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RESUMEN

Introduccion. La identificacion rapida de patogenos es
esencial para el diagnostico de las infecciones gastrointesti-
nales. La espectrometria de masas matrix-assisted laser des-
orptionfionization time of flight (MALDI-TOF) ha demostrado
ser eficaz y rapida en la identificacion de microorganismos. El
objetivo de este estudio fue evaluar la correlacion entre Vitek-
MS™ v los métodos convencionales para la identificacion de
bacterias causantes de infeccion gastrointestinal.

Material y métodos. Se han identificado un total de 329
patogenos gastrointestinales empleando, simultaneamente,
Vitek-MS™ (v2 SARAMIS MS-ID, BioMérieux, Marcy-I'Etoile,
Francia) y métodos diagnosticos convencionales. En los casos
de discrepancia se realizo secuenciacion del gen 16SrRNA.

Resultados. La correlacion entre Vitek-MS™ y los méto-
dos diagndsticos convencionales fue del 100% excepto para
Yersinia enterocolitica (94,1%), Helicobacter pylori (10%) y Ae-
romonas veronii (0%).

Conclusiones. Vitek-MS™ es un método rapido y util en
la identificacion de bacterias enteropatogenas. Es necesario
mejorar las prestaciones del sistema para H. pyloriy A. veronii.
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Correlation between MALDI-TOF Vitek-MS™
system and conventional identification methods
of gastrointestinal infection causing bacteria

ABSTRACT

Introduction. Rapid identification of pathogens is es-
sential for the diagnosis of gastrointestinal infections. Ma-
trix-assisted laser desorptionfionization time of flight (MAL-
DI-TOF) mass spectrometry has shown to be effective and fast
for the identification of microorganisms. The objective of this
study was to evaluate the correlation between Vitek-MS™ and
conventional methods for bacterial identification causing gas-
trointestinal infection.

Material and methods. A total of 329 gastrointestinal
pathogens were identified using Vitek-MS™ (v2 SARAMIS MS
-ID, bioMérieux, l\/Iarcy-I'EtoiIe, France) and routine diagnos-
tic methods simultaneously. In cases of discrepancy 16SrRNA
gene sequencing was performed.

Results. The correlation between Vitek-MS™ and diagnostic
methods was 100% except for Yersinia enterocolitica (94.1%),
Helicobacter pylori (10%) and Aeromonas veronii (O %).

Conclusions. Vitek-MS™is a quick and useful method for
identification of enterophatogenic bacteria. It is necessary to
improve the performance of the system for the identification
of H. pyloriand A. veronii.
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INTRODUCCION

La identificacion rapida y certera de patogenos gastroin-
testinales en el laboratorio clinico es esencial para el diagnos-
tico y tratamiento correctos de las infecciones causadas por
estos agentes’. Incluso cuando se estudian meticulosamente,
en casi la mitad de los casos de diarrea el agente patogeno no
puede ser identificado con métodos convencionales tales como
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el cultivo, el inmunoensayo enzimatico o la microscopia® En la
actualidad disponemos de métodos rapidos para la deteccion
de los virus enteropatogenos, mientras que para la identifi-
cacion bacteriana los métodos convencionales son mas lentos,
algo que resulta contraproducente para el manejo de este ti-
po de enfermedades agudas. MALDI-TOF (matrix-assisted laser
desorption ionization-time of flight mass spectrometry) es un
sistema por el cual al incidir un rayo laser sobre un microorga-
nismo, embebido en una matriz, se consigue ionizar una serie
de proteinas del mismo, que tras ser sometidas a un campo
eléctrico, migran por un tubo de vacio hasta un detector. Se-
gun la masa de cada proteina, calculada por el tiempo de vuelo
(time of flight) por el tubo de vacio, se genera un espectro que
se enfrenta a una base de datos permitiendo identificar la bac-
teria a estudio. La espectrometria de masas ha sido presentada
como un método rapido v fiable para la identificacion de bac-
terias y hongos®*. Sin embargo, la precision analitica varia en
funcion de las especies aisladas y los diferentes espectrémetros
de masas, y se ha sugerido que las identificaciones erroneas de
algunas cepas se relacionan principalmente con las bases de
datos o con limitaciones de la propia técnica®. En este senti-
do, hasta el momento son pocos los datos publicados sobre su
rendimiento en el estudio de bacterias enteropatdgenas®, en
particular los referidos al sistema MALDI-TOF Vitek-MS™ (v2
SARAMIS MS-ID, BioMérieux, Francia).

