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Resumen

Introduccion: Las enfermedades producidas por micobacterias son
de gran importancia clinica y epidemiologica presentando el complejo
Mycobacterium tuberculosis (MTBc) una morbi-mortalidad mayor que
la producida por micobacterias no tuberculosas (MNTB). La identifica-
cion tradicional estd basada en sus caracteristicas fenotipicas mediante
procesos laboriosos e incapaces en algunos casos de distinguir entre
especies. Actualmente, la mayoria de las técnicas utilizadas se basan
en métodos moleculares que tienen alta veracidad, pero son complejas
y de alto costo. La espectrometria de masas con desorcion/ionizacion
laser asistida por una matriz asociada a tiempo de vuelo (MALDI-TOF
MS) se basa en la comparacion del espectro proteico producido con
respecto al de una base de datos de referencia. Objetivo.: Evaluar el
rendimiento de MALDI-TOF MS en la identificacion de micobacterias
comparado con métodos moleculares: Material y Métodos: Se anali-
zaron 28 aislados de nueve especies distintas mediante MALDI-TOF
MS. Resultados: Se identifico correctamente 78,5% de las aislados
(22/28), concordante en 100% (9/9) de MNTB de crecimiento rapido,
60% (9/15) en las MNTB de crecimiento lento y 100% (4/4) de MTBc.
Todas las especies no identificadas (6/6) pertenecen al complejo M.
avium/intracellulare. Conclusion: MALDI-TOD MS es una metodo-
logia rapida, facil y de bajo costo, con adecuada veracidad respecto
a los métodos moleculares.
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Abstract

Background: Mycobacterial diseases are very important both cli-
nically and epidemiologically. Mycobacterium tuberculosis complex
(MTBc) infections confer higher morbidity and mortality rate than
non-tuberculous mycobacteria (NTM) infections. Traditional species
identification techniques are based on phenotypic characteristics which
take a long time by laborious processes and in occasions are no conclu-
sive. Currently, most used techniques are based on molecular methods,
which are accurate but are expensive and complex. Matrix Assisted
Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) is a simple, cheap and fast identification method
based on comparing protein spectra with a reference database. Aim: To
assess the performance of MALDI-TOF MS in the identification of
MTBc and NTM, compared with molecular methods. Methods: For
that purpose, 28 isolates of 9 different species were analyzed through
MALDI-TOF MS. Results: 78.5% (22/28) of isolates were correctly
identified, 100% (9/9) of rapidly growers NTM, 60% (9/15) of slow
growing NTM and 100% (4/4) of MTBc. Every unidentified isolate
(6/6) corresponded to M. avium/intracellulare complex. Conclusion:
MALDI-TOF MS is fast, simple and cheaper than molecular methods
and also has adequate accuracy.

Keywords: Mycobacteria; mass spectrometry; bacterial identifica-
tion; MALDI-TOF MS.
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Introduccion

que causan un amplio espectro de enfermedades,

tanto pulmonares como extra-pulmonares'?. El
complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBc) corres-
ponde a patégenos con una mayor morbi-mortalidad?.
Las micobacterias no tuberculosas (MNT) ambientales,
generalmente actllan como oportunistas en pacientes
inmunocomprometidos, provocando gran variedad de
entidades clinicas como afecciones cutdneas, ganglionares
y pulmonares cuya incidencia global ha incrementado*?.
Sin embargo, existen MNT ambientales no relacionadas
con enfermedades en humanos y que frecuentemente
son contaminantes de muestra clinicas, por lo que es
imperativo un método diagndstico en la identificacion de
especies para conferir una significancia clinica a un aisla-
do micobacteriano y, por lo tanto, otorgar un tratamiento
y pronostico adecuados.

La identificacion tradicional de las micobacterias esta
basada en sus caracteristicas bioquimicas y fenotipicas
mediante procesos lentos, laboriosos, e incapaces en
algunos casos, de distinguir entre especies. Actualmente,
la mayoria de las técnicas usadas en la identificacion de
micobacterias estan basadas en métodos moleculares
(considerados como el estandar de oro) que tienen una
gran veracidad, pero son de alto costo y generalmente
estan confinados a laboratorios de referencia.

