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METODES D’IDENTIFICACIO BACTERIANA AL LABORATORI DE MICROBIOLOGIA

1. INTRODUCCIO

Una de les tasques fonamentals del laboratori de microbiologia és I'aplicacié d’'una metodologia precisa
que permeta identificar els microorganismes implicats en processos clinics associats a infeccions o els que
tenen relacié amb I'ésser huma.

Amb I'objectiu d’identificar I'agent etiologic responsable del procés infeccids, i per tal de coneixer-ne les
implicacions patogéniques i patologiques, i I’evolucié clinica, aixi com aplicar una terapia antimicrobiana
eficag, un element fonamental en la practica de la microbiologia clinica és I'assignacié d’espécie a un aillat
microbia.

Rutinariament, el laboratori de microbiologia aplica tecniques fenotipiques que permeten aconseguir els
objectius exposats (figura 1). Aquests metodes estan consolidats als laboratoris de microbiologia i en la
practica rutinaria diaria mostren algunes limitacions que s’observen especificament, i d’'una manera més
evident, per a algun tipus de microorganismes. Els métodes moleculars permeten superar algunes d’aquestes
limitacions, pero la seua implantacié no és universal en tots els laboratoris, ja que presenten un cost més
elevat i requereixen un cert grau d’especialitzacid, rad per la qual solen estar centralitzats en laboratoris o
centres de referencia. Més endavant, |'abaratiment dels costos en permetra un Us més generalitzat als
laboratoris de microbiologia.
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Figura 1. Métodes fenotipics i genotipics d’identificacid d’espécies microbianes en aliments. PCR: reaccid en
cadena de la polimerasa; SDS-PAGE: dodecilsulfat sodic — electroforesi en gel de poliacrilamida; FISH: de
I"anglés fluorescence in situ hydridation; REA: analisi d"enzims de restriccid; SSCP: de |'anglées single strand
conformation polymorphism.

D’altra banda, en el treball diari d’aquests laboratoris es necessiten solucions rapides i eficaces per a
identificar els microorganismes d’interés medic. Per aix0, en els uUltims anys hem assistit a un creixement
important en I'oferta de metodes moleculars rapids aplicats al diagnostic microbiologic. En general, escurcen
els temps de resposta dels anomenats metodes convencionals, ja que no depenen del cultiu. En canvi, solen
tenir un cost superior, ja que requereixen un equip instrumental i personal qualificat no disponibles en tots
els laboratoris. Aixi mateix, la identificacié molecular no és sempre accessible d’'una manera immediata i en
general s’utilitza conjuntament amb la identificacié tradicional. Cadascun dels dos metodes, presos en el
moment adequat, aporta solucions de gran valor al microbioleg clinic.
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Recentment, els métodes basats en protedomica han irromput amb forga en el camp del diagnostic
microbiologic i han suposat un canvi profund en la manera de treballar als laboratoris de microbiologia. La
protedmica no és una ciencia nova; la seua capacitat de resoldre problemes biologics i d’ajudar a entendre
el funcionament del mén microbia data de fa uns quants anys. No obstant aix0, és notori que la seua
implantacié recent suposa una vertadera revolucié en el diagnostic microbiologic, procés que sense dubte
tindra un gran impacte en I'organitzacié futura dels serveis de microbiologia.

En aquest document es presenten tres maneres diferents d’abordar la identificacio bacteriana: i) metodes
fenotipics o “tradicionals”, ii) métodes moleculars, i iii) metodes basats en protedmica. Tot i no ser els Unics,
sén els més importants i els que més impacte tenen o tindran en el treball diari del microbioleg clinic.
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2. METODES FENOTIPICS D’IDENTIFICACIO BACTERIANA
2.1. INTRODUCCIO

Actualment, la identificacié bacteriana es du a terme per mitja de métodes convencionals, basats en les
caracteristiques fenotipiques, ja que la seua aplicacid i cost els fa més assequibles. D’altra banda, els métodes
genotipics se solen reservar als bacteris que no es poden identificar amb métodes convencionals.

Els esquemes tradicionals d’identificacié fenotipica es basen en les caracteristiques “observables” dels
bacteris, com la morfologia, el desenvolupament i les propietats bioquimiques i metaboliques. El cultiu, quan
és factible, continua sent el metode d’eleccié: permet aillar el microorganisme implicat, identificar-lo i
estudiar-ne la sensibilitat als antimicrobians, i facilita I’aplicacié de marcadors epidemiologics. En el cultiu és
essencial la correcta eleccid del medi de creixement i les condicions d’incubacié.

En el procés d’'identificacié bacteriana tradicional, I'experiencia del microbidleg és fonamental per a
I’eleccié d’una prova o una bateria de proves seqtiencials, en funcid de la fiabilitat d’aquestes, del génere o
de I'espécie bacteriana que es pretén identificar, de I'origen de I’aillat bacteria i del seu cost. Els laboratoris
han d’elaborar i dur a terme un procés d’identificacié normalitzat en la seua activitat diaria, que utilitze d’una
manera seqiencial o simultania un conjunt de proves amb el proposit final d’identificar el microorganisme a
nivell de génere i espécie, i que incloga la major part dels bacteris des del punt de vista infeccids.

2.2. OBJECTIUS | UTILITAT DELS METODES FENOTIPICS D’IDENTIFICACIO

Aquest apartat revisa les tecniques d’identificacié fenotipica dels principals bacteris que poden trobar-
se en les mostres cliniques i pretén ser una guia detallada del procés d’identificacié. En aquest document,
perd, no inclourem microorganismes amb caracteristiques especials, com ara micobacteris, anaerobis,
rickettsies, clamidies, micoplasmes i espiroquetes.

Aguestes tecniques son dependents del cultiu bacteria i no sén aplicables per a la identificacié de bacteris
directament de les mostres.

Els meétodes d’identificacio fenotipica no poden proporcionar en cap cas una certesa absoluta. Unicament
indiquen quin és el génere o I'especie més probable a qué el bacteri identificat pot pertanyer.

2.3. FONAMENTS DE LA IDENTIFICACIO FENOTIPICA

La identificacio fenotipica bacteriana es basa fonamentalment en la comparacié de les caracteristiques
fenotipiques de bacteris desconeguts amb bacteris de cultius tipus. La fiabilitat de la identificacié esta en
proporcié directa al nombre de caracteristiques semblants. En microbiologia clinica, I'experiéncia i
I’associacio entre el microorganisme i el lloc d’infeccio és de gran ajuda en la identificacié preliminar.

En el procés d’identificacié bacteriana tradicional s’estableixen tres nivells de processament:

a) Totes les caracteristiques fenotipiques conegudes sén importants i cal tenir-les presents quan es
comencga el procés d’identificacio, pero en principi se seleccionen les que es consideren proves

primaries, que sén rapides i senzilles de realitzar, com la morfologia en la tincié Gram o altres

tincions, el creixement en diferents atmosferes d’incubacio, el creixement en diversos tipus de medis
de cultius, oxidasa i catalasa. Utilitzant aquestes poques proves, generalment és possible situar els
bacteris, provisionalment, en un dels principals grups d’'importancia médica. A continuacioé es poden
seleccionar altres métodes amb un poder de discriminacié més gran, ja que molts microorganismes
poden presentar un aspecte molt semblant en I'examen macroscopic i microscopic.
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b) El segon nivell d’identificacid ha d’especificar el génere a que pertany el microorganisme. Tant en

aquest nivell com en I'anterior, la hipotesi sobre la probable identitat d’un microorganisme recolza
en les caracteristiques del cultiu (per exemple, atmosfera), i en proves primaries, amb les quals es
poden determinar el génere, el grup de generes o en algun cas la familia a qué pertany un aillat. Les
proves primaries sén Gram, morfologia, catalasa, oxidasa, oxidacié-fermentacié, fermentacié de
glucosa, produccio d’espores, creixement en aerobiosi i anaerobiosi i mobilitat. També han de tenir
en compte les dades cliniques. Aixo dependra, en gran mesura, d’un patré estable de caracteristiques
fenotipiques i de I'experiencia del microbioleg.

¢) Finalment, la conclusié ha de fer-se amb la identificacié a nivell d’espéecie. L'Us de certes proves
bioquimiques permet identificar, amb un alt grau de precisié, la majoria dels bacteris clinicament
significatius.

Si la identificacié no es pot fer utilitzant aquest primer esquema, es pot utilitzar una bateria de proves
més amplia, com les que inclouen diferents sistemes comercials. El resultat es compara amb proves
estandarditzades o amb perfils numerics d’identificacid.

L'inconvenient d’aquest procés és que resultats erronis en les proves primaries poden conduir a una
identificacié errada, amb la conseglient perdua de temps i recursos, i també la possibilitat de portar a un
resultat erroni.

2.4. IDENTIFICACIO
2.4.1. Caracteristiques microscopiques

L’estudi microscopic en fresc, i després de tincid, revela la forma, la manera d’agrupar-se, I'estructura i
la mida de les cél-lules. Les tincions son el primer pas, i ocasionalment I’inic, per a la identificacio bacteriana.

Les tincions més utilitzades i imprescindibles sén tincié amb blau de metilé i la tincié de Gram. Aquesta
darrera és, sovint, la primera i Unica eina de la qual ens servim per a fer un diagnostic provisional en el procés
d’identificacié de la major part dels bacteris, tenint en compte també el tipus de mostra i el diagnostic
presumptiu del procés infeccids.

Aquests sén alguns dels termes utilitzats per a preparacions tenyides:
- tincié: uniforme, irregular, unipolar, bipolar, etc.
- forma: cocs, bacils, coccobacils, filamentosos, bacils corbs, etc.
- capsula: present o absent
- endospores: ovals, esferiques, terminals, subterminals
- mida: curts, llargs, etc.
- vores laterals: inflades, paral-leles, concaves, irregulars
- extrems: arredonits, punxeguts
- disposicid: parells, cadenes, tetrades, raims, etc.
- formes irregulars: variacié en forma i mida, ramificats, fusiformes, etc.

En alguns casos, la informacié derivada de les tincions es pot comunicar immediatament al clinic, i és
de gran rellevancia i utilitat, com en tincions del liquid cefalorraquidi en el diagnostic de meningitis; tincions
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de frotis uretrals en les infeccions de transmissio sexual, diagnostic d’infeccions per Nocardia spp. i altres
actinomicetals, etc.

2.4.2.Caracteristiques macroscopiques
2.4.2.1.Morfologia

La morfologia de les colonies és fonamental per a la identificacid preliminar i la diferenciacié dels
microorganismes. Per a I'observacié morfologica és preferible examinar colonies de cultius frescos
crescudes en medis no selectius. En aquest pas de la identificacio és molt important I'aillament dels
bacteris en cultiu pur, ja que aquest hauria d’estar compost per un sol tipus de microorganisme i
procediria d’una Unica cel-lula. Les colonies d’una Unica especie, quan creixen en medis especifics i
en condicions idonies, es descriuen per les seues caracteristiques de mida, forma, consisténcia i, a
vegades, color.

La grandaria de les colonies bacterianes és generalment uniforme dins d’'una mateixa espécie. Per
exemple, les colonies d’estreptococs sén menys grans que les colonies d’estafilococs i
enterobacteris. La forma esta determinada per les vores i el gruix de la colonia. La vora pot ser llisa
orugosaiirregular; la colonia, inflada o plana. La textura de la colonia és també important. Pot variar
de seca a viscosa, amb superficie llisa o granular. Alguns microorganismes produeixen una colonia
pigmentada, fet que pot ajudar en el procés d’identificacié (exemple: Pseudomonas aeruginosa,
pigment verd; Serratia marcescens, pigment roig), si bé en una mateixa especie pot haver-hi soques
no pigmentades.

2.4.2.2. Hemolisi

Alguns bacteris produeixen hemolisines que causen la lisi de les hematies en medis de cultiu que
contenen sang. Aquesta hemolisi pot ser beta (zona clara al voltant de la colonia) o alfa (halo de color
verdds al voltant de la colonia).

2.4.3. Cultiu
2.4.3.1.Medis de cultiu

En els medis de cultiu, els bacteris es multipliquen i cal esperar almenys 18-24 hores per a
visualitzar-les. En termes generals, tots els bacteris tenen uns requeriments nutricionals
imprescindibles per al creixement. Necessiten una font d’energia, una font de carboni, una font de
nitrogen, algunes sals, oligoelements i aigua. Tots els medis de cultiu han de complir com a minim
aquests requisits, perd moltes vegades es necessiten també altres substancies addicionals, com ara
vitamines, factors o aminoacids essencials.

En els serveis de microbiologia clinica s’utilitzen medis de cultiu liquids i solids. En els medis
liquids, les substancies es troben dissoltes. Els medis solids solen consistir en una base d’agar,
polimer d’origen vegetal que es manté en fase liquida a altes temperatures i forma un gel en refredar-
se, el qual manté una alta humitat i conté els elements nutricionals necessaris. El cultiu sobre medis
solids permet disposar facilment de les colonies bacterianes. D’altra banda, en medis liquids, el
creixement sol ser major perque la disponibilitat de nutrients també és major. L’Us d’'un medi o d’un
altre depen del tipus de mostra i del patogen que es busca. Segons la capacitat que tenen per a
permetre el creixement microbia, els medis es classifiquen en basics o generals d’enriquiment,
selectius i diferencials. També cal esmentar els medis cromogeénics.
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a. Medis basics. S6n medis rics en nutrients que permeten el creixement de la gran majoria dels
bacteris. S’utilitzen en la sembra primaria de les mostres cliniques. Un dels medis més utilitzats
als laboratoris és I’agar sang.

b. Medis d’enriquiment. Es fan servir per a recuperar bacteris exigents en requeriments nutricionals.