El objetivo de este estudio fue evaluar la correlacion en-
tre el sistema Vitek-MS™ y los métodos convencionales en la
identificacion de bacterias enteropatdgenas.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se ha realizado en el laboratorio de microbiolo-
gia del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla de Santan-
der. Se han incluido un total de 329 patdgenos gastrointesti-
nales obtenidos tanto del cepario del servicio de microbiologia
como de la rutina diaria en el afio de duracion del estudio: 110
Campylobacter jejuni, 81 Salmonella enterica, 58 Yersinia en-
terocolitica, 39 Aeromonas hydrophila, 20 Helicobacter pylori,
12 Campylobacter coli, 7 Aeromonas sobria y 2 Aeromonas
veronii. Se ha llevado a cabo la identificacion empleando, si-
multdaneamente, Vitek-MS™ y métodos diagndsticos conven-
cionales.

Identificacion convencional. Para la identificacion de Y.
enterocolitica, S. enterica y Aeromonas spp. se emplearon los
sistemas Microscan Walkaway-96 (Dade Behring, West Sacra-
mento, USA), con paneles combo NC53 (Método 3), y Vitek2
(bioMérieux, Marcy—I'Etoile, Francia) usando tarjetas N243
(Método 2). En el caso de C. jejuniy C. coli se llevd a cabo la
identificacion considerando el crecimiento en medio selec-
tivo para Campylobacter (Oxoid, Wesel, Germany), la tincion
de Gram, la prueba de oxidasa y la hidrdlisis de hipurato sien-
do ésta ultima la que diferencio C. jejuni de Campylobac-
ter spp. Para H. pylori, se empled el cultivo en medios selectivos
para Helicobacter (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany), la
hidrolisis de urea, la prueba de oxidasa vy la tincion de Gram.

Identificacion genotipica. Las discrepancias resultantes
entre la identificacion convencional y la obtenida por el siste-
ma Vitek-MS™ se resolvio mediante la realizacion de una PCR
multiplex, en el caso de Campylobacter spp.’, o por secuencia-
cion del gen 16S rRNA en los demads casos. Ademas, se secuen-
cio el gen que codifica la subunidad beta de la RNA polimerasa
(rpoB) como método adicional en la identificacion genotipica
de Aeromonas spp®. El producto de PCR se purificd con el kit
comercial NucleoSpin®Gel and PCR Clean-Up (Macherey-Na-
gel, Duren, Alemania)y se secuencié con el secuenciador ABI
PRISM™ 377 (Applied Biosystems). Las secuencias de los aisla-
mientos fueron comparadas con las depositadas en la base de
datos GenBank usando el programa BLAST.

Identificacion mediante espectrometria de masas. Los
aislados se subcultivaron en agar sangre y se incubaron duran-
te 24 horas a 37°C. Las bacterias fueron depositadas en los po-
cillos correspondientes del portaobjetos con un asa estéril de
Tul. Posteriormente se afiadid 1ul de la solucion matriz (VITEK
MS-CHCA: mezcla de 3,10 gr de acido 2.5-dihidroxi benzoico
disuelto en 100 ml de agua-etanol-acetonitrilo en proporcion
1/1/1) a cada pocillo y se dejo secar a temperatura ambiente.
Los espectros de masas fueron generados con el sistema Axima
Assurance (Shimadzu Corporation), usando el programa Shi-
madzu Launchpad software y la aplicacion de la base de datos
SARAMIS MS-ID v3.0 (AnagnosTee GmbH) para la medicion
automatica e identificacion (Método 1). Cada aislado se anali-
z6 por duplicado y unicamente fueron aceptadas como vélidas
puntaciones del 99,9%.

