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RESUMEN:

Ladenominacion "MALDI" derivadelassiglasdelas palabrasen inglés Matrix-Assisted Laser Desor ption/l onization
(desorcién/ionizacion laser asistida por matriz) y " TOF" que alude al detector deiones que se acoplaal MALDI, que esdé tipo
detiempo devuelo (Time of Flight).

Setrata de una metodologia de ionizacién suave utilizada en espectrometria de masas que r epresenta una técnica analitica
instrumental de alta sensibilidad capaz deidentificar cuali y cuantitativamente cualquier tipo de mezclas de sustancias.

Esunatécnica muy utilizada en protedmica para la identificacién de microor ganismos mediante el método de la huella
peptidica. De maner a esquematica describiremos en la presente revision los aspectos relativos a su aplicacion en Microbiologia
Clinica

PALABRASCLAVE: MALDI, Microbiologia Clinica

SUMMARY:

Theterm "MALDI" isthe abbreviation of Matrix-Assisted Laser Desorption / onization and " TOF" which refersto theion
detector coupled to MALDI, which isbased on the time of flight of theions.

MALDI isa soft ionization method used in mass spectrometry analytical technique that represents a highly sensitive instrument
capable of qualitatively and quantitatively identifying any mixtures of substances.

It isatechniquewidely used in proteomicsfor theidentification of microorganisms by the method of the peptide fingerprint.
Schematically we describein thisreview the most relevant aspects of its application in Clinical Microbiology.

http://biomed.uninet.edu/2012/n1/march.html


file:///D|/BIOMED/LA-WEB/index.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/2012/n1/index.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/2012/n1/index.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/2012/n1/index.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/edreb.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/edreb.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/cc.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/cc.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/cc.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/normas.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/normas.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/authors.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/authors.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/2003/n2/editorial2.html
file:///D|/BIOMED/LA-WEB/2003/n2/editorial2.html
mailto:biomed@uninet.edu
mailto:biomed@uninet.edu
mailto:gmr810 @ hotmail.com

Electron J Biomed 2012;1:61. March y col. ..MALDI-TOF EN LA IDENTIFICACION CLINICA DE AGENTES INFECCIOSOS.

KEYWORDS: MALDI, Clinical Micraobiology

INTRODUCCION

MALDI-TOF esuna metodologia de ionizacion suave utilizada en espectr ometria de masas que representa una técnica analitica
instrumental de alta sensibilidad capaz deidentificar cuali- y cuantitativamente cualquier tipo de mezclas de sustancias.
Asimismo, esta técnica también permite determinar la masa molecular de un compuesto, y la delos diver sos fragmentos que
resultan delaroturadel mismo, proporcionando una informacién muy valiosa sobre la estructura de la molécula.

Ladenominacion "MALDI" deriva delassiglasdelas palabras en inglés Matrix-Assisted Laser Desor ption/l onization
(desorcién/ionizacion laser asistida por matriz) y " TOF" alude al detector deiones que se acoplaal MALDI, que esdel tipo de
tiempo de vuelo (Time of Flight).

Su desarrollo seremonta a finales de la década de los 80, cuando se observé que utilizando una fuente de laser ultravioletay
embebiendo la muestra en una matriz formada por moléculas ar omaticas se conseguia una ionizacién blanda, propor cionando la
fragmentacion adecuada para la identificacion de moléculas 1&biles como proteinas, péptidos, azlicaresy oligonucledtidos!2,

El MALDI-TOF es una técnica muy utilizada en protedmica para la identificacion de microor ganismos mediante el método dela
huella peptidica3-6. En este método, las proteinas desconocidas en estudio son hidrolizadas en pequefios péptidos cuyas masas
absolutas se deter minan mediante un espectr 0metr o de masas. L a huella de tamafios de péptidos obtenida, que es Unica para
cada micr oor ganismo, es compar ada con las huellas de micr oor ganismos conocidos presentes en la base de datos de tal forma
gue la huella problema se puede asociar estadisticamente con la huella mas semejantey realizar asi la identificacion del

micr oor ganismo?:8,

L as proteinas que conforman la huella peptidica de cada micr oor ganismo son las ribosomales debido a que se comportan como
proteinas estructuralesy a que se mantienen una estructura altamente conservada a lo largo del tiempo. De manera
complementaria también seincluyen proteinas de membranay de origen intracelular 910,

De manera esquematica describiremos los siguientes apar tados r elativos a su aplicacion en Microbiologia Clinica.

INSTRUMENTACION1L

1. ESPECTROMETRO DE MASAS

L a espectrometria de masas, como se ha avanzado, es una técnica analitica que nos per mite identificar y cuantificar lamasa
molecular deioneslibres, lo querequieretrabajar en condiciones de alto vacio. L os espectr dmetr os de masas estan formados por
tres elementos basicos. En primer lugar la" fuente deiones', donde a partir dela muestra se forma un haz deiones en estado
gaseoso. En segundo término e " separador de masas' o " tubo de vuelo", que separa losiones formados en funcion de su
relacion " masa/carga’ (m/z) y en tercerainstancia el " detector" delosiones previamente separados.