S’utilitzen per a bacteris que no creixen en medis basics. Els més utilitzats solen ser medis liquids
com el brou de tioglicolat o el brou de cervell-cor (BHI, Brain Heart Infusion).

c. Medis selectius. Contenen substancies com clorur sodic a dosis elevades, citrat sodic, cristall
violeta, sals biliars o antibiotics i antiseptics, que fomenten el creixement d’alguns bacteris i eviten
el d’altres. S6n de gran utilitat per a I'aillament bacteria a partir d’una poblacié bacteriana mixta.

d. Medis diferencials. S’ utilitzen per a posar de manifest caracteristiques distintives de les colonies

(fruit de reaccions enzimatiques, preséncia/abséncia de determinats components produits pels
bacteris, utilitzaci6 o no de components presents en el medi, entre altres). Sén medis que
distingeixen entre distints grups bacterians, quasi sempre segons el color que adopten les
colonies bacterianes en el medi. Per exemple, 'agar MacConkey és un medi solid que permet el
creixement de bacils gramnegatius fermentadors i no fermentadors de lactosa. Els primers agafen
una coloracio rosada que els diferencia dels segons. Els medis diferencials, a més, poden posar de
manifest mescles i contaminacions en els cultius.

e. Medis cromogeénics. Incorporen substancies cromogéniques per detectar diferents enzims

produits pels microorganismes. Quan el bacteri produeix I'enzim, hidrolitza el substrat i s’allibera
un compost cromogenic que adquireix un color intens, que acoloreix la coldnia. Aquests enzims
poder ser especifics d’un genere, d’una espécie o d’un grup reduit d’espécies. En alguns casos, la
identificacid presumptiva dels bacteris aillats tenen una especificitat tan elevada que, en la
practica, podria fer innecessaria la realitzacié de proves confirmatories.

Moltes vegades, els medis de cultiu entren en més d’una categoria de les anteriors. No és
infreqlient I'Us de medis d’enriquiment que sén, alhora, selectius per a alguns microorganismes.
També es fan servir medis que son diferencials i selectius al mateix temps, com ara I'agar mannitol,
selectiu per a bacteris del génere Staphylococcus i diferencial per a Staphylococcus aureus (fermenta
el mannitol i les colonies apareixen de color groc sobre I'agar com a resultat de I’acidificacié del
medi). Els medis amb capacitat simultania de seleccionar i diferenciar microorganismes ofereixen
grans avantatges en el diagnostic microbiologic perqué estalvien temps i orienten decisivament cap
al resultat definitiu. En l'actualitat, la major part dels medis es poden adquirir comercialment
deshidratats (en pols) o com a plaques i tubs amb els medis ja preparats.

2.4.3.2.Requisits de creixement

a. Atmosfera. Els bacteris es classifiquen en funcié dels requeriments atmosferics:
» Aerobis estrictes, que creixen només en presencia d’oxigen.

Anaerobis estrictes, que només creixen en absencia d’oxigen.

Facultatius, que creixen tant en aerobiosi com en anaerobiosi.
Microaerofil, que creixen millor en una atmosfera amb reduida concentracié d’oxigen.

YV V V

Capnofil, que requereixen CO; addicional per a créixer.

b. Temperatura. Els bacteris es classifiquen també atenent la temperatura necessaria per a créixer:
»  Psicrofil, poden créixer a baixes temperatures entre 2-5 °C (optim 10-30 °C).
» Mesofil, creixen a temperatures entre 10-45 °C (optim 30-40 °C).
» Termofil, creixen molt poc a 37 °C (optim 50-60 °C).

La majoria dels bacteris trobats en les mostres cliniques son mesofils.
Font: “Métodos de identificacién bacteriana en el laboratorio de Microbiologia” (2011) Procedimientos en Microbiologia Clinica.
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¢. Nutricio. L'estudi dels requeriments nutricionals d’un microorganisme s’utilitza en la identificacid.

Aguest és el cas de la capacitat per a créixer en medis ordinaris, com en medis amb I'addicié de

sang, serum o glucosa. També per la necessitat de factors especifics de creixement com el factor

X (hemina) i el factor V (NAD), en el cas d’Haemohilus spp.

2.4.4. Proves bioquimiques

Les proves bioquimiques permeten determinar les caracteristiques metaboliques dels bacteris objecte

d’identificacid. Algunes d’aquestes proves sén téecniques rapides, ja que avaluen la preséncia d'un enzim

preformat, i la seua lectura varia des d’alguns segons fins a unes poques hores. Altres proves requereixen per

a la seua lectura el creixement del microorganisme amb una incubacié prévia de 18 a 48 hores; a aquest grup

pertanyen la majoria de les proves que detecten components metabolics, o les que determinen la sensibilitat

d’un microorganisme a una substancia donada després del cultiu en medis d’identificacié que contenen el

substrat a metabolitzar. Tanmateix, algunes d’aquestes proves es poden fer rapidament després d’una

incubacié de 2-6 hores; en general, es tracta de reaccions enzimatiques cromogéniques o proves

convencionals modificades (hi ha discos o tauletes comercialitzades amb substrats cromogénics per a Us

individualitzat).

2.4.4.1.Proves que es fan en la identificacio preliminar, amb lectura immediata

>

Catalasa. La catalasa és un enzim present en la majoria dels microorganismes que posseeixen
citocroms. Els bacteris que sintetitzen catalasa hidrolitzen el peroxid d’hidrogen en aigua i
oxigen gasds, que s’allibera en forma de bambolles. El principal objectiu d’aquesta prova és
separar Micrococacceae (positiva) de Streptococcus spp. i Enterococcus spp. (negativa).
Oxidasa. Aguesta prova serveix per a determinar la preséncia d’enzims oxidases. La reaccio
de I'oxidasa és deguda a la preséncia d’un sistema citocromooxidasa que activa I'oxidacié del
citocrom, el qual es reduit per I'oxigen molecular i es produeix aigua o peroxid d’hidrogen,
segons |'espécie bacteriana. L'oxigen actua, per tant, com acceptor final d’electrons en la
cadena transportadora d’electrons. En general, el sistema citocromooxidasa només es troba
en els bacteris aerobis, en alguns anaerobis facultatius i, excepcionalment, en algun
microaerofil (Vibrio fetus), pero els bacteris anaerobis no presenten activitat oxidasa. Aixi
mateix, la presencia d’oxidasa va lligada a la produccid de catalasa, ja que aquesta degrada
el peroxid d’hidrogen que es produeix com a conseqiiencia de la reduccié de I'oxigen i
I’'acumulacidé del qual és toxica.

2.4.4.2.Proves rapides, amb lectura en menys de 6 h

>

Hidrolisi de I’hipurat. Demostra la capacitat d’alguns bacteris per a hidrolitzar I'hipurat de
sodi a acid benzoic i glicina, per I'accié del enzim hipuricasa. Com a indicador de la reaccio
s’utilitza ninhidrina. Aquesta prova es fa servir en la identificacié de Campylobacter jejuni,
Listeria monocytogenes, Gardnerella vaginalis i Streptococcus agalactiae.

B-galactosidasa (ONPG). Aquesta prova demostra la presencia de I'enzim B-galactosidasa. Hi
ha bacteris que malgrat posseir enzims que hidrolitzen la lactosa (B-galactosidasa), no poden
actuar sobre aquesta perque els falten els enzims extracel-lulars apropiats (permeases). Per
coneixer si un microorganisme és productor de B-galactosidasa, s’hi afegeix el compost
organic O-nitrofenil-B-D-galactopiranosid (ONPG), que és incolor. Si el bacteri posseeix els
enzims hidrolitzants (B-galactosidasa), el compost es transforma en ortonitrofenol, un derivat
cromogenic de color groc. Tots els bacteris fermentadors lents de la lactosa son f-
galactosidasa positiu.
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>

Aminopeptidasa: PYR. La L-pirrolidonil- B-naftilamida serveix com a substrat per a la deteccié
de pirrolidonil-peptidasa. S’utilitza principalment en la identificaci6 de Streptococcus
pyogenes i Enterococcus spp. També en la diferenciacié de Staphylococcus lugdunensis
d’altres estafilococs coagulasa negativa.

LAP. S’ utilitza per a la deteccio de I’enzim leucina-aminopeptidasa (LAP) i és una de les proves
per a la identificacié de cocs grampositius catalasa negativa; diferencia especificament els
geéneres Aerococcus i Leuconostoc de Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus i Pediococcus.
Ureasa. Determina la capacitat d’'un organisme de desdoblar la urea i formar dues molécules
d’amoniac per accié de I'enzim ureasa. Aquesta activitat enzimatica és caracteristica de totes
les especies de Proteus i s’'usa sobretot per a diferenciar aquest génere d’altres
enterobacteris que donen negatiu o positiu retardat. La prova també s’utilitza per a
diferenciar Physobacter phenylpyruvicus de Moraxella spp., Helicobacter pylori i Brucella
spp., que també hidrolitzen la urea. Aquesta prova pot ajudar a identificar Cryptococcus spp.,
que dona un resultat positiu després d’una incubacio prolongada.

Indole. Mitjangant aquesta prova es detecta I'alliberament d’indole en un cultiu bacteria.
Aquest alliberament és degut a la degradacié de I'aminoacid triptofan mitjancant I'enzim
triptofanasa.

2.4.4.3.Proves lentes, amb lectura de 18 a 48 h

>

Oxidacio-fermentacio. Mitjangant aquesta prova es determina si I’Us dels hidrats de carboni
per part d’'un microorganisme es realitza per via oxidativa (procés aerobic, preséncia
d’oxigen) o per via fermentativa (procés anaerobic, absencia d’oxigen).
Reduccid de nitrats. Serveix per a determinar la capacitat d’'un organisme de reduir el nitrat
en nitrits. S'utilitza per a assignar bacteris a la familia Enterobacteriaceae, en la diferenciacio
de Moraxella catarrhalis del genere Neisseria i en la identificacid de bacils grampositius
aerobis.
Roig de metil. El roig de metil és un indicador de pH. Actua entre pH 4,2 i 6,3 i varia de roig
(pH 4,2) a groc (pH 6,3). Amb aquesta prova es comprova la capacitat d’'un microorganisme
de produir i mantenir estables els productes terminals acids de la fermentacio de la glucosa
per la via de la fermentacié acidomixta. S'utilitza com a part de la identificacié a nivell
d’especie dels bacils entérics gramnegatius.
Voges-Proskauer. Permet observar si el microorganisme fermenta la glucosa per la via
butanodiolica. Si és aixi, es forma un producte intermedi (acetoina) que forma un complex de
color rogenc amb I'a-naftol. S’utilitza en la identificacidé a nivell d’espécie de bacils enteérics
gramnegatius, Aeromonas spp. i Vibrio spp.
Agar ferro de Kliger. El medi de Kliger conté com a hidrats de carboni la glucosa i la lactosa.
Existeix un altre medi, el triple sucre-ferro (de I’anglés, sugar iron) (TSI) que posseeix un tercer
hidrat de carboni, la sacarosa. Mitjancant aquesta prova es pot determinar:

o La capacitat d’un microorganisme de metabolitzar un hidrat de carboni especific (en

aquest cas glucosa, lactosa, o tots dos) incorporat en un medi de creixement basic.
o Produccié o no de gasos: CO; i H,com a productes finals del metabolisme dels hidrats
de carboni.

o Produccié d’acid sulfhidric (SH2)
Fermentacioé de sucres. Els bacteris anaerobis o anaerobis facultatius sovint fermenten
carbohidrats a acids organics i gas (H2 o CO,). Aquests poden detectar-se incloent en el medi
un indicador de pH.
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» Hidrolisi de I'esculina. Hi ha microorganismes amb capacitat d’hidrolitzar I'esculina en
esculetina i glucosa. L’esculetina reacciona amb una sal de ferro i forma un compost castany
fosc o negre. El citrat férric actua com a indicador de la hidrolisi de I'esculina. Si s’afegeix bilis
al medi s’inhibeix el creixement de la major part de microorganismes del génere
Streptococcus perd no de I'espécie Streptococcus bovis, i tampoc inhibeix el creixement de
microorganismes dels géneres Enterococcus i Listeria.

» Coagulasa. Permet determinar la capacitat de coagular el plasma per I'accié de I'enzim
coagulasa. S'utilitza per a diferenciar S. aureus (coagulasa positiu) d’altres espécies de
Staphylococcus. La prova de la coagulasa en tub es pot llegir després d’incubacié de 4 hores,
pero si és negativa ha d’incubar-se fins a 24 h.

» Fenilalanina-desaminasa. Aquesta prova determina la capacitat d’un microorganisme per a
desaminar I'aminoacid fenilalanina en acid fenilpirdvic per I'activitat enzimatica de la
fenilalanina-desaminasa, amb la conseglient acidesa resultant. Aquesta activitat enzimatica
és caracteristica de totes les espécies dels generes Proteus, Provisio i Morganella per aixo
s’utilitza per a separar aquests tres generes d’altres géneres d’enterobacteris.

» DNasa. Es basa en la capacitat que posseeixen certs bacteris per a hidrolitzar enzimaticament
el DNA i produir una mescla de mono- i polinucleotids.

> Hidrolisi de la gelatina. Aquesta prova mostra la capacitat de certs microorganismes per a
hidrolitzar la gelatina a péptids i aminoacids, mitjancant I'accié d’enzims especifics
anomenats gelatinases.

» Descarboxilasa. La descarboxilacié és un procés en qué les descarboxilases ataquen I'extrem
carboxil dels aminoacids i es forma I'amina corresponent. Els tres aminoacids que s’assagen
en la identificacié d’enterobacteris son arginina, lisina i ornitina. La descarboxilacié de lisina i
ornitina dona cadaverina i putrescina (diamines), mentre que la descarboxilacié de I'arginina
dona citrul-lina per accié d’'una deshidrolasa. Aquesta prova s’ha de dur a terme amb un tub
control que conté el medi base sense aminoacid. Com que la descarboxilacié és una reaccio
anaerobica, s’ha de cobrir el medi amb una capa d’oli mineral esteril. El procés té lloc en dues
etapes: per fermentacio de la glucosa es produeix, en primer lloc, una acidificacié del medi
(pH < 6,0), amb l'aparicié de color groc; I'acidificacié és necessaria perqué es done la
descarboxilacio. Aquest Ultim procés dona lloc a la formacid de les amines que eleven el pH
amb el consegiient viratge de I'indicador a color violeta. Aquesta prova es fa servir tant en la
identificacié de bacils gramnegatius com de bacils i cocs grampositius.