La espectrometria de masas basada en Matrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF)
es una espectrometria de ionizacion suave que se basa en
la comparacion del espectro proteico producido por una
muestra en particular, respecto al de una base de datos
de referencia® (Figura 1). MALDI-TOF ha sido utilizado
en la identificacion de bacterias y levaduras y se ha
caracterizado por ser un método barato, rapido y simple
que puede ser ademas ser implementado en laboratorios
de microbiologia general™'!.

l as micobacterias son un grupo de microorganismos

Objetivo

Evaluar el rendimiento de MALDI-TOF en la iden-
tificacion de MTB y MNTB comparado con métodos
moleculares.

Materiales y Métodos

Aislados estudiados

Se analizaron 28 aislados de 9 especies distintas (24
MNTB y 4 MTBc), complejo M. tuberculosis (n: 4),
Complejo M. avium/intracellulare (n: 11), complejo
M. abscessus/chelonae (n: 4), M. fortuitum (n: 2), M.
gordonae (n: 2), M. mucogenicum (n: 2), M. neoaurum
(n: 1), M. kansasii (n: 1) y M. terrae (n: 1). La identifi-
cacion fue confirmada mediante hibridacion reversa con
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sondas en tira por el Instituto de Salud Publica de Chile
(19 aislados) y por el Colegio de Patélogos Americanos
(CAP) (9 aislados).

Extraccion de proteinas

Los aislados fueron obtenidos a partir de muestras clini-
cas o procedentes de control de calidad externo por parte del
CAPy cultivadas en medio liquido (Mycobacteria Growth
Indicator Tube MGIT, Becton Dickinson and Company,
Sparks, MD, USA) o s6lido (medio Lowenstein- Jensen,
Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, USA) a
37°C. Las muestras fueron procesadas hasta su inactiva-
cion, en un laboratorio de nivel de bioseguridad 2, que
cuenta con un gabinete de bioseguridad clase 2B (con
salida al exterior), con todo el equipamiento al interior
del laboratorio, con exclusa de acceso. En el caso de los
cultivos liquidos, con tiempo maximo de 48 horas des-
pués de que el equipo automatizado (BD Bactec MGIT,
Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, USA) los
clasificara como positivos, fue extraido 1,5 ml desde el
fondo del tubo, volumen que se centrifugd a 14.000 x g
por 2 min, reservandose el pellet resultante. Por otra parte,
en los cultivos solidos se trabajo directamente con una
asada de 1 pL de colonia. La masa bacteriana obtenida
tanto de cultivos liquidos como sélidos fue suspendida en
300 pl de agua grado cromatografia (Merck, Darmstadt,
Germany) en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml y
calentada a 100°C durante 30 min en termo-bloque con el
fin de inactivar a los microorganismos'?. Posteriormente,
se agregd 900 pl de etanol grado cromatografia al 100%
(v/v) y se adicionaron entre 20 a 40 mg de esferas de
zirconia/silica 0,5 mm (BioSpec Products Inc., OK, USA).
Los tubos fueron agitados por 1 min en agitador mecanico,
traspasandose el contenido por decantacion a otro tubo
de microcentrifuga evitando transferir las esferas. Inme-
diatamente, los tubos fueron centrifugados a 14.000 x g
por 2 min y se elimino el sobrenadante. Se centrifugaron
nuevamente para eliminar todo el resto del liquido y
se dejaron secar a temperatura ambiente al interior del
gabinete de bioseguridad por 15 min. Posteriormente, el
proceso de extraccion de proteinas se realizd con reactivos
preparados en el laboratorio. Dependiendo del tamafio,
el pellet fue disuelto entre 10 y 30 pl de acido formico
al 70% (v/v) (Merck, Darmstadt, Germany) mediante un
agitador mecanico por 20 segundos. Finalmente, se agrego
el mismo volumen de acetonitrilo al 100% (v/v) (Merck,
Darmstadt, Germany) homogenizandose mediante una
corta agitacion.