Lainformacion final que nos proporciona esta técnica eslarelacion m/z delos distintosiones formadosy en qué cantidad
relativa estén presentes.

2. PRINCIPIO DE IONIZACION-MALDI

Para conseguir una ionizacion, la muestra previamente depositada sobr e la placa metalica que contiene los biopolimer os que
pretendemosidentificar, se pone en disolucién con una gran cantidad de una sustancia matriz que debe contener en su
estructura anillos aroméaticos. Después se evapor a el disolvente a temper atur a ambiente produciéndose la co-cristalizacion dela
muestray matriz detal forma que, las moléculas de la muestra quedan incor poradas dentro de la estructura delos cristalesde la
matriz. Esta etapa del procedimiento resulta esencial para conseguir una posterior desor cién/ionizacion eficiente.

A continuacion, la placa esintroducida en la camar a de alto vacio, donde la superficie cristalina de la muestra es expuesta a
disparosderadiacion laser delongitud de onda del UV, con lo que las moléculas or ganicas aroméaticas de la matriz absor ben una
gran cantidad de energia por excitacién de los electrones T (electrones de doblesy triples enlaces) produciéndose la sublimacion
del analitoy matriz depositado sobre la placa.

Ya en fase gaseosa, la estabilizacion de estas moléculas aromaticastiene lugar por adicion de protones que, en parte son captados
por los analitos de la muestra, que en nuestro caso son mayoritariamente las proteinas ribosomales de las bacterias, gener andose
fragmentos de proteinas con carga positiva.

Seguidamente, mediante un electrodo situado a unos pocos mm en frente de la placa seimpone un campo eléctrico que acelera
losiones formados desde las proximidades de la muestra hacia €l analizador de masas, donde como sabemos los iones formados
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se separaran en funcion de su relacion masa/car ga (m/z). Para que se produzca una ionizacion eficiente de la muestra los pulsos
del laser deben ser de energia entre 106 y 107 W/cm cuadrados, y de una duracion de 1 a 5 ns. Cada muestra se expone a 240
disparos.

3. ANALISISDE LASMASASDE LOSIONES CON EL ANALIZADOR DE TIEMPO DE VUELO

El analizador detiempo de vuelo es basicamente un tubo (de 1 a 4 metros) donde entran losiones generados por el laser
siguiendo unatrayectorialineal. En estas condicionestodos losiones que entran en el tubo tienen la misma energia cinética, que
podemos escribir como:

2

Ecinetica = %rmf =zell

m _ 2el 42

z PP

U=Campo Eléctrico (constante)

e=carga del electron (constante)
Z=cargadel i6n

L=Longitud del tubo (constante)

Donde larelacién m/z es proporcional al cuadrado del tiempo de vuelo, por tanto al ser menor larelacién m/z delosiones,
menor es el tiempo necesario pararecorrer e tubo delongitud L, esdecir, losiones de menor m/z " vuelan" mésréapido. En la
practica estos tiempos var ian desde unos pocos microsegundos a 100 microsegundos.

4. PODER DE RESOLUCION

Unaimportante cualidad del analizador de masas es el poder deresolucidn. Representa la capacidad del espectrdmetro para
distinguir entreiones de distinta masa/car ga proxima. Si m; esla m/z del pico que nosinter esa cuantificar, y m, la del pico més

préximo que podemos diferenciar de m4, matemaéticamente la resolucion se define como:

m m

R=e—=_ 1
Am  my-my

De este modo, un espectr émetro con un poder deresolucion de 20000 (que es el que tiene poseen los MAL DIsincorporadosala
red asistencial de diagnéstico) nos per mite diferenciar entre dos picos de masas de 200000 y 200010 Da, per o no entre picos méas
proximos.

En los analizador es de tiempo de vuelo |a resolucion se calcula con la misma férmula pero a partir de un solo pico considerando
que el incremento de m delos dos picos (m,-m;) esla anchura del pico alamitad delaaltura.

5.DETECTOR DE IONES

El detector deiones consiste basicamente en una superficie de materiales semiconductor es sobre la que impactan losiones
positivos (procedentes de los analitos) que salen separ ados del tubo analizador. Como consecuencia de cada impacto contra la
super ficie semiconductor a se emiten electrones, que por la geometria del detector, se proyectan contra otros puntos de la
superficie del detector provocando la emisién de un mayor nimer o de electrones secundarios (los electrones primarios son los
que resultan del impacto de losiones positivos, mientras que los electr ones secundarios son los que se generan por e impacto de
los electrones primarios). Por este motivo estos detector es se conocen con €l nombre de " Sistemas M ultiplicador es de Electrones
Secundarios'.