. 0 Cadaverina
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> Lipasa. Es basa en la capacitat que tenen certs bacteris de descompondre els greixos en acids
grassos i glicerol, per I'accié de I'enzim lipasa.

» Lecitinasa. La prova de la lecitinasa posa de manifest la produccido d’aquets enzims per
determinats microorganismes, capagos d’actuar sobre la lecitina, substancia organica
nitrogenada i fosfatada, continguda principalment en el rovell d’ou.

» Utilitzacio de citrat. Aquesta prova serveix per a determinar si un microorganisme és capag
d’utilitzar citrat com a Unica font de carboni i compostos amoniacals com a Unica font de

nitrogen en el seu metabolisme, i provocar una alcalinitzacié del medi. Entre els
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enterobacteris aquestes caracteristiques es donen en els géneres segilients: Enterobacter,
Klebsiella, Serratia, Citrobacter i algunes espécies de Salmonella. No obstant aixo, Escherichia,
Shigella, Yersinia, Salmonella typhi i Salmonella paratyphi sén incapacos de créixer utilitzant
citrat com a unica font de carboni.

Utilitzacié de malonat. Posa de manifest la capacitat que posseeixen alguns bacteris
d’utilitzar el malonat de sodi com a Unica font de carboni, amb el consegiient alliberament
del catio, que en presencia d’ions aigua produeix alcalinitat. Només els microorganismes que
poden utilitzar simultaniament malonat de sodi com a font de carboni i sulfat d’amoni com a
font de nitrogen, sén capacos d’exercir una accié amortidora i produir hidroxid de sodi.
L'augment de I'alcalinitat resultant fa que el blau de bromotimol canvie de verd a blau. Els
microorganismes malonat negatius que fermenten glucosa fan que I'indicador canvie de verd
a groc. Es fa servir en la diferenciacié d’espécies entre els Enterobacteriaceae. La majoria de
les especies d’Enterobacter i Klebsiella utilitzen malonat de sodi.

Prova de CAMP. Serveix principalment per a determinar la capacitat d’'un microorganisme
per a produir una proteina coneguda com a factor CAMP. La proteina causa un efecte sinergic
amb la B-hemolisina de S. aureus sobre eritrocits ovins i bovins, que s’observa com un
fenomen litic en la interseccié dels dos microorganismes quan se sembren proxims. Com a
alternativa es pot utilitzar el CAMP invers. En aquesta prova, I’hemolisi provocada per alguns
microorganismes és inhibida per la B-hemolisina de S. aureus (per exemple, la produccié de
fosfolipasa D d’Arcanobacterium haemolyticum o la fosfolipasa E de Rhodococcus spp.).

2.4.5.Proves basades en la resistéencia a certes substancies

>

>

Optoquina. El| clorhidrat d’etilhidroxicupreina (optoquina) inhibeix a molt baixa
concentracio (5 pg/mL o menys) el creixement de S. pnemoniae, mentre que no afecta el
creixement d’altres Streptococcus alfa-hemolitics.

Bacitracina. Aquesta prova pot utilitzar-se com a diagnostic presumptiu en la identificacio
de Streptococcus beta-hemolitic del grup A de Lancefield, ja que, a diferencia de la majoria
dels estreptococs, solen ser sensibles a baixes concentracions de bacitracina.

Solubilitat en bilis. Es basa en la capacitat d’algunes espécies bacterianes de lisar-se en
preséncia de sals biliars, les més utilitzades de les quals sén el taurocolat i el desoxicolat de
sodi. Ambdues provoquen un descens de la tensié superficial que, unit a l'actuacié d’enzims
autolitics, destrueixen la cel-lula. L'efecte d’aquest enzim autolitic es posa de manifest
sobre colonies de S. pneumoniae crescudes en medis solids, en les quals s’aprecia una
umbilicacio central, i també en colonies mucoides.

Creixement en brou hipersali. Determina la capacitat d’alguns microorganismes de
desenvolupar-se en medis de cultiu amb una concentracié de clorur sodic del 6,5%.

2.5. SISTEMES COMERCIALS MULTIPROVES

En el mercat hi ha nombrosos sistemes o equips multiproves a fi d’aconseguir una major rapidesa en la

identificacié d’alguns bacteris. Tots exigeixen unes condicions precises quant a I'indcul, manera d’inoculacid,

incubacid i lectura que, si no s’aconsegueixen, poden originar errors. Aquests sistemes poden ser manuals o

estar automatitzats.

2.5.1.Sistemes comercials manuals o galeries multiproves

Es tracta de cel-les aillades amb un substrat liofilitzat que s’inocula individualment i que permeten

realitzar simultaniament entre 10 i 50 proves bioquimiques. Els resultats de les proves s’expressen

Font: “Métodos de identificacién bacteriana en el laboratorio de Microbiologia” (2011) Procedimientos en Microbiologia Clinica.
Fernandez Olmos, A., Garcia de la Fuente, C., Sdez Nieto, J.A., Valdezate Ramos, S. Recomendaciones de la Sociedad Espafiola de

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. ISBN-978-84-614-7932-0

Pagina 10|39



METODES D’IDENTIFICACIO BACTERIANA AL LABORATORI DE MICROBIOLOGIA

numeéricament (els resultats s’agrupen de tres en tres, de manera que el resultat de cada trio de proves queda
reduit a un digit). Cada especie esta definida per un codi numeéric, resultat de la codificacio de les reaccions a
les proves que s’hagen utilitzat. Per codificar el digit d’un trio de proves s’estableix el sistema segiient:

e Siuna prova és negativa s’assigna un valor 0 a la prova.
e Sila primera prova és positiva se li assigna el valor 1.
e Silasegona prova és positiva se li assigna el valor 2.
e Silatercera prova és positiva se li assigna el valor 4.

El codi numeric s’obté sumant els valors de les tres proves. Els limits inferior i superior del codi sén 0i 7,
respectivament. Davant un microorganisme problema, es busca el codi numeéric i es comprova a quin bacteri
pertany. Alguns dels sistemes comercials disponibles en el mercat sén API (bioMérieux), Enterotube (BBL),
Oxi/Ferm Tube (BD), RapID systems i MicrolD (Remel), Biochemical ID systems (Microgen), etc.

2.5.2.Sistemes comercials automatitzats

En el mercat hi ha galeries multiproves, com les descrites en I'apartat anterior, pero la inoculacid,
incubacid i lectura s’efectuen d’una manera automatitzada. També hi ha panells en qué a més de trobar-se
els substrats per al desenvolupament de proves bioquimiques, contenen diversos antimicrobians a diferents
concentracions, amb la qual cosa es realitza simultaniament la identificacié i I'antibiograma del
microorganisme objecte d’estudi. Hi ha diferents panells per a diferents grups de microorganismes. La
inoculacid i la lectura d’aquests panells se sol fer automaticament i les dades obtingudes s’incorporen en un
ordinador, el qual proporciona, amb un index alt de fiabilitat, la identificacié del microorganisme. Alguns dels
sistemes de panells comercials disponibles d’Us més estés son MicroScan, Vitek, ATB, Pasco, Wider, Phoenix,
etc.

2.6. BIBLIOGRAFIA

1. Barrow Gl, Feltham RKA.Cowan, Steel’s. Manual for the identification of medical bacteria. 3th ed.
Cambridge. Cambridge University Press, 1993.

2. Gobernado M, Lépez-Hontangas JL. “Identificacion bacteriana”. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2003; 21 (Supl
2):54-60.
3. Isenberg HD, Ed. Clinical Microbiology Procedures Handbook. Washington DC. ASM Press, 2004.

4. MacFaddin JF, editor. Biochemical tests for identification of medical bacteria. 3a ed. Philadelphia:
Lippincott Williams & Wilkins; 2000.

5. Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH, Pfaller MA, Yolken RH. Manual of Clinical Microbiology. 8th ed.
Washington DC: ASM Press, 2003.

6. Prats G, Microbiologia Clinica, Editorial Médica Panamericana, Barcelona 2006.

Font: “Métodos de identificacién bacteriana en el laboratorio de Microbiologia” (2011) Procedimientos en Microbiologia Clinica.
Fernandez Olmos, A., Garcia de la Fuente, C., Sdez Nieto, J.A., Valdezate Ramos, S. Recomendaciones de la Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. ISBN-978-84-614-7932-0 . .

Y g Pagina 1139



METODES D’IDENTIFICACIO BACTERIANA AL LABORATORI DE MICROBIOLOGIA

3. METODES MOLECULARS D’IDENTIFICACIO BACTERIANA
3.1. INTRODUCCIO

En vista dels problemes inherents que presenten els sistemes d’identificacié fenotipics (no totes les
soques d’una mateixa especie mostren caracteristiques homogenies; una mateixa soca pot generar diferents
patrons en assajos repetits, i també hi ha les limitacions en les bases de dades, entre altres), els métodes
moleculars s’han erigit com a procediments complementaris, alternatius o fins i tot de referencia als
fenotipics. En la decada dels 80 va comencar la cerca de candidats que, sent gens estables, permetien establir
relacions filogenetics entre els bacteris, com els gens que codifiquen per a les subunitats ribosomiques 5S,
16S, 23S i els seus espais intergenics. En la taxonomia bacteriana, I'analisi de la seqiiencia genica de I'rRNa
16S és I'eina més ampliament utilitzada. Aquest marcador housekeeping esta present en tots els bacteris. Es
presenta com una familia de multigens o operons la funcié dels quals no es modifica amb el temps i actua
com un marcador eficient d’evolucid. A més, té la mida adequada per a fer I'analisi. L'rRNA 16S, a més de ser
util per a la deteccid de bacteris, proporciona informacié util i rapida sobre la seua identificacié i filogénia
mitjancant la comparacié amb bases de dades publiques que contenen un ampli nombre de seqiéencies
bacterianes. Aixi doncs, la identificacié mitjangant I'rRNA 16S es fonamenta en la seua seqliencia.

Posteriorment, i de forma simultania als avangos tecnologics en les tecniques de seqiienciacid, s’han anat
utilitzant gens amb una seqiieéncia que permet més precisid o una diferenciacié intraespécie en grups,
biovarietats, genovarietats o similar.

Inicialment, la identificacié bacteriana basada en I'analisi de les seqiiencies estava limitada a determinats
centres o laboratoris. En I'actualitat, i com a conseqiiencia de I'automatitzacid, la simplificacié i la reduccié
del cost del procés, aquestes técniques s’han introduit en més laboratoris. Aquest avang ha suposat que a
I’agost de 2010 en les llistes aprovades de nomenclatura bacteriana el nombre de descripcions de noves
especies arribara a 10.000.

3.2. GENS USATS COM A DIANES MOLECULARS PER A IDENTIFICAR BACTERIS

S’ha fet servir una amplia varietat de gens com a dianes moleculars en els estudis taxonomics o de
filogenia en els diferents geéneres i espécies bacterianes, en els quals I'analisi de I'rRNA 16S constitueix el
marcador inicial i, en nombroses situacions, suficient per a fer una identificacié precisa. No obstant aix0, en
altres situacions, I'alta homologia geneética en alguns géneres bacterians o un recent canvi en la seua
assignacié taxonomica, no permet utilitzar I'rRNA 16S per a la identificacié a nivell d’espécie (o fins i tot de
génere). En aquests casos, es pot recorrer a altres gens dianes. (Disponible en: https://www.elsevier.es/es-

revista-enfermedades-infecciosas-microbiologia-clinica-28-articulo-identificacion-bacteriana-mediante-
secuenciacion-del-13059055)

3.2.1.rRNA 16(rrs)

L'rRNA 16S és un poliribonucleotid codificat pel gen rrs o DNA ribosomic rRNA 16S (DNA 16S) inclos en
la subunitat 30S del ribosoma bacteria. Analeg de I'rRNA 18S en eucariotes, tots dos s’Tanomenen rRNA SSU
(small subunit). La conservacio del gen rRNA 16S es va observar per primera vegada en el genere Bacillus.
Posteriorment, en la década dels vuitanta es va comengar a explorar el paper taxonomic d’aquest gen i a
definir les seues capacitats, i es van establir en els microorganismes procariotes dos dominis (Archaea i
Eubacteria). Posteriorment, I"Gltima edicid del Manual Bergey estableix taxonomicament dos dominis
(Archaea i Bacteria). Fins a 2003, es van comptabilitzar 1115 geéneres i 6185 espécies de Bacteria i 79 géneres
i 281 especies d’Archaea. Cada mes se solen descriure unes 70 especies noves.
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De distribucio universal i component critic en la funcié cel-lular, 'rRNA 16S actua com un crondmetre
molecular, ja que presenta un alt grau de conservacid. Es caracteritza per la preséncia de regions variables
especifiques d’espécie. Les mutacions en altres gens sén més ben tolerades que en I'rRNA 16S perqueé afecten
estructures no tan essencials i Uniques com ell. Es desconeix la taxa de canvi en la seqiiencia de I'rRNA 1685,
si bé la seua analisi indica una distancia evolutiva o de relacié entre els microorganismes. No obstant aixo,
aquesta taxa de canvi difereix entre els diversos grups taxonomics, entre el temps d’evolucié i entre les
diferents zones d’aquest gen. Aixi, se sap que hi ha unes zones de variabilitat que presenten acumulacié de
mutacions, i que aquestes zones sén diferents segons les espécies. Per contra, també es poden trobar els
oligonucleotids signatura o seqiiencies especifiques curtes comunes per als membres d’'un mateix grup
filogenetic.