RESULTADOS

La correlacion entre los resultados obtenidos con el Vitek-
MS™ vy la identificacion convencional fue del 100% en el caso
de C jejuniy C. coli. Para S. enterica'y A. hydrophila se obtuvo
una correlacion del 100% entre el Vitek-MS™ y el sistema Mi-
croscan Walkaway y Vitek2, aunque con distintos porcentajes
de identificacion media (99,99% y 99,99%; 99% y 92,46%;
97,39% vy 98,08% respectivamente (tabla1). Se encontraron
discrepancias en el estudio de Y. enterocolitica con un 94,10%
de concordancia entre Vitek-MS™ vy el sistema de Microscan
Walkaway, obteniéndose en este ultimo tres muestras con bajo
porcentaje de identificacion, mientras que la concordancia del
primero con Vitek2 resultd del 100% y con un porcentaje de
identificacion media del 97,00%, algo mayor que con Micros-
can Walkaway (96,93%). El sistema Vitek-MS™ Unicamente
identifico 2 cepas de H. pylori, y para las 18 cepas restantes
el sistema mostro: 3 identificaciones erroneas, con el 99,9% de
puntuacion para Bifidobacterium spp., Raoultella planticola 'y
Aeromonas hydrophila/caviae; 3 identificados como microor-
ganismos distintos al Helicobacter (Comamonas testosteroni,
Lactobacillus delmeckii, Mycoplasma hominis), con baja pun-
tuacion; en los 12 casos restantes el sistema asignd un error
P150, referido a la ausencia del espectro en la base de datos
(en este caso el fabricante recomienda repetir la adquisicion,
se repitid vy el resultado fue el mismo). Por ultimo, Vitek-MS™
tampoco identificd ninguna de las dos cepas de A. veronii,
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Tabla 1 Correlaccion entre los resultados obtenidos por Vitek-MS™ y métodos de identificacion
convencionales.
Vitek-MS™ 9% de Vitek2 9 de Correlacion (%)  Microscan 9 de Correlacion
Método 1 identificacion Método 2 identificacion Método 1 Método 3 identificacion Método 1
n media n media + Método 2 n media + Método 3
Método 1 Método 2 Método 3
Campylobacter jejuni 110 99,99 110° 100
Campylobacter coli 12 99,99 12¢ 100
Grupo Salmonella 81 99,99 4 97,39 100 40 99 100%
Yersinia enterocolitica 58 99,99 7 100 51 96,93 94,19% (42)
Aeromonas hydrophila 39 99,99 23 98,08 100 16 92,46 100%
Aeromonas sobria 7 99,99 7 96,42 100
Aeromonas veronii 2 0° 2 0
Helicobacter pylori 20 99,99 (5) 20° 10(2)

Entre paréntesis el numero de identificaciones que han coincidido entre los diferentes métodos.

NV: no valorable

Vitek-MS™ no identifico ninguna de las dos cepas de A. veronii, confundiéndolas con A. hydrophila, con porcentajes de identificacion del 99,99% en ambos casos.
*Vitek2 no identifico adecuadamente estas dos cepas: no se obtuvo identificacion en un caso y en el otro hubo una identificacion erronea como A. sobria (97% en porcen-

taje de identificacion).
‘Multiplex PCR
“Secuenciacion.

confundiéndolas con A. hydrophila, con porcentajes de identi-
ficacion del 99,99% en ambos casos. Vitek2 tampoco identifico
adecuadamente estas dos cepas: no se obtuvo identificacion
en un caso y en el otro hubo una identificacion erronea como
A. sobria (97% en porcentaje de identificacion).

DISCUSION

Un elevado porcentaje de cuadros de gastroenteritis agu-
da quedan sin diagnosticar. Del 60% de casos diagnosticados el
80% son de causa infecciosa y de éstos se calcula que un 15%
son de origen bacteriano. A pesar de que un gran numero de
cuadros clinicos se resuelven con medidas de soporte sin necesi-
dad de administrar tratamiento antibidtico, el conocimiento del
agente causal es de gran importancia cuando la evolucion cli-
nica del proceso o los factores de riesgo del paciente indican la
necesidad de instaurar tratamiento antibidtico debido a la etio-
logia bacteriana y también por cuestiones epidemioldgicas. Sal-
monella spp. y Campylobacter spp. son los géneros bacterianos
que con mas frecuencia causan gastroenteritis bacteriana. En
este estudio se han demostrado los buenos resultados obtenidos
con Vitek-MS™ con un 100% de identificacion de ambos géne-
ros. Los mismos porcentajes de identificacion se han obtenido
para Y. enterocolitica'y aunque en el caso del género Aeromonas
spp. se han producido errores en la discriminacion de especie en
A. veronii, éstas fueron incluidas dentro de su género y por lo
tanto identificadas como patogeno intestinal.

Microscan Walkaway comporta dificultad en la identifi-
cacion de algunas cepas de Y. enterocolitica tal como ya se
apunta en la bibliografia®.

Este estudio muestra que Vitek-MS™ es una herramien-
ta util para una identificacion rapida y precisa de bacterias
gastrointestinales patogenas y podria, por tanto, reemplazar
a los métodos tradicionales al permitir identificar estos mi-
croorganismos en cuestion de minutos tras su crecimiento en
los medios de cultivo y ademas, lo hace con gran fiabilidad.
Seria necesario ampliar este estudio con un mayor nimero
de aislamientos de H. pyloriy, en particular, de A. veroniiy
otras especies de Aeromonas. Estudios previos han indicado
la dificultad de la identificacion de Aeromonas spp. con MAL-
DI-TOF, incluso con otros equipos de otros fabricantes distin-
tos al Vitek-MS™°1" No obstante, la ampliacion en el analisis
de espectros es, con toda probabilidad, una de las mejoras a
implementar.
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