De esta forma se genera un " output de electrones’ o pulso de electrones, cuya carga (es decir nimer o de electrones) depende del
nimer o de iones con la misma masa que impactan en un mismo instante contra la superficie detectora.

Como losiones salen del tubo analizador separados en €l tiempo por orden creciente de su m/z para cada disparo laser
tendremos una serie de output de carga en funcion del tiempo quetarde en llegar al detector que, aplicando la formula
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m zeU e
z

=77z
L el tiempo setransforma en larelacion m/z de los distintos iones for mados.

Lacargadecada" output", que es proporcional al nUmero deiones que en un mismo instante impactan contra el detector, se
designa como "intensidad” . La representacion delaintensidad frente alarelacion m/z eslo que se conoce como espectro de
masas. Si z=1, como es habitual en laionizacién blanda delatécnica MALDI, en el espectro de masas serepresenta laintensidad
frente ala masa.

En el espectro de masas, €l pico de mayor intensidad recibe el nombrede" pico base", y el de mayor masa sellama " pico
molecular”, ya que suele representar la molécula sin fragmentar. Normalmente las intensidades se expresan en términos
relativos como por centaje del pico base, por €ello la escala deintensidades va de cero a 100. Dependiendo de como esté calibrado
el equipo, losvalores de las masas de los iones formados en la técnica Maldi 2000 a 20000 Da.

Debido a que con un dispar o obtenemos un espectro de masas, podemos asumir que con los 240 dispar osrealizados sobre la
misma muestr a se obtienen 240 espectr os. Para conseguir un Unico espectro, se representan todos los picos obtenidos en un solo
espectro de masas sumando las intensidades de |os picos idénticos.

6. ROTURA DE IONESINESTABLES 12

Un aspecto relevante es el que alude a la descomposicion deionesinestables. En este ambito las siglas PSD derivan del efecto

" Post Source Decay" , que consiste en la descomposicién deiones antes de que éstos lleguen al detector. A estosionesinestables se
les denominaiones metaestablesy su andlisis propor ciona una informacion Util sobrela estructura del ion original. La aparicion
de iones metaestables es un proceso inevitable que se debe a la elevada excitacion delamatriz por partedel laser y al voltajede
aceleracion aplicado. Se estima quedel 10 al 50% de los iones for mados se descomponen.

Como regla general, en la descomposicion de un ién metaestable se forman dos fragmentos, un fragmento car gado positivamente
y otro fragmento neutro, sin carga.

El tiempo en €l cual tienelugar la descomposicion determinala calidad de laionizacion de la muestra. Una temprana
descomposicidn, anterior alaentrada delosionesen el tubo, produce unosiones que se separan en funcion desu m/z, y en
consecuencia obtenemos sefiales que nos propor cionan infor macion Gtil para deducir la masa del ién inicial.

Por € contrario, si la descomposicion tiene lugar dentro del tubo de vacio, los fragmentos for mados adquier en diferentes
energiascinéticasy la secuencia con la que salen estos fragmentos del tubo no coincide con la secuencia de su m/z inicial. De esta
forma se obtienen sefiales que no aportan informacion y ademas se deteriora la relacion sefial-ruido del espectro.

Debido a esta descomposicion de losiones metaestables, se forman especies neutras que debemos evitar que impacten contra el
detector, ya que gener ar ian picos inter calados entr e los picos de los iones.

Paraello, ala salida de los tubos se ha incor porado un reflector que mediante los potenciales eléctricos adecuados, tiene la
funcién de cambiar la direccion delosiones positivos con lo que el detector esta ubicado en una posicion distinta de la salida del
tuboy recibe el nombre de detector reflector. Las masas neutras no se ven afectadas por los potenciales del reflector por lo que
siguen con su trayectorialineal, y s interesa pueden ser detectadas por otra superficie detectora denominada detector lineal,
ubicado a la salida del tubo.

7.VARIABLESANALITICAS

Entrelasvariables analiticas instrumentales cabe aludir a la energiay nimero de disparos del laser, los voltajes del detector y de
aceleracion asf como al tiempo de extraccion delosiones.

Por lo que hacereferencia a las variables analiticas experimental es cabe comentar diferentes aspectos de acuerdo con Giebel et
al13

L a concentracion 6ptima bacteriana para una correcta identificacion por MALDI-TOF esde 0,13mg/mL de matriz. Cuando la
concentracién es demasiado baja el instrumento esincapaz de detectar picosy si esmuy elevada se producen demasiados picos
dominantes, imposibilitando la identificacion en ambos casos, por 1o que la cantidad de muestra que se deposita en la placa
metdlica es crucial para laidentificacion por MALDI-TOF. Estos aspectos han sido también objetivados por Liu et al13.