Encara que I'rRNA 16S constitueix la diana d’accidé per a alguns antimicrobians i diferents mutacions
condueixen a la resisténcia fenotipica, aquest fet no invalida la seua utilitzacio per a la identificacié bacteriana
o I'assignacio de génere i especie. Igualment es pot utilitzar el terme rRNA 16S o la del gen codificant rDNA
16S, pero la Societat Americana de Microbiologia (ASM) recomana la utilitzacié del primer.
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Figura 2. Estructura secundaria de I'rRNA 16S. Les helixs, comunes a tots els éssers vius i anomenades helixs universals, es
numeren de la 1 a la 48 en ordre d’aparicio a partir de I'extrem 5’. Les helixs especifiques de procariotes s’indiquen amb Pa-b,
on a és el nimero de I'hélix universal precedent i b el nUmero de série. Les regions relativament conservades es presenten en
negreta. Les regions variables, en linies fines, es designen V1-V9, tenint en compte que V4 és exclusiva d’eucariotes. Les regions
que es mostren en linies discontinues només estan presents en un nombre limitat d’estructures (Rodicio & Mendoza, 2004,
Enferm Infecc Microbiol Clin. 22(4):238-45)

La seqiieéncia del gen rRNA 16S presenta aproximadament 1.500 pb i es compon de 9 zones variables V1-
V9 i zones conservades (figura 2). Aquesta mida proporciona prou polimorfisme interespecific per a
diferenciar i establir mesures estadistiques valides. Els engreixadors universals triats sén complementaris a
les zones conservades de I'inici del gen, en la zona de 540 pb, i al final del gen. Les zones variables, compreses
entre aquestes zones conservades, son les regions utilitzades per a realitzar una taxonomia comparativa.
Generalment, I'analisi de I'rRNA 16S no és adequat per a estudis epidemiologics o per a la deteccio de factors
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de viruléncia, ja que no presenten prou variabilitat génica. Una excepcid descrita és la microheterogeneitat
oposada en Neisseria meningitidis, amb aplicacié epidemiologica.

L’analisi de la seqliéncia de I'rRNA 16S constitueix una eina molt Gtil en I'estudi de la diversitat bacteriana
en mostres cliniques i ambientals, per aix0 s’ha estudiat en un gran nombre d’espécies bacterianes. Encara
que les seqliéncies disponibles en les bases de dades presenten una mida variable, solen analitzar-se entre
500i1.500 pb. Actualment, GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) és la base de dades amb més

informacio, ja que conté més de 2 milions de seqiiéncies depositades del gen rRNA 16S. Es també interessant
considerar quan és necessari analitzar la seqiiéncia completa o quan una seqiéncia menys petita
proporcionara informacioé suficient. Per a diferenciar taxons especifics, establir diferéncies entre soques o
descriure noves especies, és necessari I'analisi de la seqliéncia completa de I'rRNA 16S. En canvi, per a la
majoria dels aillats clinics, la seqliéncia de 500 pb proporciona una identificacié adequada (a menor cost), i
la possibilitat de trobar diferéncies augmenta com més gran és el fragment seqlienciat (més diversitat per
quilobase sequlienciada). Cal tenir en compte que les relacions filogeneétiques i els dendrogrames generats
poden ser similars, pero no idéntics en funcié de la mida del fragment del 16S analitzat.

3.2.2. rRNA 165-23S i rRNA 23S

També s’han utilitzat altres zones de I'rRNA per a identificar i estudiar relacions filogenétiques. Entre altres,
les regions de I'espai intergénic de I'rRNA 165-23S (ITS). Aquestes ITS es presenten en una quantitat variable
en funcié del nombre d’operons rRNA o al-lels rrn (10 en Bacillus subtilis, 10 en Clostridium perfringens, 1 en
Mycobacterium spp., 1-2 en Mycoplasma spp., etc.). Les ITS presenten una mida variable entre diferents
espécies (de 60-pb en Thermoproteus tenax a 1529-pb en Bartonella elizabethae). Aquest polimorfisme en la
mida també es presenta en soques pertanyents a una mateixa espéecie, com passa en S. aureus (303-551- pb)
i Haemophilus influenzae (478-723-pb). A més, aquestes variacions en la mida de les ITS sén degudes al
nombre i tipus de gens tRNA que contenen, com passa en la major part de bacteris gramnegatius que
contenen tRNAA? i tRNA"®, mentre que altres contenen només tRNACM (H. influenzae, Aeromonas hydrophila).
Per contra, bacteris grampositius contenen tRNA*? o tRNA'® o tots dos, o cap gen tRNA. L’analisi de les
sequéncies de les ITS ha demostrat una estructura en mosaic en diferents especies (H. parainfluenzae, C.
difficile, entre altres), amb la preséncia o abséncia de blocs d’unes 100pb en les diferents copies existents en
el genoma. En la identificacid molecular de Bacillus anthracis, B. cereus i B. thuringiensis, la preséncia de
polimorfismes o SNP (single nucleotide polymorphisms) en les posicions 75 i 121 del tRNA" inclos en la ITS
completen la identificacié d’aquestes espécies tan estretament relacionades.

Aquest elevat grau de diversitat en les ITS en diferents géneres, espéecies i soques constitueix la base per
a utilitzar-les en identificacid, filogénia i/o tipificacio.

Tot i que es considera que la seqiienciacioé de la fraccio 23S pot ser una bona alternativa en els casos en
que la fraccié 16s no proporciona resultats concloents, té una serie d’inconvenients que han sigut avaluats
per alguns autors. A més d’incrementar-se el cost, hi ha dificultats per a amplificar fragments més grans d’una
manera rutinaria amb proposits taxonomics. Un problema afegit és I'existeéncia d’abundants seqiiéncies
d’insercié (IS), que no obstant aix0 poden ser facilment localitzades i eliminades mitjangant analisi
comparativa, per tant pot ser utilitzat avui com un métode auxiliar atil amb fins taxonomics i filogenetics.

3.2.3.rpoB (subunitat B de ’'RNA-polimerasa)

L'RNA-polimerasa (RNAP) és un enzim imprescindible en el procés de transcripcid i constitueix la diana
final de les diferents rutes que controlen I'expressié genica en els organismes vius. En els bacteris és
responsable de la sintesi de I’'mRNA, rRNA i tRNA. La part central de 'RNAP (400 kDa) esta composta de 5
subunitats: el dimer ay, B, B" i w.

Font: “Métodos de identificacién bacteriana en el laboratorio de Microbiologia” (2011) Procedimientos en Microbiologia Clinica.
Fernandez Olmos, A., Garcia de la Fuente, C., Sdez Nieto, J.A., Valdezate Ramos, S. Recomendaciones de la Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. ISBN-978-84-614-7932-0 . .

Y g Pagina 14|39



METODES D’IDENTIFICACIO BACTERIANA AL LABORATORI DE MICROBIOLOGIA

La subunitat B, codificada pel gen rpoB, és el principal responsable de I'activitat catalitica de 'RNAP. A
causa de la seua distribucio universal en els bacteris, es va suggerir aplicar-la com un cronometre molecular
d’alta poténcia. En 1993 i utilitzant S. aureus, es va iniciar la seqiienciacié del gen rpoB amb I'objectiu
d’identificar molecularment bacteris amb repercussié clinica. Es presenta en monocopia, amb alguna
excepcio, i té una mida variable, segons les especies, des de 3.411 pb en S. aureus fins a 4.185 pb en N.
meningitidis.

Les seqiiéncies de I'rpoB sén moltes vegades de més qualitat que les de I'rRNA 16S perqué s’han inclos
més recentment en les bases de dades. El seu trasllat a seqiieéncies d’aminoacids permet detectar els errors
de seqienciacié que produeixen els codons de finalitzacié erronis. A més, la seqliéncia d’aminoacids deduida
permet establir agrupaments d’espécies bacterianes.

Un altre factor important és que hi ha una correlacié més gran en la similitud de la seqiiencia de I'rpoB
amb el criteri d’inclusié en la mateixa espécie de la hibridaci6 DNA-DNA (DDH <70%). Aquest criteri no es
compleix facilment per a valors de similituds de I'rRNA 16S superiors al 99%. Una altra circumstancia
favorable de I’analisi de I'rpoB és la seua aplicacié com a instrument de genotipificacid i filogénia. Aquest fet
és consequeéncia que les substitucions nucleotidiques que tenen lloc son silents (tercera posicid del codd) i
per la seua funcié de gen housekeeping probablement no esta sotmes a transferéncia horitzontal geneética.
No obstant aix0, en alguns casos, com en Pseudomonas stutzeri, s’ha demostrat I'intercanvi horitzontal entre
especies de fragments génics.

El gen rpoB conté regions conservades i regions alternes variables. Els encebadors d’ample espectre es
dissenyen sobre les regions conservades i s’hi sol incloure una regid interna variable. A diferéncia de I'rRNA
16S, no es poden utilitzar encebadors universals per a la seua amplificacié. Tanmateix, es pot dissenyar un
encebador d’ampli espectre que amplifique diferents ordres pertanyents a un mateix filum bacteria.

La comparacio de les seqiencies del gen complet o dels seus fragments del gen rpoB es fa principalment
mitjangant les bases de dades del GenBank o de BIBI. Una seqtiéncia parcial (300- 750 pb) és suficient per a
identificar aillats clinics, mentre que per a les noves espécies se seqiiencia el gen complet. S’"ha comprovat
que I'analisi del fragment hipervariable (posicions 2300-3300 pb) es correlaciona positivament amb I'analisi
del gen complet.

El gen rpoB constitueix un dels pocs gens candidats atils en la identificacid bacteriana en les analisis
taxonomiques i filogenetiques de soques d’origen huma, animal i ambiental. El gen rpoB permet la
identificacié de génere, espécie i a vegades subespécie. Encara que no sempre, és també Util per a diferenciar
serovarietats biovarietats com passa en Salmonel-la enterica subsp. enterica).

3.2.4. gyrB (subunitat B de la DNA-girasa)

Es el gen codificador de la subunitat B de la DNA-girasa o topoisomerasa Il i esta implicat en la replicacié
del DNA bacteria. De distribucio universal, la presencia en monocopia de gyrB permet la discriminacid i
identificacié d’especies fortament relacionades pertanyents als géneres Aeromonas, Pseudomonas, Bacillus,
Vibrio, i també enterobacteris, micobacteris i bacteris acidolactics. Es un marcador de gran utilitat en la
sistematica bacteriana, ja que presenta una taxa de substitucions sinonimes o silents que s’estima en almenys
quatre vegades superior a la de I'rRNA 16S.

La DNA-girasa catalitza la interconversié dels isomers topologics del DNA. Esta formada per dos
monomers de cada subunitat GyrA i GyrB, codificats pels gens gyrA i gyrB, respectivament. Intervé en el
procés de transcripcié del DNA a través de la seua activitat de superplegament, durant el qual la subunitat B
subministra I'energia necessaria per a I’accié catalitica de la subunitat a per hidrolisi d’ATP. Les reaccions que
catalitzen inclouen la formacié d’estructures nuades en DNA circular, en cadena senzilla i en doble cadena
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tancada. La DNA-girasa constitueix la principal diana de les quinolones, antimicrobians que s’uneixen al
complex DNA/DNA-girasa i inhibeix I'etapa de superplegament negatiu previ a la replicacid. Substitucions
aminoacidiques esdevingudes principalment en la subunitat a de la topoisomerasa Il i la seua homologa la
topoisomersa IV, porten a fenotips de resisténcia a fluoroquinolones.

El gen gyrB és un bon cronometre molecular per a fer estudis filogenétics en nombrosos generes i permet
establir diferencies inter- i intraespécie. Actualment, constitueix un marcador molecular rellevant en la
investigacio d’especies relacionades i avantatja I'rRNA 16S o les regions espaiadores del DNA.

Finalment, hi ha una gran varietat de gens amb fragments conservats i regions variables que s’utilitzen
en nombrosos grups de bacteris, hps65 (micobacteris), recA (genovarietats de B. cepacia complex), hsp60
(codifica per a la xaperonina 1, i es troba altament conservat en nombrosos bacteris, arqueges i eucariotes),
i constitueixen una bona alternativa per a estudis taxonomics, evolutius, d’ecologia i filogénia.

3.3. FONAMENT DE LES TECNIQUES D’IDENTIFICACIO MOLECULAR BACTERIANA

Les tecniques d’identificacid molecular en bacteris mitjancant I'analisi de I'rRNA 16S, o altres gens
esmentats, es basa en I'amplificacié genomica i en la seqlienciacié d’aquests gens o dels seus fragments. El
medi de cultiu o les condicions d’incubacié no sén factors determinants, pero si que sén factors critics la
tecnica d’extraccid6 del DNA cromosomic i I'amplificacié. A continuacié es descriuen les etapes
metodologiques (figura 3) que cal considerar en la identificacié molecular.

Substrat
Aillament / mostra clinica

l

Extracciéo d’ADN

|

Mescla dels components de la reaccié
d'amplificacié

l

Amplificacié de ’ADN

(complet o parcial)

l

Seqiienciacié de I'amplicé

J

Analisi de la seqliéncia
- Correcci6 d’errors
- Comparacié amb altres seqliéncies
- Tragat de l'arbre filogenétic

Figura 3. Etapes del procés d’identificacié bacteria mitjangant seqiienciacio de I'rDNA 16S

3.3.1. Extraccio del DNA cromosomic

Depenent de la rapidesa en el diagnostic o la dificultat en el creixement del patogen (inocul baix,
creixement lent, requeriment de medis sintétics complexos, etc.) es podran aplicar aquestes técniques
directament sobre mostres cliniques o sobre el cultiu bacteria. El DNA gendmic s’extrau a partir de les cél-lules
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totals mitjancant diferents metodes estandard o sistemes comercials amb versatilitat en el cas de tractar-se
d’'una mostra alimentaria o ambiental. Segons el tipus de bacteri es poden aplicar modificacions que
simplifiquen o optimitzen I'extraccié cromosomica.

3.3.2. Amplificacié

En un termociclador, aquets ADN s’utilitzara com a motle per a I'amplificacié per reccié en cadena de la
polimerasa (PCR) d’una seqiiéncia de I'rRNA 16S amb un rang de mida entre 500 — 1.500 pb (o d’una altra
mida si s’analitzen altres géneres). Amb encebadors universals o d’ample espectre complementaris a les
regions conservades, s’amplificaria teoricament el gen de I'rRNA 16S en tots els bacteris. Cap dels encebadors
utilitzats en I'actualitat es considera totalment universal, per aixo no es pot fer una recomanacio especifica
d’encebadors que garantisca 'amplificacié de tots els procariotes.

En estudis taxonomics de certs géneres o espécies, sovint es prefereix fer un disseny d’encebadors per
als diferents gens diana que presenten més especificitat amb el geénere o I'espécie en qlestio. El disseny de
nous encebadors es realitza en regions conservades per a un genere o una espécie determinada.

