized species in databases,'? which has been
considered in the latest available versions, or the difficulty of differ-
entiating species from the haemolytic clade, a situation improved
by using an alternative matrix solution (strongly acidified ferulic
acid).’® Although both Vitek-MS™ and Microflex LT™ systems
recognize strains from other less common taxa as belonging to
the genus Acinetobacter, identification at the species level using
MALDI-TOF MS is recommended but with due caution for this pur-
pose. Microflex LT™ discrepancies have minimal to no clinical
impact on patient’s antibiotic treatment, but Vitek-MS™ discrep-
ancies, on the other hand, would have an enormous clinical impact.
The current database of Vitek-MS™ 3.2, should be revised, as
already done with previous versions, to include the new Acineto-
bacter species to force the system to simply identify at genus level,
which is also of interest in routine practice. More studies, testing
in IVD mode with higher number of strains, are still necessary in
order to improve the databases of both MALDI-TOF MS systems,
since non-A. baumannii species are important emerging nosoco-
mial pathogens able to acquire antimicrobial resistance genes from
A. baumannii?* and having an actual clinical importance.
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ABSTRACT Rhodococcus equi causes pyogranulomatous pneumonia in domesti-
cated amimals and immunocompromised humans. Distzig spp. are environmental
bacteria that have rarely been assodated with human infections. R equi and Dietzia
spp. are closely related actinomycetes. Phenotypic discrimination between A equi
and Dietzia on the basis of their Gram stain morphology and colony appearance is
problematic. Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spec-
trometry (MALDI-TOF M5 is a fast, reliable, and cost-effective method for identifica-
tion of a wide variety of microorganisms. We have evaluated the performance of
Bruker Biotyper wersus that of Vitek M5 for identification of a collection of 154 iso-
lates identified at the source as A. egui that includeas isolates bedonging to the genus
Dietzig. PCR amplification of the chof gene, encoding a cholesterol oxidase, and 165
rRMA sequencing were considerad the reference methods for B equw identification.
Biotyper identified 131 (85.1%) of the 154 isolates at the spedies level, and this fig-
ure increased to 152 (98.7%) when the species cutoff was reduced from a score of
=2000 to =1.750. Vitek M5 cormectly identified at the species level 130 (84.4%) iso-
lates as long as bacteria were extracted with ethanol but only 35 (22.7%) isolates
when samples were prepared by direct extraction from colonies. The two systemns al-
lowed differentiation between R. equi and Dietzia spp., but identification of all Diet-
Zig sp. isolates at the species level neaded sequencing of the 165 rRNA gene.

KEYWORDS Rhodococcus equi, Dietzia spp., identification, MALDI-TOF M5, genotypic
identification

he soil-dwelling, saprophytic actinomycete Rhodocoocus equi is a multibost, facul-

tative intracellular pathogen that causes pyogranulomatous infections in several
species of domesticated animals, in particular, in young foals and pigs (1). In addition,
R. equi infacts humans (2). At-risk groups are immunocompromised peopla, such as
HIV-AIDS or cancer patients, and transplant recipients. Infection with R. egui in these
patients results in a granulomatous form of pneumonia whose symptoms resemble
dinical and pathological signs of pulmonary tuberculosis and which has a high mor-
tality rate. Dietzig spp. are environmental bacteria that have been assodated with
human infections in a2 small number of cases (3). The Gram morphology and colony
appearance of the species of the genus Dietzio are remarkably similar to thosa seen
with £. egui.

In clinical microbiology laboratories, A. egui is routinely identified using a conven-
tional approach based on growth characteristics, morphology of colonies, the CAMP
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TABLE 1 Comparizon of the identification results for the 154 isolates with the Vitek M5 and the Biotyper MALDI-TOF MS systems using
two different methods for the preparation of the samples®

Mo. of Isolates identified by:

MALDI-TOF MS Direct colony method Extraction method

system Total A egui Dietzia spp. Mot identified  Total R. egul Digtzia spp. Mot Identified
Vitzk M5 35 35 ] 14 130 (35 + Q5% 124 (35 + B9*) & (D + &%) 4

Bruker Eiotyper 14 141 0 13 153 0141 + 129 144141 + 3% 9(0 + 9% 1

=, the number of strains which required sample extraction to give a reliable identification.

reaction, and bicchemical tasts, which are frequently performed using the APl Coryne
system (bio-Mérieux, Marcy I'Etoile, France), a3 commerdial multisubstrate kit that in-
cludes R. equi in its database (4). However, this method is time-consuming and its
relizbility for the identification of rhodococcal isolates is low, resulting in misidentifi-
cation of R equi as another rhodococcal species or even another actinomycetes (5). For
instance, Bemer-Melchior et al. (6) reported that APl Coryne V2.0 gawve an identification
of B equi for a Dietzia maris isolate obtained from an immunocompromised patient. Our
group (7) and other authors (8) have also reported the misidentification of Dietzia
strains as R egui. PCR methods targeting the £ equi chof gene, encoding a cholesterol
oxidasae, are accurate and reliable, allowing identification of R egwi isolated from
human, animal, or environmental samples (9, 10).

Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-
TOF M5} is a fast, highly accurate, and cost-effective method for identification of
bacterial and fungal pathogens (11). The MALDI Biotyper (Bruker Daltonics GmbH,
Bremen, Germany) and the Vitek MS (bicMérieux) platforms are the two MS-based
platforms more commanly wsad for microbial identification. In a previous study (12), we
reported that the Bruker M5 system identified successfully at the species level a group
of 11 isolates initially assigned to A equi by APl Coryne V2.0, confirming identification
of all isolatas as R, egui except 1, which was classified as Dietzia marnis. Although limited
to a few isolates, that study envisaged that MALDH-TOF M5 might represent an
alternative, fast, and worthwhile method for a reliable identification of & egui and
Dietzia spp.

In the present study, we carmied out a comparative evaluation of the performance of
Vitek M5 versus that of Bruker Biotyper for identification of a panel of 154 isolates
initially assigned to A egui by APl Coryne V2.0 that included isolates belonging to the
genus Distzia,

RESULTS

A total of 144 of the 154 isolates were positive in the PCR amplification assay
targeting the chof and therefore were assigned to R, egui. The remaining 10 isolatas
gave a negative choE PCR result. By partial 165 rRNA sequencing, they were idantified
as Dietzig maris (n = 5), Dietzig naotronolimmnaaa (n = 3}, and Dietzia cinnamea (n = 2).
This identification was considered the reference method.

In diract testing of bacterial colonias with Vitek M5, the system correctly identified
35 (22.7%) isolates at the species level at its best performance. In most cases, failure of
the system to give 3 precise identification was due to its inability to read the samplas.
When bacteria were extracted with ethanal, Vitek M5 comectly identified at the species
level a total of 130 (34.4%) isolates: 124 were identified as A. egwi and 6 as Dietzia spp.
(Table 1). Within the collection of 144 R equi isolates, Vitek M5 properly identified 124
(86.1%) isolates with the maximum score (99.9%). When the confidence score was
decreased to 50%, an additional isolate was comectly identified as R equw as wall.
Considering the group of 10 Dietzia sp. isolates, Vitek MS identified 6 (60%) strains with
the maximum score (99.9%) and 2 (20%) strains (0. natronodmnaea and DU maris) with
a score of 50%, whereas the remaining 2 strains (DU patronolimngea and O dnnamea)
wera not identified (Table 2).

The Biotyper provided high-confidence identifications without extraction of the
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TABLE 2 ldentification results for £, equi (n = 144) and Déetzia spp. [n = 10) by Vitek M5 versus Bruker Biotyper

Mo, (%) of isclates with Indicated result by:

Vitek W& Bruker Bl otyper
Mo, of Correc identification Corred low score Mot Identificat on Correct identification Correct low score Mot Identification
B croorgan Ismis) strains at spedes |evel 1 50%-99.8%) |dentified at genus lewel at spedes leve 1.7-2] |dentified at genus leve
. equil 144 1.4 (B5.1) 1105 12101 3.2 o 130190.3) 14 19.5) o o
Dietzia spp. 10 Bia0) 21200 21.2) o 160100 F o 1010 10108
0 mads 5 4 1 a 0 1 4 0 0
L patronolmnaea 3 1 1 1 0 1] 3 0 1]
0. cinnames 2 1 0 1 0 0 0 1 1
Total no. M) of 154 130 (84.4) 3.9 211138 o 1311831} 21113.8) 10086) 110.8)

stralrs
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samples for 141 (91.6%) isolates. Conwersely, a group of 13 isolates, including the 10
Dietzig sp. isolates and 3 R. equi isolates, required acetonitrile extraction (Table 1. The
system correctly identified at the spedies level 131 (85%) isolates (130 A. equi and 1
Dietziq sp.), giving scores of =2.000 in all cases. The 130 isolates identified as R. egui
were positive for PCR chof, whereas the isolate identified as a Distzig sp. was negative.
The remaining A. egui isclates (n = 14), giving scores in the range of 1.700 to 1.900,
were reanalyzed using a species-lavel cutoff value of =1.750. With the =1.750 score
cutoff, all 14 of these isolates were also identified as R equi, in accordance with the
results of PCR amplification of the chof gene (all were positive). Considering the group
of 10 Dietzia sp. isolates, the Biotyper identified 1 (109%) strain (score, =2.000) at the
species level and 8 (80%) strains at the genus level (scores ranged between 1.700 and
1.999) and another 1 (10%) could not be identified (score, < 1.700). When the species
level cutoff value was lowered to a score of =1.750, 7 of 8 Dietzia spp. were also
correctly identified at the species level, as subsaquently confirmed by 165 rRNA
sequencing (Table 2).