Adgquisicion y procesamiento del espectro
MALDI-TOF

Los extractos proteicos fueron centrifugados a 14.000
X g por 2 min y el sobrenadante resultante fue cargado
1 pl por duplicado sobre una placa de incidencia del laser
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Figura 1. Resumen del pro-
ceso analitico para la identi-
ficacion de micobacterias por
MALDI-TOF MS.
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Tabla 1. Resumen de resultados

Clasificacion

MNTB

Especie o complejo

Identificacion

Crecimiento rapido Complejo M. abscessus/chelonae  4/4 (100%)  9/9 (100%)
Complejo M. fortuitum 2/2 (100%)
M. mucogenicum 2/2 (100%)
M. neoaurum 1/1 (100%)
Crecimiento lento Complejo M. avium/intracellulare ~ 5/11 (45%)  9/15 (60%)
M. gordonae 2/2 (100%)
M. kanssasii 1/1 (100%)
Complejo M. terrae 1/1 (100%)
MTB Complejo M. tuberculosis 4/4 (100%)

Identificacion global 22/28 78,5%.
MNTB: Mycobacterium no tuberculosis. MTB: Mycobacterium tuberculosis.

254 www.revinf.cl

compuesta de acero inoxidable (Microflex LT/SH ben-
chtop (Bruker Daltonik, Bremen, Germany), dejandose
secar a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregd
sobre cada extracto 1 pl de matriz ionizante, compuesta
de acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) (Bruker
Daltonik, Bremen, Germany). La adquisicion del espectro
fue hecha con un espectrometro de masas Microflex LT/
SH benchtop (Bruker Daltonik, Bremen, Germany), me-
diante un laser incidente de nitrogeno de 60 Hz, utilizando
un rango de lectura de relacion masa/carga (m/z) entre
2,000 y 20,000 Da, con calibracion previa mediante un
estandar bacteriano (BTS) (Bruker Daltonic, Bremen,

Germany). El espectro resultante fue analizado con el
programa Biotyper 3 version 3.1, utilizando la biblioteca
para micobacterias (Mycobacteria library 4.0). Para una
identificacion a nivel de género y especie se considerd un
score de correlacion > 1,8'314,

Resultados

Utilizando el método de MALDI-TOF, se identifico
correctamente a nivel de especie 78,5% de las aislados
(22/28) (Tabla 1). La identificacion fue concordante en
100% (9/9) de las especies de MNTB de crecimiento ra-
pido (complejo M. abscessus/chelonae (4/4), M. fortuitum
(2/2), M. mucogenicum (2/2) y M. neoaurum (1/1)). En
las especies de MNTB de crecimiento lento se obtuvo
una identificacion correcta en 60% de los aislados (9/15)
(complejo M. avium/intracellulare (5/11), M. gordonae
(2/2), M. kansasii (1/1) y complejo M. terrae (1/1)). En
el caso de MTBc, se identifico correctamente a 100%
de los aislados (4/4). Las seis especies que no pudieron
ser identificadas correspondieron al complejo M. avium/
intracellulare. En los seis casos el score fue < 1,4, por
lo que no correspondieron a identificaciones erroneas.