Per a confirmar una amplificacié optima, és imprescindible I'electroforesi del producte de PCR en gel
d’agarosa. S’ha d’observar una sola banda (pertanyent a un Unic amplicé) amb la mida adequada. En cas
d’amplificar-se un amplicé amb la mida desitjada, i un altre de mida diferent, es podrien utilitzar diverses
opcions: extraccié de I'amplicé desitjat del gel d’agarosa, modificacié de les condicions de PCR o utilitzacié
de nous encebadors.

Els amplicons solen purificar-se amb sistemes comercials, sia el producte de PCR sia la banda
d’electroforesiinclosa en el gel. Encara que aquests sistemes eliminen I'excés d’encebadors i nucleotids, s’ha
de sotmetre a una nova electroforesi de confirmacié.

3.3.3.Seqiienciacié de I'amplicé

El gran avang dels metodes de seqlienciacié ha permet el coneixement d’un volum extraordinari de
sequencies amb una major rapidesa i qualitat. La seqilienciacid és un procés analeg a la PCR, que utilitza el
DNA com a motle i en que els encebadors directe i revers actuen en reaccions independents. Aquests
encebadors poden ser els mateixos encebadors d’amplificacié o altres de dissenyats per a aquesta etapa de
I’assaig. A diferéncia de la PCR, no es genera un nou motle, sind que es reutilitza en els cicles programats (25-
35). S’hi afegeixen bases marcades amb fluorocroms o terminadors i bases no marcades, que s’aniran
incorporant aleatoriament a la sintesi. Els terminadors finalitzen la sintesi de la seqiiéencia, per tant al final
s’obté una mescla de productes de DNA de diferents mides. Cada base (adenina, timina, guanina i citosina)
es marca amb un fluorocrom diferent que absorbeix a diferent longitud d’ona, i posteriorment es detecta.

Els terminadors no incorporats s’eliminen mitjangant la purificacié del producte i la mida de cadascun es
determina per mitja d’electroforesi capil-lar. A mesura que es va coneixent la mida i el terminador de cada
fragment (separats en gel o per elucid), es determina la seqiieéncia de bases representades cadascuna per un
color diferent i s’editen de forma manual o automatica. Les cadenes de DNA se seqiiencien independentment
i es generen la seqliéncia directa i la inversa (complementaria). Segons el model de seqtienciador, el tipus de
capil-lar utilitzat i les variables en la seqlienciacid, és possible simplificar el procés, reduir el temps d’assaig i
el cost, i augmentar la mida de la sequiéncia a analitzar (500 — 900 bases).
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3.4. ANALISI DE SEQUENCIES

L'observacié de I'electroforograma (seqiiéncies de bases oferides pels seqlienciadors) constitueix el
primer pas de I'analisi de les seqiiéncies. Algunes vegades hi ha errors entre I’electroforogramai la seqliéncia;
per exemple, assignacié de dues T havent-n’hi 3, o posicions ambigles (N). Per resoldre aquestes situacions
es reedita visualment I'electroforograma i es corregeix, i/o s’alineen i assemblen les seqliéncies directa i
inversa en una seqiiéncia consens. Només les seqliéncies que presenten < 1% d’indeterminacions (~ 15
posicions N, purines R, pirimidines Y) es consideren per a I'analisi. A vegades es fa necessaria la repeticio de
I’assaig perque el microorganisme inicial no es trobava en cultiu pur, per baixa concentracié de I'extracte
cromosomic o del producte de PCR, etc.

En el cas de I'analisi de I'rRNA 16S, I'operé ribosomic (conjunt de gens que es transcriuen a partir d’'una
mateixa regié promotora) en el genoma bacteria es presenta en diferent nombre de copies (1-15), i es manté
més o0 menys constant a nivell de familia, génere i espécie. Entre les diferents copies de I'rRNA 16S pertanyent
a una mateixa soca, es detecta una variabilitat intragenica o microheterogenicitat, que fan que certes
posicions de I'electroforograma continuen ocupades per dos nucleotids diferents. En la majoria dels casos,
aquesta variacio al-lélica en les copies de I'rRNA 16S per a una mateixa soca és d’1 o 2 polimers i no condueix
a la identificacié d’especies diferents. Una solucié de consens que reflecteix aquest polimorfisme
intracel-lular (no la preséncia de diferents fenotipics i/o genotipics) és I'assignacié segons la Unid
Internacional de Quimica Pura i Aplicada (IUPAC) com segueix: R (GA), Y (TC), W (AT), M (AC), S (GC) o K (GT)
entre les més freqients.

A continuacid, la seqiiéncia consens s’introdueix en bases de dades en linia d’accés public o privat, amb
I'objectiu d’identificar la soca problema mitjancant la comparacié amb altres seqliéncies depositades en
aquestes bases. Actualment, la base de dades que presenta més consultes per ser més versatil en organismes,
origens, gens, i tipus i nombre de seqiieéncies depositades és la base publica GenBank NCBI (National Center
for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) amb programes com BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) per a I'alineament de sequéncies. A més, GenBank conté una secci6 de
taxonomia (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy) que inclou informacié i sequéncies sobre més de
160.000 organismes. Altres bases de dades ampliament utilitzades en I'analisi de seqliéncies de I'rRNA 16S
son:

» BIBI Bioinformatic Bacterial Identification (http://pbil.univ-lyonl.fr/bibi/), programa que
automatitza i simplifica les identificacions bacterianes utilitzant diferents gens i nivells d’exigencia
en la identificacid.

Ribosomal Database Project European Molecular Biology Laboratory (http://www.ebi.ac.uk/embl/)

Smart Gene IDNS (http://www.smartgene.ch)

Ribosomal Differentiation of Medical Microorganisms (RIDOM) (http://www.ridom.com/)
Ribosomal Data-base Project (RDP-11) (http://rdp.cme.msu.edu/html/).
A més hi ha bases de dades d’accés privat com MicroSeq 500 (Applied Biosystems; Foster City, EEUU)

YV VYV YV

que conté seqiencies de 527-pb de I'rRNA 16S de més de 1.434 especies o subespecies de 235
generes.

Altres utilitats que ofereixen aquestes bases de dades sén la construccié d’arbres filogenétics, el disseny
d’encebadors, I'analisi de polimorfismes o SNP (single nucleotid polymorphisms), etc. Gran part d’aquestes
estan disponibles en la pagina http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/software.html.
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3.5. CRITERIS PER A LA INTERPRETACIO DE RESULTATS

La introduccié de la seqiieéncia problema i la comparacié amb altres de disponibles en la base de dades
amb qué es treballa, proporciona un informe constituit per diverses seccions. En el cas del programa BLAST
del Genbank (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), en la primera seccié apareix un grafic que indica el
nivell i la mida dels fragments alineats, seguit d’una llista en ordre decreixent de les seqliencies de

microorganismes amb els quals es mostra la identitat (% de coincidéncia). En la seccid seglient, es troba cada
alineament de la seqliencia problema o query enfront de cada seqiiéncia d’un altre microorganisme, amb
indicacio del nombre i el percentatge de bases identiques (identity). Si es desitja més informacid sobre el
microorganisme o microorganismes amb quée mostra més identitat, cal posicionar-se a la part superior de
I’alineament, on s’indica el nimero d’accés del Genbank i es pot accedir directament a PubMed.

Cal advertir que la comparacié de seqliéncies es veu afectada per la mida de les seqiiencies analitzades i
el tipus d’alineament utilitzat, per tant es valorara conjuntament amb el percentatge de similitud, o el seu
contrari. Hi ha diferents criteris en el percentatge de similitud de I'rRNA 16S per a la pertinenga o no a una
mateixa espécie, des de <0,5% a 2%. A vegades el criteri depen del génere o I'especie en estudi. D’aquesta
manera, genogrups amb caracteristiques fenotipiques exclusives i <1% de diferencies en la seqiiencia de
I'rRNA 16S, s’han reassignat en noves espeécies. Hi ha criteris per a la interpretacid dels resultats disponibles
en les guies del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Una actitud de consens és acceptar que
una similitud del 298,5% defineix una espécie, i taxes del 295% al 99% defineixen un génere. No obstant aixo,
definir I'espécie o el genere mitjangant un valor per a I'rRNA 16S pot no ser apropiat per a tots els géneres.

La microheterogenicitat dins d’una mateixa espécie per a la seqliencia de I'rRNA 16S, diferéncies d’unes
poques bases o <0,5%, -serovarietats, variacio intraespécie, subespécie-, permeten en alguns casos distingir
un fenotip o aspecte de virulencia important, una especificitat de ninxol o fer estudis epidemiologics o de
seguiment. N’és un exemple la seqiienciacié del gen emm (codifica la proteina M) en Streptococcus pyogenes,
ja que les diferéncies indiquen els distints serotips.

Es considera que el gen rpoB és el gen més adequat per a la identificacio i discriminacio filogenética a
nivell d’espécies i subespecies, analitzant la seqliéncia situada entre les posicions 2300-3300. Segons la mida
del fragment de I'rpoB s’estableixen diferents punts de tall per a I'assignacié d’espeécie: 300-600 pb es
correspon amb 294%; 600-825 pb una similitud 296% (taula 1).

Sovint, les comparacions entre les diferents seqliéncies es mostren mitjancant els alineaments lineals i
dendrogrames. Aquesta opcid és proporcionada per BLAST, BIBI i altres programes com PAUP
(http://paup.csit.fsu.edu/) o Phylip (http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.htm). En la realitzacié
dels dendrogrames es fan servir diferents algorismes: el métode NJ (neighborjoining), el métode UPGMA
(unweighted pair group method with arithmetic averages) i a vegades el WPGMA (weighted pair group
method with arithmetic averages). Els principals agrupaments es mantenen si les soques es troben molt
relacionades. Si la relacid és més feble, I'aparenca del dendrograma es modifica segons el programa utilitzat.
Un altre factor que afecta la comparacio en el dendrograma és la seleccié de I'outgroup (sera una soca
relacionada pero fora del grup comparat, enfront de la qual es fa la primera comparacid). Si I'outgroup no és
adequat, les diferencies entre els grups del dendrograma es poden minimitzar.

En moltes de les analisis filogenétiques dutes a terme s’observa que els arbres elaborats amb les
seqglieéncies de I'rpoB sén més robustos que els arbres obtinguts amb les seqtiéncies de I'rRNA 16S (menors
valors de bootstraps), i permeten identificar diferents clUsters en els géneres Mycobacterium, Acinetobacter
i altres.
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Taula 1. Recomanacions per a la utilitzacié de I’analisi de I'rRNA 16S i del gen rpoB en la identificacié bacteriana.

Soques a seqiienciar

Soques amb descripcio escassa
Soques amb freqiiéncia d’aillament baixa
Soques amb fenotips atipics
Soques de dificil identificacié fenotipica
Soques de creixement lent o enutjds
Patogens nous
Bacteris de dificil cultiu

Analisi de I'rRNA 16S

Criteri per a la identificacié d’espécie

Criteri per a la identificacié de génere
Criteri per a |’assignacio de familia

Analisi retrospectiva de la identificacid
fenotipica

Minim > 98,5% similitud
Ideal 1300 a 1500 pb seqlienciades
<1% posicions ambiglies
Minim:>98,5% similitud
Ideal: :>99% similitud
Comparacié amb la seqiiencia tipus o soca de referéencia que
posseeix estudis d’homologia de DNA. Per a diferéencies <0,5% a
I’espécie més proxima, cal considerar altres propietats (fenotip)
Rang de similitud 95%-100%
Similitud >95%
Morfologia de la colonia
Tincié Gram
Catalasa/oxidasa
Perfil bioquimic
Requeriments nutricionals

Analisi de I'rpoB
Criteri per a la identificacié d’espécie
Criteri per a la identificacié de genere

Criteri per a la identificacié de nova
espécie/subespécie bacteriana

Fragment hipervariable 2300-3300 pb
Segons la mida del fragment seqlienciat
300-600 pb: una similitud 294%
600-825 pb: una similitud 296%
Geénere diferent: una similitud <85,5%
Nova especie: una similitud >97,7%
Nova subespécie: una similitud 98,2%

3.6. INDICACIONS DE LA IDENTIFICACIO MOLECULAR

En la practica de la microbiologia clinica es donen una série de circumstancies en que és util la
identificacié bacteriana mitjancant metodes moleculars. Entre altres hi ha la dificultat en I'aillament, el
creixement lent, la baixa activitat en les proves bioquimiques, I'abséncia o baixa efectivitat de técniques
serologiques, etc. Aquestes situacions i la necessitat d’obtenir resultats reproduibles i intercanviables entre
laboratoris confereixen a les tecniques moleculars, i especialment a I'rRNA 16S i a I'rpoB, un gran
protagonisme.
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3.6.1.ldentificacio de soques amb descripcié escassa, amb baixa freqiiéncia d’aillament o fenotipicament
atipiques

En aquestes circumstancies, la practica clinica es veu beneficiada per la identificacié mitjancant rRNA
16S, que avantatja en rapidesa i exactitud una amplia varietat de sistemes, com ara els perfils d’acids grassos
cel-lulars, la utilitzacio de fonts de carboni i altres identificacions convencionals.

3.6.2.1dentificacio de soques de dificil identificacio fenotipica o de creixement enutjds

Aquest és el cas de la dificultat per a diferenciar fenotipicament les especies de Nocardia i de
Mycobacterium. Tanmateix, aquesta identificacid no és completa per a algunes espécies de micobacteris
(Mycobacterium tuberculosis i altres micobacteris del grup tuberculosi; M. chelonae i M. abcessus; M. avium
i M. paratuberculosis), per aix0 entre altres gens es recorre a I'rpoB, de gran utilitat en la identificacio
d’especies pertanyents a grups molt homogenis.

3.6.3.Descripcid de patogens nous

La hibridacié DNA-DNA es considera I'estandard de referéncia en la proposta de noves especies i la
definitiva assignacié taxonomica d’una soca. Sobre la base de la cinética de reassociacié del DNA-DNA es
quantifica la definicié genetica d’espécies quan hi ha >70% d’homologia DNA-DNA i < 5°C en la ATm per a
I'estabilitat de les molecules de I'heteroduplex. No obstant aixo, I'elevat temps necessari per a la realitzacié
de la técnica, el treball invertit i I'elevat cost fa que cada vegada menys laboratoris practiquen aquesta
tecnica. | aixi la major part dels estudis que descriuen les noves espécies es basen en les seqiiéncies SSU i
altres dades polifasiques.