DISCUSSION

Identification of & equi by conventional methods based on colony morphalogy,
growth properties, or biochemical profiles is not reliable and requires maolecular
methods to differentiate it from Dietzia spp. MALDI-TOF M5 is 2 fast method for
identification of micreorganisms of clinical interest and could be an adequate opticn in
considering R egui and Dietzia spp. In routine diagnostics, MALDI-TOF M5 has advan-
tages with respect to the time and effort needed to obtain identification results at the
species level. However, there is little information on the performance of the two main
commercially available MALDI-TOF M5 systems for the identification of thesa two
closely related actinomycates.

Cwarall, with the direct colony extraction method, the Biotyper permitted the
identification of 91.6% of the strains tested, in contrast to only 22.7% for Vitek M5, For
the Biotyper systern, previous studies have reported improved species-level identifica-
tion rates without an increase in the false-identification rates for a variety of different
organisms by decreasing the identification score either to 1.900 (13} or to 1.700 (14). By
lowering the score representing species-level identification from ==2.000 to =1.750, we
were able to identify at the species level practically all the strains testad in this study,
144 (100%) A. equi strains and 8 (80%) of 10 Dietzig sp. strains, without any misiden-
tification. Only one strain gave a score lower than 1.700 and therefore could not be
identified with the Biotyper M5. This strain was identified as 0. dnnamea by 165 rRNA
sequencing. 0. dnnamea was first isclated from a perianal swab of a patient with a
bone marrow transplant (15), but it is mostly known for its ability to degrade a wide
variety of organic compouwnds and rarely for its pathogenic potential (16). The perfor-
mance of the Biotyper in identification of R, equi, distinguishing it from Dietzia spp., is
comparable to the perfformances of PCR choE and 165 rRMNA sequencing. When the
species cutoff value was reduced to a score of =1.750, Biotyper correctly identified all
the R. equi isolates. PCR chof analysis is a reliable method for A equi identification, but
MALDI-TOF M5 is faster and more economical in terms of both labor and monetary cost.
Although C¥etzia spp. are not commonly assodiated with human infections, sporadic
Ca585 mecessitate accurate identification of Dietzig spp. at the spacies level. 165 rRNA
sequencing is cwrrently the only method that guarantees definitive and conclusive
identification of Dietzig spp. to the rank of species.

The rasults obtained in this study indicate that for the Vitek M5 system, pretreat-
ment of bacterial colonies with ethanol improves substantially the number of comect
identifications with the highast level of confidence. Actinomycetas such as R. equi and
Dietzig spp. contain in their cell walls long-chain mycolic adids as well as 3 great amount
of lipopolysaccharide, preventing the complete uptake of energy when fired upon by
the laser. Consequently, mass spectra are not generated. With the use of ethanol in the
extraction method, a substantial amount of mycolic ackds and polysaccharide is elim-
inated, while the target proteins are preserved, allowing the generation of high-guality
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spectra (17). We consider that, with the extraction method, the Vitek MS system has
performed properly, with an acceptable rate of 84.4% of samples correctly identified at
the specias level. However, it was not able to identify 20 R. equi isolates or to distinguish
properly 4 Dietzia spp. from & equi, while PCR choE analysis correctly identified all the
R. equi isolates. The SARAMIS 2.0 database includes three species of the genus Dietzia:
0. mans, D. natronolimnaea, and 0. cinnamea. However, Vitek MS identified at the
species level only & of the 10 Dietzig isolates analyzed. The genus Dietzia has been
established recently, and only a few strains have been implicated in human infactions
(18]