No hay diferencias sustanciales entr e espectr os de masas obtenidos a partir del mismo microor ganismo cultivado en diferentes
medios de cultivo. Cabe apuntar como excepcién que en el caso de hongos filamentosos, |0s espectr os obtenidos de hongos que
han crecido en medios que promueven la formacién de conidias (agar malta, agar papa dextrosa), ofertan un espectro mucho
mejor que el deloshongos que han crecido en medios convencionales.

Con respecto al tiempo de crecimiento bacteriano, en general el nimer o de picos obtenidos se va incrementando durante las
primeras 28 horas de crecimiento del microorganismo. La intensidad de los picos varia segln el tiempo de crecimiento de los
microor ganismos.
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Existen diferentes matrices con difer entes aplicaciones analiticas. Entre ellas destacan:
. Acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) para analizar péptidos, proteinas, lipidosy oligosacaridos.
. Acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico (Acido sinapinico) para analizar péptidos, proteinasy glicoproteinas.
. Acido @ -cyano-4-hidroxicinamico (HCCA) para analizar péptidos, proteinas, lipidosy oligonucledtidos.

LamatrizHCCA esusada para la deteccion de picos de baja masa pudiendo llegar ala deteccion deionesde 10 kDa. La matriz
DHB también es (til para la deteccion de picos de baja masa. La matriz &cido sinapinico es usada para la deteccion de picos de
elevada masa.

Detodaslas matrices, laHCCA eslamas efectiva para proporcionar picos de alta calidad y espectrosreproducibles. Esla que
nosotros aplicamos en el laboratorio de Microbiologia Clinica.

Con respecto a la preparacion dela muestra, las muestras tratadas con lisozima presentan unos espectr 0s cCuyos picos mas
intensos tienen una mejor relacion sefial-ruido. El uso de surfactantes aumenta el rango de masas del espectro obtenidoy
aumenta la solubilidad de proteinas hidr of 6bicas?s.

Con € protocolo de extraccion que adoptamos en nuestro labor atorio se consigue aumentar la fiabilidad y reproducibilidad de
los espectros realizados. El metanol se utiliza para precipitar las proteinas. La funcién del acido férmico y acetonitrilo es evitar
que seformen cristalesa un pH >4.

8. UTILIDADESDEL PROGRAMA MALDI BIPOTYPER 2.011

A continuacion se detallan las diferentes utilidades del programa MALDYBIOTYPER 2.0.
. Importacion de archivos g ecutados con el espectrémetro de masas de Bruker.
. Visualizacion de los espectros.

. ldentificacién de espectr os desconocidos por compar acién con espectros de referencia de la base de datos para poder
realizar laidentificacion de los microor ganismos.

. Mangodelainformacion dela muestra: origen, condiciones de crecimiento y datos demogr aficos.
. Aplicacion de métodos de clustering y realizacién de dendogramas para €l agrupamiento de microor ganismos.

. Creacion de bases de datos propias para asi identificar microor ganismos con unas car acter isticas concr etas.
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El trabajo realizado por losdoctores March y Eiros es una excelentey actual revisién sobre el fundamento dela técnica MALDI -
TOF y su utilidad en laidentificacién de microor ganismos. Es una tecnologia que se estd empezando aintroducir en los
Laboratoriosde Microbiologia Clinicay puede realizar importantes aportaciones en el campo del diagndstico microbioldgicoy
de las enfermedades infecciosas.

Como comentan los autor es una de las apor taciones es la identificacion fiable de los micr oor ganismos, aspecto especialmente Util
en aquellos microor ganismos que no se identifican facilmente por los métodos convencionales. Otra aportacién importante esla
rapidez en laidentificacion, lo que posibilita instaurar un tratamiento adecuado de for ma precoz.

Por ultimo, destacar la posibilidad de aplicar métodos de clustering y dendogramas par a €l agrupamiento de microor ganismos.
Este aspecto esde gran relevancia en el campo de la epidemiologia y la caracterizacion eidentificacion de brotes.

Comentario delarevisora Silvia Albillos PhD. Jefe de Area de I nvestigacion del I nstituto de Biotecnologia de Ledn
(INBIOTEC). Lebn. Espafia.

Thismanuscript presents some interesting information about the basic routs of the spectrophotometric analytical technique of
MALDI/TOF. It explains the main components of this qualitative and quantitative methodology and relatesit to an interesting
application in Clinical Microbiology.

El manuscrito presenta informacion relevante y basica sobre los fundamentos de la técnica analitica de espectrofotometria de
masas con deteccion en tiempo de vuelo e inser cion de muestra mediante desor cion asistida por matriz (MALDI/TOF). Explica
los componentes esenciales de este método cualitativo y cuantitativo y lo relaciona con una de sus aplicaciones masinter esantes
en Microbiologia Clinica.
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