No hi ha cap altre gen com I'rRNA 16S que haja mostrat una aplicabilitat tan amplia en tots els grups
taxonomics. Si I'objectiu és la identificacidé d’un bacteri desconegut sense haver-n’hi un coneixement previ,
I'rRNA 16S és la millor eleccid. L’analisi de I'rRNA 16S constitueix I'eix principal sobre el qual s’estructuren
les ultimes edicions del llibre de referéncia en taxonomia bacteriana Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology. Moltes de les noves espécies de micobacteris (>60) de les 148 existents han sigut descrites
gracies a la utilitzacié d’aquest gen i d’altres d’addicionals, i ha reassignat en nous grups els micobacteris de
creixement lent i rapid.

Per descriure una nova espeécie es recomana la preséncia de diferéncies fenotipiques clares i diferencies
en la seqliéncia de >1 pb/100 bases. Si aquestes diferéncies sén >5%, es podria considerar 'existéncia d’un
génere nou. S’estima que entre un 10%-20% dels aillats no coincideixen amb els microorganismes descrits i
que es pot tractar d’'un genere o d’'una espécie nous, pero en soques obtingudes en la practica clinica aquesta
freqiéncia és molt inferior.

La creixent rellevancia de I'analisi de I'rpoB es manifesta en dues situacions: 1) el contingut bacteria GC
pot estimar-se matematicament pel contingut GC del gen rpoB, i 2) la similitud que presenten les seqliéncies
rpoB de dues espécies bacterianes es correlaciona d’'una manera molt significativa amb els corresponents
valors d’hibridacio DNA-DNA (DDH) i amb la seua identitat mitjana en nucleotids (ANI).

3.6.4.ldentificacio de bacteris dificils de cultivar

L’Gs d’encebadors universals per a I'rRNA 16S en la mostra clinica és un pas que permet augmentar la
concentracié de DNA en bacteris dificils de cultivar o amb complexos requeriments de cultiu, seqlienciant
després I'amplicd, i constitueix una estrategia eficient si es detecta un sol microorganisme. D’aquesta
manera s’ha pogut constatar la preseéncia de Bartonella quintana i Coxiella burnetii com a principals agents
etiologics en endocarditis amb cultiu negatiu. Si la mostra posseeix un origen no esteril o procedeix del medi
ambient, aquesta estratégia no és eficient. També és Util quan hi ha tractament antimicrobia i el seu cultiu
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és negatiu. En situacions d’adheréncia, diversitat o microorganismes desconeguts, I'analisi de I'rRNA 16S
continua sent util, com passa en infeccions periodontals i biofilms, on es combina I'encebador directe
universal i el revers especific per a espiroquetes. En I'estudi d’aquestes comunitats bacterianes, I'rpoB també
hi pot tenir un important paper, ja que es presenta en monocopia enfront de I’heterogeneitat en les copies
de I'rRNA 16S, i s’obté menor ambigiitat en la seqliéncia de I'rpoB.

3.7. DESAVANTATGES DE LA IDENTIFICACIO MOLECULAR

Distintes causes originen una incorrecta assignacido de génere i espécie quan es du a terme una
identificacié mitjangant I'analisi de la seqgliencia i I’alineament amb altres seqliéncies.

3.7.1.Qualitat disminuida de les seqiiéncies en la base de dades i erronia assignacié d’espécies

En la identificacié molecular hi ha una forta dependéncia amb la precisié de les seqiieéncies depositades
i la idoneitat en I'assignacié d’especie d’aquestes soques. Es dona quan soques tipus o de col-leccions
certificades estan incorrectament identificades. Altres vegades, la nomenclatura no ha sigut actualitzada
com en el cas dels generes polifiletics. També pot océrrer que soques geneticament diferents (>2% de
variabilitat) estiguen incloses en la mateixa espécie, o que hi haja una preséncia elevada d’'un nombre
d’indeterminacions, o la incorrecta assignacié d’espeécie per falta de proves fenotipiques o errors. Gran part
d’aquests errors podrien minimitzar-se utilitzant sistemes de revisid, tal com ho fan algunes bases de dades
com el RINDOM o el MicroSeq.

3.7.2.Abséncia o baixa correlacio entre la identificacio genotipica i fenotipica

A vegades sorgeixen dubtes respecte a la correlacid entre les identificacions fenotipiques i genotipiques,
que dificulten I'assignacié d’especie mitjangant I'rRNA 16S. Aix0 passa quan es troben genotips idéntics o
semblants i diferents fenotips. Aixi ha passat amb M. tuberculosi i M. bovis o M. africanum; Bordetella
pertussis amb B. parapertussis i B. bronchiseptica; amb les diferents espécies de Brucella, etc.

En altres situacions, hi ha espécies distintes amb diferéncies fenotipiques, pero una gran homologia en
les seqliencies de I'rRNA 16S com ocorre amb Escherichia coli i Shigella dysenteriae o S. pneumoniae i S.
mitis. En canvi, es donen casos en queé els microorganismes presenten seqlieéncies amb un elevat nombre de
diferéncies i, malgrat aix0, pertanyen a la mateixa espécie o genotip (Clostridium tetani i C. innocuum).

Aquestes diferents consideracions es posen clarament de manifest quan s’observa que les diferencies
genetiques en I'rRNA 16S dels géneres d’Enterobacteriaceae sén menors que per a algunes subespécies de
Streptococcus i molt menors que per a moltes espécies de Clostridium.

En el cas de discrepancies entre el fenotip i el genotip d’una soca, tots dos s’han de tornar a estudiar.
Confirmats els resultats, es considera que el genotip s’imposa sobre el fenotip.

3.7.3.Baixa resolucié en la identificacié mitjangant ’'RNA 16S

A vegades I'rRNA 16S presenta una baixa capacitat de discriminacié per a alguns géneres i espécies a
causa d’una recent divergencia, i es fa necessari complementar la identificacié amb I’estudi d’altres gens o
amb proves fenotipiques (taula 2). Aixo passa amb diferents espécies dels géneres Bacillus (B. cereus i B.
thuringiensis; B. globisporus i B. psychrophilus), en els géneres Brucella, Achromobacter, Strenotrophomonas
i Actinomyces, en el complex Acinetobacter baumannii-A. calcoaceticus, en els micobacteris de creixement
rapid, i en la familia Enterobacteriaceae (especialment en Enterobacter i Pantoea). Situacid oposada es
produeix per I'heterogeneitat intragenomica en I'rRNA 16S en el genere Aeromonas. En A. veronii hi ha més
de 6 copies d’rRNA 16S que difereixen en >1,5% entre si.
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Taula 2. Exemples de géneres i espécies bacterians amb menor resolucié en la identificacié per rRNA 16S i propostes de

gens alternatius

A. veronii, A. caviae, A. trota,

Aeromonas . . gyrB, rpoD, cpn60
A. salmonicida, A. bestiarum
B. anthracis, B. cereus, rRNA 23S, gyrB,
. B. thuringiensis, Espai intergénic rRNA
Bacillus .
B. globisporus, 165-23S
B. psychrophilus lef, rooB
. . 1S481, ptxA-Pr, outer
B. pertussis, B. parapertussis, .
Bordetella . . 3 membrane porin, recA,
B. bronchiseptica, B. holmesii
1S1001
B. melitensis, B. abortus, B. suis y
Brucella rpoB
otros
B. mallei, B. pseudomallei, rRNA 23S, espai intergénic
B. cocovenenans, B. gladioli, rRNA 16S-23S,
Burkholderia B. thailandensis fliC, cluster génic de
B. cepacia, B vietnamiensis, secrecio de tipus Ill (TTS)
B. multivorans, B. stabilis recA
C. jejuni mapA
Campylobacter ,
C.coli ceuE
C. diphtheriae,
. C. pseudotuberculosis,
Corynebacterium . rpoB
C. ulcerans, C. kutscheri.
C. afermentans
E. coli, Shigella spp.
Enterobacteriaceae . 'g . pp-/ ipaH
E. coli enteroinvasivo (EIEC)
S. sinensis , S. gallolyticus, S.
infantarius, S. pneumoniae, S.
pseudopneumoniae, S. salivarius,
S. mutans, S. suis, S. sanguinis, S. rpoB, gyrB, sodA,
Streptococcus

cristatus, S. sinensis, S. anginosus,

S. intermedius, S. constellatus, S.
mitis, S. infantis, S. peroris, S.
oralis, S. oligofermentans, etc

groEl, recN

Cal recordar que moltes espeécies o subespécies que no es poden identificar mitjangcant I'rRNA 1685,
s’identifiquen amb I'analisi de I'rpoB.

3.7.4.Preséncia d’electroforogrames o cromatogrames de DNA mixtos

La utilitzacio de I'rRNA 16S com a eina de diagnostic esta limitada a infeccions monobacterianes, ja que
en les polimicrobianes s’obtindria un electroforograma mixt. En aquestes situacions, sovint hi ha implicada

un bacteri anaerobi, i la concordanga entre cultiu i seqlienciacio és baixa. S’han descrit diferents estrategies
per a resoldre aquesta circumstancia:

> electroforesi en gel en gradient desnaturalitzant o denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE);
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» amplificacions independents per a grampositius i per a gramnegatius;

» pirosequenciacio;

» utilitzacié d’un algorisme en el programa informatic RipSeq (iSentio) que separa els senyals ambigus dels
cromatogrames mixtos.

La identificacié bacteriana proporcionada per I'analisi de I'rRNA 16S és més precisa, solida i reproduible
que les analisis fenotipiques, i resol aproximadament el 90% de les identificacions. Pero no constitueix una
eina infal-lible. L'elaboracié de recomanacions en I'analisi segons els generes i les espécies a identificar, les
bases de dades amb major qualitat de les seqiéncies depositades, I'aplicacié complementaria o en
substitucid d’altres gens housekeeping com a dianes, proporcionara en un futur immediat plataformes més
eficients en la identificacié molecular bacteriana.

Especialment, I’analisi de I'rpoB contribuira a una identificacié bacteriana més eficient (génere, espeécie,
subespécie), amb la deteccid i reclassificacié de nous organismes, i la millora de la resolucié filogenética de
I'rRNA 16S.

3.8. NOVES TECNOLOGIES EN LA IDENTIFICACIO MOLECULAR MICROBIANA

Recentment, la tecnica de PCR en multiplex acoblada a una analisi de la temperatura de melting
(SeptiFast, Roche Diagnostics, Manheim, Germany) fa una identificacié primerenca d’alguns agents etiologics
bacterians i fungics de la sépsia a partir d’'una mostra directa. La regié amplificada és I'espai intergénic del
165-23S rRNA bacteria o del 18S-5,8S fungic. La no deteccid de tots els potencials patogens i la necessitat de
cultiu per a la determinacié del perfil de sensibilitat a antimicrobians, no permet a aquesta tecnica substituir
la realitzacid dels hemocultius. Altres desavantatges afegits al restringit espectre d’espécies detectades sén:
falsos positius amb bacteriemies o fungemies transitories, forta dependéncia de la concentracié bacteriana,
alt cost i carrega de treball. En cas d’haver-hi discrepancies entre la deteccid pels dos métodes diagnostics,
es proposen algorismes de decisié Utils. Un avantatge important d’aquesta técnica és que I'administracié
d’antimicrobians al pacient interfereix només lleugerament en la deteccié del patogen.

Addicionalment han sorgit plataformes d’identificacié de patdogens que modifiquen o substitueixen la
sequienciacié tradicional, com passa amb la piroseqlienciaci6 o I'espectrofotometria de masses,
respectivament. Mitjancant plataformes d’amplificacié-piroseqiienciacié es fa la identificacié bacteriana o
fungica mitjancant PCR de tres regions variables de I'rRNA 16S (V1-V3, o V1, V2 i V6) i de I'rRNA 18S,
respectivament, en hemocultius (BlackLight Sepsia Kit, BlackBio, Madrid, Spain; Pyromark ANEU, Quiagen
GmbH, Hilden, Germany). S’obtenen tres amplicons amb una mida inferior a 500 pb, susceptibles de
determinar-ne la composicié en nucleotids mitjancant I'emissié de llum per I'alliberament de pirofosfats
(subproductes de I'extensid per polimeritzacié de la cadena de DNA). Innovacions successives d’aquest
meétode en I'amplificacio respecte al tipus de mostra clinica i a la determinacio de diferents fragments génics
corresponents als diversos factors de patogenicitat, resisténcia, etc., augmenten les possibilitats d’aquesta
plataforma.

Les plataformes d’amplificacié-espectrofotometria de masses (PCR/ESI-MS) permeten la deteccid
universal d’'un o diversos patogens (bacteris, virus, fongs i protozous) presents en una amplia varietat de
mostres (ambientals, cliniques, alimentaries o en cultius) de la manera seglient. Després de |'extraccid i una
PCR d’amplificacié amb parells d’encebadors d’ample espectre, s’obtenen un o diversos productes de PCR
gue corresponen a regions genomiques d’identificacio dels diferents dominis microbians en relacié amb la
complexitat de la mostra problema. Aquests productes es dessalen i sén ionitzats i dirigits en forma d’aerosol
cap a un espectrofotometre de masses. Es generen senyals espectrals que sén processats per determinar-ne
la massa i la composicié en bases. Aquests resultats son considerats amb els iniciadors d’amplificacio utilitzats
en |'estrategia TIGER (Triangulation Identification for the Genetic Evaluation of Risks; Ibis T5000, Alcimed,
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Paris) i lainformacid entra en una base de dades genomica que assigna la determinacié d’espécie. Avantatges
indicats sén: no requereixen cultiu o coneixer amb anticipacié el producte analitzat; és eficient en mostres
polimicrobianes; en el cas de nous patogens no caracteritzats, permet |’assignacid a generes o families
bacterianes o viriques; i també permet detectar gens de viruléncia, de resisténcia i la tipificacio.