Chverall, in the comparisons of the two systems, the MALDI Biotyper system provided
higher accuracy than the Vitek M5 system for identification of R. equi as well as for
differentiation of A. equi from Dietzia spp. Although the data were limited in that only
10 isolates were induded in the study, the results indicated that proper identification
of Dietzig spp. at the spedies level requires confirmation by 165 rRNA sequencing.
Spectral databases should be regularly updated by suppliers to improve identification
rates.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains. A total of 154 Bolates, all onginally identified as & aqui, were Includad in the study.
A total of 129 of the 154 kolates were previously identified as R, egul by means of PCR amplification of
thie chof gene, encoding a & egu cholestenol oxldase (9). Elght of the 154 Isolatas were negathve for the
PCR choe gene and were identified as members of the genus Dietzia by 165 rRNA saquencing (7). The
remalning 17 Isolates (15 R egw lsolates and 2 Dvefzig sp. Isolates) were submitted to the clinical
microblology laboratory of Manques de valdecllla university hospital during the period 2010 to 2014 The
collection Included strains 1solated from AIDS patients at different Spanish hospltals (n = 710, lsolates
from pneumonic foals (v = 34), and strains |solated from soll samples collected from the emvironment
{n = 43). They wera grown on Columiia horse blood agar plates at 37°C and storad In oryogenic vials
at —&0°C In brain haart Infusion broth with 0% glycarol.

Reference method. We consider the chof-based PCR to be the reference method for & equi
identification. All the strains were assayed by chof PCR, as described In detail elsawhera (9). PCR-negative
chok solates were identified by sequencing of 3 spacies-specific reglon of the 165 rRNA gene delimited
I:I'g.l primers DG4 (AGGRAGGTEATOCAACCECA) and PLOG (5" -GETTAAGTCOOGCAMCGAGDGEC-3) (19). The
PCR products were sequenced using an AEl Prism 377 apparatus (Applied Blosystems, Foster City, CA,
USsA). Homology saarches wera parformed with the BLAST tool at the website of the Mational Center for
Blotechnology Information (httpefwww ncblnlm.nib.go).

WVitek MS. Two different exiraction protocols were used for the preparation of the samples: {I) direct
extraction from colonles and () extraction with ethanol For the direct colony extraction procadure, a
portion of a fresh colony was dirediy applied as a thin film on a spot of a MALDH disposable tamet plate,
dried, and overlaid with 1 pl of matix and 06 pl of 26.9% formic acld solution (Vitek MS-FAL Lpon
drying, the target plate was loaded Into the Vitek M5 Instrument for identification. For the ethanol
extraction procadurs, a single colony was transfemed to a 1.5-ml Eppendor tube contalning 300 pl of AP
suspension medium (bioMeneux) and miked thoroughly using a vortex miker. Absolute ethanol (Manck,
Darmstadt, Germany] (900 pll was addad, and the mibdure was miked thoroughly again. After cantrifu-
gatlon at 13,000 rpm was performed for 2 min, the supematant was discarded and the pellet resus-
pended in the residual ethanol. A volume of 1 pl of the resuspended pellet was loaded on the steal target
plate. dred, and overlaid with 1 pl of vitek MS-CHCA matnx (3 saturated solution of e-Cyano-3-
hydroscpcinnamic ackd [HOCA-acetonltrilerethanod swater [1:1:1] acidified with 3% [vol fvol] rifluoracetic
acid) and again allowed to air dry.

Each strain tested was spotted twice on the same target slide. Measurements weare perfommed on a
Vitek M5 mass spectrometer (bloMerieux) according o the manufaciurers suggested seftings using
automatically collected spectra. Captured spectra were analyzed with Shimadzu Launchpad wdantifica-
tion software that Included the database SARAMIS MS-D version 2.0 (Anagnos Tee GmbH]. For each nun,
Escherichio coll ATCC E739 was Included as a standard to calibrate the Instrument and to validate the un
The system reportad the best identification matches along with confidence values from 0% to 1009%. For
a relizble identification at the species level, only hits with scores of 99.9% were accepted. Peak matches
that yielded identtfication results with confidence values betwesn 50% and 99.5% were considered
acceptable but required confirmation by 165 rRNA sequendng. When a good identification was not
obtained with the direct colony extraction method, subsequent analysts was done with the ethanol
extraction method.

Bruker Blotyper. All the strains were subjected to analysls with the systam wsing the fiollowing
procedure: the bacterlal blomass was smeared onto 3 metallic MALDI-TOF MSP o6 plate (Bruker
Daltonics) and coversd with 1 pl of saturated e-Clan-+-hydrogycinamic add-50% acetonitrila-2.5%
trifiuoroacetic acid. The plate was dried at room temperature for 5 min. When the first attempt at
Identification did not give results with a high level of confidence, samiples weare Identified wsing formic
acid-acetonitrile emraction (20). Bnefly, 2 to 3 colondes were trarsferred to 2 1.5-ml Eppendorf twbe
contalning 300 pl of distlled water and were then mixed with 900 pl of ethanol by pipetting. The

luby 3017 Volume 55 lssue 7

Journal of Cinical Microbiclogy

jcmaasmaong 2259



de Al=gria Puig =t al.