De las identificaciones a partir de cultivo sélido (n: 5),
en 100% (5/5) se obtuvo un score > 1,8 y todas correspon-
dieron a micobacterias de crecimiento rapido. En el caso
de los cultivos liquidos se pudo identificar 74% (17/23)
de las aislados (Tabla 2).
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Tabla 2. Resultados individuales de aislados de micobacterias analizadas por MALDI-TOF MS
Identificacion molecular Identificacion MALDI-TOF Score Nivel de identificacion Tipo de cultivo
1 Complejo M. chelonae/absessus M. chelonae 2.011 Especie Sélido
2 Complejo M. fortuitum M. fortuitum 2.213 Especie Liquido
3 Complejo M. chelonae/absessus M. abscessus 1.947 Especie Sélido
4 Complejo M. tuberculosis Complejo M. tuberculosis 2.126 Especie Liquido
5 M. gordonae M. gordonae 2.153 Especie Liquido
6 M. kansassii M. kansassii 1.963 Especie Liquido
7 M. neoaurum M. neoaurum 1.885 Especie Sélido
8 Complejo M. tuberculosis Complejo M. tuberculosis 2.289 Especie Liquido
9 Complejo M. tuberculosis Complejo M. tuberculosis 2.006 Especie Liquido
10 M. chelonae M. chelonae 2.126 Especie Sélido
1 Complejo M. terrae Complejo M. terrae 2.282 Especie Liquido
12 M. intracellulare Grupo M. chimaeral/intracellulare 1.852 Especie Liquido
13 Complejo M. fortuitum M. fortuitum 2.265 Especie Liquido
14 Complejo M. tuberculosis Complejo M. tuberculosis 2.189 Especie Liquido
15 M. avium No identifica - - Liquido
16 M. gordonae M. gordonae 1.996 Especie Liquido
17 M. avium M. avium 1.956 Especie Liquido
18 M. intracellulare Grupo M. chimaeralintracellulare 2.036 Especie Liquido
19 M. intracellulare Grupo M. chimaeral/intracellulare 1.841 Especie Liquido
20 M. avium No identifica - - Liquido
21 M. abscessus M. abscessus 2.144 Especie Liquido
22 M. mucogenicum M. mucogenicum 2.121 Especie Sélido
23 M. avium M. avium 1.861 Especie Liquido
24 M. intracellulare No identifica - - Liquido
25 M. mucogenicum M. mucogenicum 2.015 Especie Liquido
26 M. avium No identifica - - Liquido
27 M. intracellulare No identifica - - Liquido
28 M. intracellulare No identifica - - Liquido
Discusion riesgo bioldgico que otros métodos que utilizan muchos

La diferenciacion de especies micobacterianas estre-
chamente relacionadas es un desafio comun. El uso de
MALDI-TOF MS en laboratorios de microbiologia clinica
ha representado un gran avance en la identificacion de
bacterias y levaduras debido a que es un método rapido
(aproximadamente 1 a2 h en comparacion con semanas de
identificacion fenotipica), exacto y simple!'>'¢, que puede
ser implementado en laboratorios de microbiologia gene-
ral; ademas, el costo de la identificacion de MALDI-TOF
MS es significativamente menor en comparacién con otros
métodos, incluidos la secuenciacion gendmica o técnicas
bioquimicas y genera menos desperdicios asimilables o de
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materiales desechables!”.

En nuestro estudio, MALDI-TOF MS permitié una
identificacion correcta en 100% de las especies de
micobacterias estudiadas, con excepcion de M. avium/
intracellulare donde la tasa de éxito fue de 45% anivel de
especie, sin resultados discordantes. El menor rendimiento
de la metodologia para la identificacion de M. avium/in-
tracellulare se podria explicar debido a que existen puntos
criticos que afectan la calidad del espectro obtenido y, en
consecuencia la identificacion, como es la inactivacion
previa de los microorganismos con alta probabilidad de
desnaturalizacion proteica, la baja biomasa obtenida para
el analisis y la probable interferencia por proteinas proce-
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dentes de los medios de cultivo en muestras obtenidas de
medios liquidos, asi como la falta de actualizacion de la
base datos de comparacion. Estas razones, en conjunto,
son aspectos que han sido considerados en el momento
de establecer el puntaje de corte para asignar género y
especie a las muestras analizadas que, a diferencia de la
bacteriologia general donde se recomienda un corte de
2 para una identificacion nivel de especie, en el caso de
micobacterias sea de 1,8'%. En cuanto a limitaciones de
este estudio, destaca que no hay evaluacion de todas las
especies de micobacterias y que las determinaciones no
fueron realizadas en duplicado, lo que debe considerarse
en el futuro; ademas no se repitieron las determinaciones
con score < 1,8 dado que no se disponia de un segundo
tubo de cultivo liquido positivo. Sin embargo, es necesario
considerar que existen especies de MNTB estrechamente
relacionados que historicamente se sabe poseen un espec-
tro proteico cercano al limite de resolucion de MALDI-
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