Recentment ha aparegut una nova plataforma comercial, coneguda com a PLEX-ID (Abbott), basada en
aquesta metodologia, que permet I'analisi directa ila identificacid de microorganismes sobre mostres,
incloent-hi els hemocultius (BAC Spectrum Assay). Ha demostrat bons resultats fins i tot en bacteriémies
polimicrobianes, amb independéncia que siguen microorganismes aerobis, anaerobis, cultivables, de
creixement lent o incultivables. Com a aspecte important destaca que fins i tot es podria fer servir com un
meétode quantitatiu.
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4. METODES PROTEOMICS D’IDENTIFICACIO BACTERIANA
4.1. INTRODUCCIO

La proteomica és l'estudi i la caracteritzacié del conjunt de proteines expressades per un genoma
(proteoma). Les técniques de protedomica aborden I'estudi d’aquest conjunt de proteines i les més usades es
basen en I'electroforesi i en I'espectrometria de masses. Segons I'objectiu de I'estudi, les técniques de
protedmica es poden agrupar en els grups seglients:

- Teécniques emprades per a analitzar globalment el proteoma i separar-ne les proteines. Entre altre

destaquen I'electroforesi bidimensional, DIGE (electroforesi diferencial en gel), ICAT (marcatge
isotopic diferencial) i MudPIT (tecnologia d’identificacio de proteines multidimensional).
- Técniques usades per a analitzar individualment les proteines. Amb aquest objectiu s’utilitzen

diversos tipus d’espectrometria de masses. Amb aquests s’obté la petjada peptidica, que és el
conjunt de fragments peptidics que s’obtenen després de tractar una proteina concreta amb una
proteasa determinada. Les proteases son enzims que trenquen els enllagos peptidics de les
proteines. Depenent de I'enzim que s’utilitza per a fragmentar la proteina s’obtenen diferents
petjades peptidiques. Aquestes sén les caracteristiques de cada proteina. Actualment hi ha
nombroses bases de dades que recullen les petjades peptidiques de multitud de proteines
conegudes. Aquestes bases de dades es poden rastrejar usant programes bioinformatics per a buscar
la petjada peptidica que corresponga amb la d’aquella proteina que s’estudie i per tant poder
identificar-la.

- Teécniques que s’utilitzen per a estudiar interaccions entre proteines, com els sistemes yeast two

hibrids d’alt rendiment o la técnica Phage Display. Aquesta Ultima permet esbrinar amb quines
proteines interacciona una proteina problema o sonda. Aquesta técnica consisteix en I'expressié en
la superficie d’un fag de les proteines que es volen analitzar.

En I'actualitat, el repte principal de la protedmica és I'automatitzacio i la integracié de les tecnologies
esmentades. Aquest és un repte la resposta al qual eixira principalment de la bioinformatica. Entre totes les
eines que es fan servir en la protedmica, en aquest document s’abordara només I'espectrometria de masses,
amb una atencid especial a les técniques emprades per a identificar microorganismes.

4.2. FONAMENT I VARIANTS TECNIQUES
4.2.1.Espectrometria de masses

L'espectrometria de masses és una técnica analitica que permet analitzar amb gran precisié la
composicié de diferents elements quimics gracies a la mesura d’ions derivats de molécules que sén separats
en funcid de la relacié massa/carrega (m/z). Un i6 és un atom o una molécula carregada eléctricament per
I’excés o la falta d’electrons. Atés que la major part dels ions formats posseeixen una sola carrega, la relacié
m/z és equivalent a m.

En I'espectrometre de masses té lloc la separacié de les espécies ioniques de la mostra segons la massa.
L'espectre de masses de cada compost s’"anomena “petjada quimica” i és una representacié grafica dels
fragments obtinguts per ordre creixent de massa enfront de I'abundancia relativa.

4.2.2.Components de I'espectrometre de masses
Els tres components basics d’un espectrometre de masses son els que segueixen:

> Font d’ionitzacio. Es 'element de I'espectrometre que ionitza el material que és analitzat. Les
tecniques d’ionitzacid, el procés fisic o quimic mitjancant el qual es produeixen ions, han sigut
determinants per a establir quin tipus de mostres es poden analitzar per espectrometria de masses.
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La ionitzacio de I'electré (El) i la ionitzacid molecular s’utilitzen per als gasos i els vapors. Dues
tecniques, usades sovint amb liquids i mostres biologiques solides, inclouen la ionitzacié per
electroesprai (ESI desenvolupada per Fenn) i la desorcid/ionitzacid per laser assistida per matriu
(MALDI desenvolupat per Karas i Hillenkamp).

» Analitzador de masses. Utilitza un camp eléctric o magnétic per a accelerar els ions i separar-los en
funcié de la relacié massa/carrega (m/z). Actualment hi ha diferents métodes per a “filtrar” els ions
segons aquesta relacid, com el quadrupol o com I'analitzador de temps de vol (time of flight, TOF),
mitjancant la massa en una regié d’alt buit es determina mitjancant una mesura molt precisa del
periode de temps des de I'acceleraciod dels ions en la font fins que impacten amb el detector.

» Detector. Els ions que arriben al detector produeixen un senyal eléctric que és processat, ampliat i
enviat a un ordinador. El registre obtingut és I'espectre de masses o “petjada quimica”. Normalment
es fa servir un cert tipus de multiplicador d’electrons (multiplicador d’electrons).

4.2.3.Variants de I'espectrometria de masses

L'espectrometria de masses és una técnica analitica ideada al comencament del segle xx. Durant molts
anys, les aplicacions d’aquesta técnica es van veure limitades a compostos (analits) de baix pes molecular,
termostables i facilment volatilitzables.

En la década dels 70 es van descriure els primers experiments amb éxit, en els quals les molecules
termolabils eren transformades, sense descompondre’s i en un Unic pas, en ions gasosos. Aquestes técniques
de volatilitzacié/ionitzacié reben el nom de “técniques de desorcid”. En aquests casos, I'analit no volatil,
convenientment depositat sobre una superficie metal-lica en alt buit, és bombardejat amb un feix d’atoms
neutres accelerats (FAB) o un feix d’atoms ionics accelerats (LSIMS), o és exposat a I'accié d’un plasma (PD)
o a l'accié d’un laser (LD). Si bé aquests métodes d’ionitzacié ampliaren I'Gs de la técnica a molécules
termolabils i a macromolecules, practicament el seu limit d’aplicacié és per a analits de pes molecular per
davall de 700-800 Da.

La introduccié de nous metodes d’ionitzacioé que no requereixen la volatilitzacié previa de la mostra fou
I’element principal que va permetre I'extensié de I'espectrometria de masses al camp de les biomolecules.
Va ser al final de la decada dels 80, després de I’éxit aconseguit per Tanaka (premi Nobel de Quimica 2002),
mitjangant I'Us de matrius metal-liques (soft laser desorption, SLD), que Karas i Hillenkamp van descriure
simultaniament la deteccid de I'id gasds intacte de proteines amb I'Us de les matrius organiques
fotosensibles. Aixo va donar lloc al desenvolupament del métode de volatilitzacié/ionitzacié suau que avui es
coneix com a matrix assisted laser desorption/ionization mass spectrometry MALDI.

Des de la seua implantacié practica, el métode d’ionitzacié MALDI s’ha usat amb éxit per a I'analisi per
espectrometria de masses de biomacromolécules (acids nucleics, nucleotids, nucleosids, proteines, péptids,
lipids, hidrats de carboni, compostos glicoconjugats, etc.) i polimers sintétics. Actualment també hi ha altres
meétodes com ara I'ESI (ElectroSpray lonization Mass Spectrometry), la SELDI (Surface Enhanced Laser
Desorption lonization), la DIOS (Direct lonisation on Silicon) i a més lI'acoblament MS/MS (Mass
Spectrometry/ Mass Spectrometry).
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4.2.4.Espectrometria de masses MALDI-TOF

L’espectrometria de masses MALDI-TOF s’anomena MALDI per les seues sigles en anglés matrix-assisted
laser desorption/ionization (desorcié/ionitzacié per laser assistida per matriu) i TOF per I'analitzador time of
flight (temps de vol) que s’integra generalment amb fonts d’ionitzacié MALDI.

Aguestes en son les caracteristiques més importants:

- Per a obtenir ions d’'una manera adequada cal que la mostra estiga embeguda en una matriu organica.
- Com a font d’ionitzacié empra un laser: es generen ions després de bombardejar la mostra amb fotons
(laser). Es produeixen raigs UV de 337 nm.

- Laseparacié dels ions té lloc segons el “temps de vol”.
- L'espectre es genera sobretot per ions univalents.
- El temps d’obtencié de I'espectre és aproximadament d’'un minut per a 102 g d’'un compost de

massa/carrega (m/z) de 1.000 daltons (figura 4).

Laser pulse Matrix/analyte Matrix/analyte Macro ions
hv cloud cluster within cluster

P S +
@Q@cﬁ?

Figura 4. Principi d’ionitzacié/desorcié en MALDI/MS. La matriu (nUvol analitzat) és desorbida de la matriu

Macra ions

microcristal-lina/mostra preparada mitjancant un laser polsat. La transferéncia de proté des dels ions de la
matriu es considera la primera causa de la subsegiient generacio d’ions de |"analit.

El procés es pot resumir en els passos seglients:

- La mostra es mescla amb una matriu en excés sobre una superficie de metall (targeta metal-lica), de
manera que ambdues cocristal-litzen quan s’evapora el solvent.

- Aquesta preparacidé és irradiada amb un laser en condicions d’alt buit. La matriu absorbeix aquesta
energia i la transfereix a la mostra, que pateix ionitzacid.

- Lareairradiada, d’'unes poques micres, es calfa i provoca la desorcio dels ions de fase solida a fase gasosa.

- La mostra ionitzada i vaporitzada crea un dens nuvol de gas entre dos eléctrodes. El camp eléctric format
s’empra per a accelerar la mostra fins al detector.

- Elsions més lleugers experimenten més acceleracid, viatgen més rapid i arriben primer
al detector.

- En el detector es genera el perfil o petjada quimica especific d’aquesta mostra.

En aquest tipus d’espectrometria és de summa importancia la matriu, ja que funciona com un transmissor
que transfereix I'energia necessaria per a la ionitzacié del laser a les molécules de la mostra. La mescla
mostra-matriu ha de cristal-litzar homogéniament per a garantir una resolucié optima de I'espectre.
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4.2.5. Aplicacions de I'espectrometria de masses

Les tecniques d’espectrometria de masses s’han utilitzat i es continuen utilitzant per a un gran nombre
d’aplicacions, com ara la mesura exacta de pesos moleculars, el monitoratge de reaccions bioquimiques
(reaccions enzimatiques, modificacions quimiques, digestidé de proteines), la seqlienciacié d’aminoacids, la
sequenciacié d’oligonucleotids o la determinacié de I'estructura de proteines.

Una aplicacido de l'espectrometria de masses MALDI-TOF de gran interés en microbiologia és la
identificaci6 de microorganismes. La identificacié bacteriana basada en el perfil de proteines obtingut
mitjancant I'espectrometria de masses MALDI-TOF ja va ser proposada fa diverses decades. No obstant aixo,
només recentment ha comencat a fer-se servir com un metode rapid i fiable per a la identificacio bacteriana.
Al principi es van elaborar estudis parcials sobre la seua eficacia per a la identificaci6 de certs
microorganismes en condicions controlades. Actualment, cada vegada es publiquen més treballs sobre
I'eficacia en la identificacié d’aillats clinics de bacteris grampositius i gramnegatius de diversos origens
directament des dels medis de cultiu habituals i sense condicions especials, com a meétode de rutina.

4.2.6.Plataformes comercials d’espectrometria de masses MALDI-TOF per a la identificacié microbiana

Des de la descripcié original del sistema, s’han desenvolupat diversos sistemes capacos d’identificar
bacteris sencers, sense necessitat de llargs procediments previs (extraccid de proteines, digestio, purificacio,
etc.).

Es basen en la deteccié de proteines ribosomiques S i L (2.000 a 20.000 Da). S’assumeix que el 80-90%
dels senyals de I'espectre del bacteri sén proteines ribosomiques. Les caracteristiques principals d’aquests
sistemes son les que segueixen:

- No hi ha cap procediment previ d’extraccid; s’utilitza directament una colonia bacteriana.

- Comparen el perfil o petjada espectral desconeguda amb les de bacteris coneguts.

- Comparacié d’espectres generats amb bases de dades previes.

- Rapidesa de la técnica (aprox. 90 microorganismes/hora).

- ldentificacié a nivell de génere i espécie, a vegades subespecies.

- Esimportant emprar el mateix protocol estandarditzat per a obtenir els perfils i poder-los comparar amb
una base de dades previa.

A continuacié es descriuen amb més detall tres exemples de sistemes comercials que empren
espectrometria de masses MALDI-TOF per a la identificacid microbiana: MicrobeLynx™ de Waters
Corporation, MALDI Biotyper™ de Bruker Daltonics i AXIMA@SARAMIS™ de Schimadzu & Anagnostec (taula
3). Cada técnica recomana uns protocols propis per a la preparacio de la mostra i té associada una base de
dades diferent, juntament amb un programari per a I'adquisicié dels espectres i la comparaciéo amb la base
de dades.