Journal of Clinical Microbiclogy

suspension was pellated by centrifugation at 13.000 rpm for 2 min, evaporated to dryness, and then
reconstituted in 50 pl of 70% fommikc 2cid (Sigma-aldrich, Madod, Spain). After incubation for 30 s 50 pl
of acetonitrile (Sigma-aldrich) was added. The suspension was then centrifuged at 13,000 npm for 2 min
Next, 1.0 pl of the suparnatant was applied to a 96-spot polished steel tanget plate (Bruker Daltonics) and
dried. A saturated solution of 1.0 pl of MALDI matrix je-cyano-+hydrocycinnamic acid [HOCZAL Bruker
Dialtonilcs) was applied to each sample and dried. Measurements were performed with a Bruker bicroflex
LT MALDI-TOF M5 system (Bruker Daltonics) using FlexControl software with Compass Flex Serles version
13 software and a 60-Hz nitrogen laser (337-nm wavelength). The protein spectra with mass-to-charge
ratios (myz) ranging from 2.000 to 20,000 were explored with the Bruker Elotyper 3.1 software package
with default sattings and compared with the reference spectra presant In the database, showing the 10
mast similar pattems for each lsolate. The database for identification was the reference Blotyper library
w40 5627 MSP (Bruker Daltonic), which included 5,627 species. The similartty of patterns was repre-
santad as 3 score (=2.000, dentfication at the species leval; 1.700 to 1.999, identification at the genus
lewel; <21.700, no rellable Identification). £ coll ATCC 255922 was used as a standard for callbration and as
a reference for qualtty contral.
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Background: Matrix-assisted laser desorption-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) repre-
sents arevolution in the identification of microorganisms of clinical interest. Many studies have confirmed
the accuracy and fastness of this tool with routine strains.

Aims: To identify clinical isolates of Candida from patients diagnosed with candidemia.

Methods: Vitek-MS™ system was used with a collection of 298 blood isolates of the genus Candida
represented by 9 different species. Sequencing of the internal transcribed spacer (ITS) region of ribosomal
DNA cluster was used as the reference method.

Results: The results of Vitek-MS™ were concordant with those obtained with the reference method for
279 (93.62%) isolates (Kappa coefficient (k)=0.91). Vitek-MS™ misidentified 10 (3.36%) isolates and did
not identify 9 (3.02%) isolates.

Conclusions: This study determines the potential of Vitek-MS™ in yeast identification, being a reliable
and fast alternative in the clinical laboratory, with an acceptable sensitivity of 82% (IC 95%: 70-90.6%), in
comparison with a 100% (IC 95%: 92.9-100%) sensitivity of the conventional methods.

© 2018 Asociacion Espaiiola de Micologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Evaluacion del sistema VITEK® MS™ en la identificacién de aislamientos de
Candida de pacientes con candidemia

RESUMEN

Palabras clave:
VITEK" MS
MALDI-TOF MS
Candida spp.
Sensibilidad
Especificidad

Antecedentes: la espectrometria de absorcién de masas mediante laser asistido por una matriz
(MALDI-TOF MS) representa una revolucion en la identificacion de microorganismos de interés clinico.
Muchos estudios han confirmado la exactitud y rapidez de esta herramienta con aislamientos de la rutina
clinica diaria.
Objetivos: Identificar aislamientos clinicos del género Candida procedentes de pacientes con un diagnds-
tico de candidemia. .
Métodos: Se utilizé el sistema VITEK® MS con un grupo de 298 aislamientos sanguineos del género
Candida, representado por 9 especies diferentes. Se utilizé como método de referencia la secuenciacién
de la regi6n del espaciador de transcripcion interno (ITS, por sus siglas en inglés) del ADN ribosémico.
Resultados: Los resultados de VITEK® MS coincidieron con aquellos obtenidos por el método de referencia
en 279 (93,62%) de los aislamientos (coeficiente Kappa [k]=0,91), mientras que clasificé erréneamente
a 10(3,36%) aislamientos y no identificé otros 9 (3,02%).
Conclusiones: VITEK® MS es una alternativa fiable yrapidaen la identificacion de levadurasen el laborato-
rio clinico, con una sensibilidad aceptable del 82% (IC 95%: 70-90,6%) en comparacién con una sensibilidad
del 100% (1C 95%: 92,9-100%) de los métodos convencionales.
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Rapid identification of yeasts is clinically important when
treating immunocompromised and hospitalized patients with dis-
seminated yeast infections.'’ Candida species are opportunistic
pathogens causing systemic infections contributing to high mor-
tality in hematological, transplanted and intensive care unit (ICU)
patients. Further, some of these species are intrinsically resistant
to several antifungal drugs. Accordingly, rapid identification of
Candida species would be beneficial for a better management of
invasive infections caused by these organisms.!!1723

Traditionally, morphological, molecular, biochemical and/or
immunological methods have been used for the identification
of yeasts. Unfortunately, in most cases, these procedures are
laborious and slow.!® Matrix-assisted laser desorptionfisolation-
time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) is increas-
ingly used in clinical laboratories for fast identification of
microorganisms.!21.25.28 This method is based on a pulsed laser
that ionizes particles previously implanted in a matrix. These par-
ticles, which travel through the mass analyzer, reach a detector
and creates a mass spectrum that is compared to reference spec-
tra in a well-characterized library.>24 Two MALDI-TOF-MS devices
are currently used in most clinical laboratories: BioTyper (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) and Vitek-MS™ (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, France). The performance of both systems for identify-
ing Candida species have been evaluated in previous studies, with
correct identification percentage ranges from 90% to 99.8% and
87.2% t0 96.1%, for BioTyper and Vitek-MS™, respectively®4.15.24.27
(Table 1).

Our hypothesis is that Vitek-MS™ system can replace the con-
ventional methods for the identification of Candida species with
full confidence in a laboratory of clinical microbiology. The aim
of the study was to evaluate the performance of this system to
identify Candida isolates recovered from bloodstream infections,
using molecular methods as the gold standard, especially the ITS
sequencing.

Material and methods
Strains and identification by conventional methods

The present study was conducted at an 800-bed teaching hos-
pital (University Hospital Marqués de Valdecilla, Santander, Spain)
which has both an hematological and a transplantation program.
We included 298 Candida isolates from blood cultures obtained
between January 1%, 2005 and December 315, 2011. This is a ret-
rospective study on a collection of strains from blood cultures of

all hospital services with very different patients, from neonates to
elderly people, with an average age of 61.35 years. One isolate per
patient was included except when a new episode of candidemia
occurred after one month of the previous one. Blood cultures
were processed using the Bactec 9240 system (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, USA).

Candida albicans isolates were preliminarily identified by their
growth in both Saboureaud agar with chloramphenicol and
Saboureaud agar with chloramphenicol-actidione (Bio-Rad, Her-
cules, CA, USA), and CHROMagar Candida (Becton Dickinson,
Heidelberg, Germany). A molecular method with specific primers
was also used.'® Additionally, for every Candida isolate different
from C. albicans, the API-ID32C identification system (bioMérieux)
was used according to the manufacturer's instructions.5 API-ID32C
galleries were incubated at 30°C and results were read after
24 h, extending incubation until 48 h when recommended by the
apiweb™ profile. Ten Cryptococcus neoformans and 40 Rhodotorula
mucilaginosa, from a collection of strains, were used as negative
controls.

Molecular identification

For the amplification and sequencing of the ITS (internal tran-
scribed spacer) region of the ribosomal DNA, DNA was extracted
from individual colonies grown on CHROMagar plates using the
Instagene Matrix (Bio-Rad). The ITS region was amplified with
primers ITS1 and ITS4, described previously by White el al.2% The
PCR product was purified with NucleoSpin Gel (Macherey-Nagel,
Duren, Germany) and sequenced with ABI PRISM” 377 (Applied
Biosystems, Foster City, USA). The sequences of the isolates were
compared with those deposited in the GenBank database using
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). To establish the
correct identification, sequences of a given pairwise alignment with
the lowest E-value and the highest number of identities (expressed
as a percentage) were selected as the most likely species. For
C. albicansisolates, instead of sequencing, a molecular method with
specific primers!4 was used.

In order to determine the concordance between the two iden-
tification techniques (one conventional and the other based on a
MALDI-TOF-MS system), Kappa coefficient (), corresponding to
the proportion of concordances observed among the total num-
ber of observations, having excluded the concordance produced
by random, was calculated.'? Diagnostic parameters results were
obtained with Stata” v.14 program.

Table 1
Reports on Candida identification by MALDI-TOF systems.
No. of isolates in C. albicans Non-Candida albicans Candida MALDI-TOF systems Correct Reference
the study species, and other yeast-like identification (%)
fungi
1192 512 680 BioTyper 97.6 Baderetal.!
Saramis 96.1
1383 838 545 BioTyper 98.3 Lacroix et al.!2
Andromas 98.3
73 0 73 Saramis 94.5 Martinez-Lamas et al.™
533 210 323 Vitek-MS™ 96.1 Won et al.®
98 24 74 BioTyper 96.2 Chen et al.?
Vitek-MS™ 87.2
2683 1051 1632 BioTyper 98.8 Wang et al.??
Vitek-MS™ 95.4
6328 3063 3265 BioTyper 99.8 Fraser et al.*
1207 363 844 Saramis 97.6 Sendid et al.'®
852 58 794 Vitek-MS™ 96.1 Westblade et al.”
102 18 84 BioTyper 90 Rosenvinge et al.'#

Saramis 79
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Table 2
Identification of Candida species with API ID32C and Vitek MS™,

Molecular methods AP11D32C VITEK MS™ MALDI-TOF

C albicans: 109 109 not performed 109 C. albicans

specific PCR 5 C. 5 C. albicans 5 C. dubliniensis
albicans

C. parapsilosis 95 C. parapsilosis 88 C. parapsilosis

group (n=95) 6 Not identified (P150%)

90 C. parapsilosis 1 Misidentified (C dattila)
4 C. metapsilosis

1 C orthopsilosis

C tropicalis (n=41) 41 C. tropicalis 37 C tropicalis

1 not identified (P1507)

2 misidentified (C albicans and
Geotrichum fermentans)

1 Not read (P201")

28 C. glabrata

1 not identified (P1507)

C. glabrata (n=29) 29 C. glabrata

C guilliermondii 6 C. guilliermondii 6 C. guilliermondii
(n=6)
C. krusei (n=5) 5 C. krusei 5 C. krusei

C. lipolytica (n=3)
C lusitaniae (n=4)

3 C. lipolytica
4 C. lusitaniae

3 C. lipolytica

2 C lusitaniae

2 misidentified (C. tropicalis
and Cryptococcus humicola)
1 C. haemulonii

C. haemulonii (n=1) 1C. sake

2 P150: the spectrum is not in the data base.
b P201: bad spectrum during the acquisition.

MALDI-TOF MS™

Identification of the organisms with the Vitek-MS™ was per-
formed following the manufacturer’'s recommendations: cells from
a single colony on a CHROMagar Candida plate, incubated for 24 h
at 37 °C, were directly applied onto the steel carrier, lysed by sus-
pension in 0.6 pul of 28.9% formic acid (VITEK MS-FA) and dried
for a short time (approximately 2 min). The sample was allowed
to air-dry at room temperature, overlaid with 1pl of a-cyano-
4-hydroxycinnamic) VITEK® MS-CHCA matrix and again allowed
to air-dry. Measurement was performed on a Vitek-MS™ with
SARAMIS MS-IVD v2 database (Anagnos Tee GMBH, bioMérieux),
in positive linear mode, with a mass range of 2-20kDa, using
Escherichia coli strain ATCC® 8739™ as a molecular mass standard.
The intensity of the 50-Hz nitrogen laser was under the control
of the acquisition software at the settings recommended by the
manufacturer. Two samples of the same strain were applied and
only hits within the spectra database with scores of 99.9% and a
single shot, without repetitions, were accepted. Results were cate-
gorized as “no read” if a bad acquisition (P201error) was obtained
in both samples and as “no identification” when the result of the
spectra corresponded to a P150 error (not in the database).

Results

The identifications provided for the 298 strains with the indi-
cated conventional method were as follows: 114 C. albicans, 95
Candida parapsilosis, 41 Candida tropicalis, 29 Candida glabrata,
6 Candida guilliermondii, 5 Candida krusei, 4 Candida lusitaniae,
3 Candida lipolytica, 1 Candida haemulonii. The Vitek MS™ system
identified correctly to the species level 279 isolates (93.62%); addi-
tionally, 10 isolates (3.36%) were misidentified, 8 isolates (2.69%)
were notidentifiedand 1 isolate (0.33%) gave a bad spectrum during
the acquisition (Table 2).

The Vitek-MS™ system identified 109/114 (95.6%) C. albicans,
with the remaining 5 isolates misidentified as Candida dublinien-
sis. All these 5 isolates were identified as C. albicans by API ID32C,
specific PCR and ITS sequencing.

In the “psilosis” group, the Vitek-MS™ gave an identifica-
tion for 89/95 (93.7%) isolates, with 88 of them (92.6%) correctly

identified as C. parapsilosis and one isolate misidentified as Candida
dattila. The remaining 6 (6.3%) unidentified isolates in this group
were identified by the conventional method as Candida metapsilo-
sis (n=4), Candida orthopsilosis (n=1) or C. parapsilosis (n=1). Both
C. metapsilosis and C. orthopsilosis are not included in the database
version used in this study.

Vitek-MS™ identified correctly 37/41 (90.2%) C. tropicalis; 2
(4.8%) C. tropicalis were misidentified as C. albicans and Geotrichum
fermentans, respectively, another one (2.4%) had no identification
and a fourth one (2.4%) gave no read. On CHROMagar Candida
plates, 31 (75.6%) strains of C. tropicalis presented colonies with a
characteristic blue color at 24 h, the remaining 8 (19.5%) presented
a cream color at 24 h and blue color at 48 h, and 2 (4.9%) presented
violet colored colonies at both 24 and 48 h. That is in agreement
with previously published reports.21822

For C. glabrata 28|29 (96.5%) isolates were correctly identified,
while 1 (3.5%) isolate was not identified. All C. guilliermondii (n=6),
C. krusei (n=5) and C. lipolytica (n=3) were correctly identified by
Vitek MS™. Two of four isolates in the C. lusitaniae group were
correctly identified by Vitek MS™  while the other 2 (50%) were
misidentified as C. tropicalis and Cryptococcus humicola. The only
strain of C. haemulonii was correctly identified by Vitek-MS™ but
repeatedly misidentified by API-ID32C as C. sake (Table 2).

The Kappa coefficient (k) between the conventional identifica-
tion techniques and the MALDI-TOF-MS system was 0.855, which
according to the assessment of this index by the Landis and Koch
scale, indicates a very good concordance. If we perform this Kappa
coefficient (k) by comparing each of the two methods with the
reference method, VitekM still has a good index (0.91), whereas
conventional methods reach almost 1 (0.97).

The sensitivity and specificity of the Vitek-MS™ system reached
82% (IC 95%: 70-90.6%) and 97.2% (IC95%: 94.5-98.8%), respec-
tively, with a positive and negative predictive values of 86.2%
(1C95%: 74.60-93.9%) and 96.1% (IC 95%: 93.2-98.1%) respectively.
On the other hand, API system sensitivity, specificity, positive pre-
dictive value, and negative predictive value were 100% (IC 95%:
92.9-100%), 98% (IC 95%: 95.6-99.2%), 89.3% (IC 95%: 78.1-96%),
and 100% (1C95%: 98.7-100%), respectively. The prevalence of can-
didemia in our hospital during those years reached only 2%, so there
is no influence in those values.

Discussion

The identification methods in the clinical laboratory should be
reliable and fast. The faster diagnosis of MALDI-TOF compared to
API method makes the former a good alternative (Kappa coeffi-
cient (k)=0.855), being able to advance the diagnosis 24 or 48 h.
Our results show an excellent agreement between the conventional
identification techniques and the MALDI-TOF-MS system. When
comparing the 189 isolates evaluated with these two methods,
there was an agreement in the identification of 170 (89.9%) iso-
lates. The API system methodology correctly identified 183 (96.8%)
strains while in 6 (3.2%) cases there was no identification to the
species level. On the other hand, Vitek MS™ correctly identified
170 (89.9%) strains and did not identify the organism to species
level in 19 (10.1%) cases. Our results are within the ranges reported
in the literature, perhaps somewhat lower. In our study the number
of C. albicans isolates is lower than that of other species of the genus,
and no new tests were carried out in spectral failed acquisitions.

In conclusion, the Vitek-MS™ system provides an
acceptable and rapid identification at the species level in most
Candida species evaluated, showing similar results to other
reported studies (Table 1). This is supported by the good data
of sensitivity (82%) and specificity (97.2%) obtained. It is a good
alternative to conventional methods for the identification of the
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most frequently isolated yeast species. All these characteristics
suggest that the Vitek-MS™ system will have a big impact in
patient care and laboratory effectiveness.” Nevertheless, more
studies with a larger number of less frequently isolated Candida
species, such as C. lusitaniae, need to be done. Additional studies
are also necessary to avoid some cases of misidentification of C.
albicans as C. dubliniensis. The errors in the identification between
these two phylogenetically closely related yeasts have already
been reported in the literature, both with Vitek-MS™ and with
BioTyper,®2? and it would be necessary to propose new mass peaks
for the differentiation of their spectra.

Finally, the database of the Vitek-MS™ should include both
C. metapsilosis and C. orthopsilosis as they are currently relevant
species, not only from the epidemiological point of view, but
because of their antifungal resistance profiles.>”'? In this regard,
other systems such as BioTyper or Saramis (AnagnosTec, Pots-
dam, Germany and Shimadzu, Duisburg, Germany) have already
included these species in their databases.!52!
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