El primer sistema desenvolupat per a la identificacié bacteriana va ser MicrobelLynx System, en la creacié
del qual van participar la Universitat de Manchester, la Unitat de I’Agéncia de Proteccié de la Salut amb Servei
d’ldentificaciéd Molecular i 'empresa Waters Corporation. Aquest sistema va aparéixer com una téecnica que
requeria proves preliminars, ja que necessitava una matriu diferent per a microorganismes grampositius i
gramnegatius, comportava una minima preparacié de la mostra i un temps d’assecatge (1 h) abans d’afegir
la matriu. Requeria una lectura minima de 4 pouets de la targeta per mostra a identificar. La versié comercial
utilitzada proporcionava una escassa reproductibilitat de la técnica, ja que hi havia diferencies segons les
condicions de cultiu.
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Taula 3. Comparacié de sistemes comercials d’espectrometria de masses MALDI-TOF

Programari i base de
dades

Espectrometre de
masses
Identificacié

Waters Corporation
Microbe Lynx System -MMU
(Manchester Metropolitan
University)

Micro MX

Bacteris aerobis

Casa comercial
Bruker
Maldi Biotyper
(Bruker Daltonics )

Microflex Bruker

Bacteris, llevats i fongs

Shimadzu
SARAMIS
(AnagnosTec GmbH)

Axima

Bacteris, llevats i fongs

/anaerobis filamentosos filamentosos
Analisi d’espectre Espectre mitja Superespectre
Proteines 500 - 15.000 Da 2.000 - 20.000 Da 2.000 - 20.000 Da
Preparacio de la Si No No
mostra Assecatge d'1 h Assecatge immediat Assecatge immediat
Matriu Gram(+): solucio saturada 3 Solucio saturada d’acid a- 2,5 acid dihidroxibenzoic
mg/mL de 5-Cl-2- ciano-4-hidroxi-cinnamic en dissolt en una mescla
mercaptobenzotizol (CMBT) 50% acetonitril- 2,5% acid d’aigua:etanol:acetonitril
dissolt en aigua:metanol: trifluoroaceétic (1:1:1) mix o d’aigua:
acetonitril (1:1:1) amb 0,1% acetonitril (1:1) amb 0,03%
acid formic i 0,01 M 18- Afegir 1 uL d’acid trifluoroacetic
crown-6- éter
Gram(-): el CMBT se Afegir 0,3-1 uL
substitueix per 14 mg/mL
de a-ciano-4-hidroxi-
cinnamic
(aCHCA)
Rapidesa 96 mostres /1,5 h 96 mostres /1 h 380 mostres /5 h
Reproducibilitat Escassa (varia segons el Elevada (no varia amb el Elevada
medi de cultiu). 4 pouets medi de cultiu)
per
mostra
Transferéncia de ? Si Si
resultats al SIL*
Nre. de pouets en targeta 96 pouets 96 pouets 48 pouets

*SIL: sistema informatic del laboratori

Els sistemes més estesos actualment son MALDI Biotyper i AXIMA@SARAMIS (taula 3). Utilitzen una
tecnica rapida i senzilla que no requereix proves preliminars, amb una minima preparacié de la mostra i
lectura i interpretacio immediata. Les bases de dades estan en constant actualitzacid, amb més de 3.500
entrades. Identifiquen bacteris (grampositius, gramnegatius, anaerobis, no fermentadors, micobacteris),
llevats i fongs. Tots dos donen a I'usuari la possibilitat d’incloure noves referéncies de soques. Permet I'analisi
simultania de 48 0 96 mostres en una hora i donen els primers resultats en minuts. Destaca la reproductibilitat
de la tecnica. Atés que es basen en la mesura de proteines ribosomiques presents abundantment, no
presenta diferéncies en I'espectre obtingut en diferents condicions de cultiu. Es poden usar per a diagnostic
clinic pel seu marcat IVD i CE.

Els dos sistemes presenten un procediment diferent en I'analisi de I'espectre. En el sistema MALDI
Biotyper, la base de dades esta formada per entrades que corresponen a I'espectre mitja (almenys de 24
espectres d’alta qualitat) d’un microorganisme concret (genere, espécie i soca). Inclou soques de diverses
col-leccions, ja que la companyia té col-laboracions arreu del mén. En canvi, en el sistema SARAMIS, la
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generacio d’'un superespectre requereix almenys 15 a 20 aillats diferents representatius d’una espécie de
diferents localitzacions (hospitals, centres de referéncia i cultius de soques de col:-leccions).

4.3. PROCEDIMENT DE TREBALL
4.3.1.Calibratge

Diariament és convenient fer el calibratge de I’equip per confirmar la correccié dels parametres, els quals
son condicidé previa per a obtenir espectres de bona qualitat. Per al calibratge s’utilitza un patré estandard;
si es disposa al laboratori d’un espectrometre de masses de la marca Bruker, s’anomena Bruker bacterial test
Standard (bts), que conté una mescla de proteines conegudes.

4.3.2.Tractament previ dels microorganismes

Per a poder obtenir un bon espectre de masses per MADI-TOF que permeta identificar el
microorganisme, aquest s"ha d’aillar en les millors condicions. Amb aquesta finalitat cal observar una série
de precaucions en relacié amb el processament i el tractament previ dels microorganismes.

Els microorganismes es poden obtenir a partir d’un cultiu en medi solid o liquid. En tot cas, han de ser
cultius purs, independentment que els medis siguen o no selectius, de no més de 18-24 hores d’incubacié
per a evitar espores (Bacillus spp.), productes metabolics (Arthrobacter spp.) o autolisi (Streptococcus spp.).

Per a aconseguir més bons resultats en la identificacié d’alguns microorganismes, es fa servir un metode
d’extraccié amb etanol/acid formic/acetonitril que trenca les cél-lules i allibera les proteines. La composicié
de la solucié d’extraccié és independent de I'espécie bacteriana amb que es treballe, si bé en casos especials,
com els micobacteris, es requereixen incubacions prolongades d’inactivacid prévies a I'extraccio.

Basicament, els métodes d’extraccid que s’utilitzen consisteixen en ressuspendre una colonia en aigua
(grau de puresa HPLC) i etanol absolut, centrifugar i ressuspendre el pellet en una mescla d’acid formic al 70%
acetonitril (1:1). Si es parteix d’'un cultiu en medi liquid, se centrifuga i es procedeix igual amb el pellet
resultant.

4.3.3.Transferéncia a la targeta i addicié de la matriu

Per a inocular la targeta metal-lica, es transfereix una colonia (o una part d’aquesta) del microorganisme
crescut en una placa al punt (cercle) corresponent de la targeta de metall en forma d’extensio prima feta
amb la punta d’una pipeta, un punxdé de plastic o un escuradents de fusta. Es necessita molt poc de material.
Amb una mica de material visible n’hi ha prou per a realitzar la mesura. En el cas d’haver fet I'extraccio,
s’utilitzara 1 pL del sobrenadant final i es deixara assecar a temperatura ambient.

Atés que la relacié quantitat de microorganisme per microlitre (uL) de matriu influeix bastant en
I'obtencié d’un bon resultat, és convenient aconseguir estandarditzar I'inocul amb la practica de l'usuari, tant
manual com visual. S’aconsella que les primeres vegades en que es faca servir aquesta técnica es depositen
guantitats cada vegada més petites del microorganisme en diversos pouets i comprovar en quin s’obté millor
resultat. S’aconsella agafar-ne una quantitat quasi inapreciable molt ben estesa en la placa metal-lica del
MALDI- TOF, ja que és millor usar poc material que en excés.

Respecte a la matriu, és convenient mantenir tapat el tub que la conté mentre es va dispensant per evitar
que s’evapore i es formen cristalls. Si es fan diverses files, quan s’haja fet I'extensié d’una fila, s’hi afegeix la
matriu i es tanca el seu tub mentre s’estén la segona fila, per tal d’evitar I'evaporacié de la matriu.

Una vegada afegida la matriu a la targeta és important deixar assecar en repos a temperatura ambient
perque la cristal-litzacié siga optima. Si en el moment en qué s’introdueix la targeta en I'espectrometre no
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estan completament seques totes les mostres, es provoca un retard en l'inici de la lectura ja que sén més
dificils d’aconseguir les condicions necessaries de buit en I'equip per la humitat introduida.

4.3.4. Analisi

Una vegada preparades les mostres en la targeta per a analitzar-les (matriu ja cristal-litzada), s’obri la
tapa quan I'equip ho indique i s’introdueix correctament la targeta. Després de programar la sessio de lectura
0 nou projecte, la lectura comencga automaticament quan s’assoleixen les condicions optimes de buit.

Les mesures es duen a terme en un espectrometre de masses MALDI-TOF associat a un programari de
captura d’espectre, en el qual es defineix un nou projecte cada vegada. El protocol de treball del programari
d’obtencié de I'espectre ha de proporcionar I'adquisicié optima de la mostra per acumulacié de 240-500
disparaments en diferents llocs de I'extensié en la targeta metal-lica de la mostra. S'obté I'espectre entre 2-
20 kD d’una manera automatica. Aquest espectre representa sobretot les proteines ribosomiques S i L
(citosoliques, conservades, abundants i de carrega positiva; aixo ultim n’afavoreix el mesurament).

Els sistemes comercials més estesos estan dissenyats per a donar un resultat complet, incloent-hi un
control de qualitat automatic de I'espectre obtingut en cada punt de la targeta. Per exemple, en el programa
FlexControl de Bruker s’indica amb un codi de colors si ha obtingut un bon espectre (verd/taronja/roig).
L'espectre obtingut per a la mostra problema es compara automaticament amb tots els espectres de la base
de dades del programari especific d’identificacié. Després de comparar el perfil es visualitza en la pantalla de
I'ordinador I'informe amb el resultat de la identificacid.

4.4. INTERPRETACIO DE RESULTATS

L'objectiu final de les tecniques d’espectrometria de masses aplicades a la identificacié bacteriana és
determinar el génere i I'espécie del microorganisme. Es imprescindible que aquest resultat siga correcte per
les implicacions cliniques que té.

Les plataformes comercials d’espectrometria de masses MALDI-TOF per a identificacié microbiana
informen l'usuari del grau de confianga dels resultats de la identificacié per a cada mostra. En concret, el
programari MALDI BioTyper versié 2.0 analitza (mitjan¢ant un algorisme basat en la comparacié dels patrons
espectrals) els pics obtinguts i després de la comparacié amb els pics de la base de dades obté un score
logaritmic el valor del qual (determinat empiricament per a aquest programari sobre la base del grau
d’identitat o de similitud) permet definir espécie (= 2), génere (<2 21,7) o abséncia d’identificacié (<1,7),
respectivament. D’altra banda, en el programari Saramis s’expressa com a percentatge de similitud.

En el moment que la técnica comercial obté un resultat d’identificacié en el rang acceptable, entra en
joc la formacié del microbioleg per a validar la identificacié. Es important tenir en compte la naturalesa de la
col-leccié d’aillats que es proposa estudiar i ser critics amb els resultats que s’obtenen. Una vegada validada
la identificacio, es pot transferir el resultat al sistema informatic del laboratori (SIL).

Altrament, si s’obté com a resultat “no identificat”, pot haver-hi dues possibles explicacions. En primer
lloc, I'espectre obtingut no és bo i en comparar-lo amb la base de dades no troba similituds. | la segona
explicaciod seria que, malgrat haver obtingut un bon espectre, aquest microorganisme no esta present en la
base de dades i no el pot identificar. La solucid és diferent segons un cas o l'altre. Per aquest motiu és
important comprovar primerament (si no s’ha estat present quan es va fer I'adquisicid automatica de
I'espectre) la qualitat de I'espectre associat a la mostra problema. Si no presenta un “bon espectre” (el que
presenta abundants pics, ben definits, estrets, amb intensitats elevades), s’aconsella repetir I'analisi variant
la quantitat de mostra depositada en la targeta metal-lica o fer préviament I'extraccié amb etanol/acid
formic. Si presenta un “bon espectre” i no ha sigut capa¢ d’identificar el microorganisme, probablement es
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tracta d’una variant o espécie no present en la base de dades. Repetir I'analisi no millora els resultats. Si es
creu convenient, I'usuari pot incorporar una nova entrada a la base de dades.

4.5. INDICACIONS

Les técniques d’espectrometria de masses MALDI-TOF s’han utilitzat per a identificar un gran nombre
d’espeécies bacterianes. Son tecniques que identifiguen predominantment les proteines ribosomiques, per
tant donen informacié general sobre el génere i I'espécie bacteriana, sense presentar diferéncies en
I'espectre obtingut en diferents condicions de cultiu. En general, els resultats han demostrat ser prou
discriminatoris, amb una reproductibilitat excel-lent i facils d’interpretar quan s’estudien col-leccions de
microorganismes.

En aplicar aquestes técniques a I'estudi de microorganismes aillats en la rutina del laboratori de
microbiologia, cal tenir en compte que el rendiment de la técnica variara en funcié del moment i del flux de
treball. Integrar en la rutina del laboratori de microbiologia la técnica d’espectrometria de masses MALDI-
TOF per a identificar microorganismes tindria com a objectiu la informacid rapida i fiable de resultats
d’identificacio, afegir valor clinic als resultats microbiologics i I'optimitzacié de recursos en el cicle diagnostic.

A I'hora de decidir per a quins microorganismes seria interessant emprar |'espectrometria de masses
MALDI-TOF MS, en substitucio de meétodes convencionals d’identificacido al laboratori, hi ha diverses
alternatives. Des d’emprar-la només com a alternativa per als bacteris no identificats per altres sistemes
fenotipics que requereixen identificacido molecular, fins a creure que podria reemplagar la tincié de Gram en
un futur proxim hi ha un ampli ventall de possibilitats. Per exemple, utilitzar espectrometria de masses
MALDI-TOF per a identificar bacils gramnegatius no fermentadors (per exemple, en fibrosi quistica) i
microorganismes no inclosos en sistemes automatics (Haemophilus spp., Neisseria spp., Campylobacter spp.,
etc.), microorganismes anaerobis, micobacteris de creixement rapid, colonies obtingudes en medis
cromogenics amb dificultats per a discriminar-los, microorganismes que no requereixen estudis de
sensibilitat o si que en requereixen perd es disposa de sistemes amb panells/targetes d’identificacid i
sensibilitat separades, etc.

Una altra aplicacié molt interessant de I'espectrometria de masses MALDI-TOF és I'analisi de mostres
cliniques sense cultiu en placa previament. Per exemple, flascons positius d’hemocultius i liquids organics.
Aguest tema I'abordarem en I’Gltim apartat d’aquest procediment.

4.6. AVANTATGES, INCONVENIENTS I LIMITACIONS

Com a avantatges de la técnica de MALDI-TOF al laboratori de microbiologia destaca la seua alta taxa
d’identificacio i la rapidesa, ja que obté resultats fiables en menys d’un minut per mostra i no requereix
preseleccio; la facilitat, perqué la preparacio és simple i uniforme, robusta i fiable en condicions variables i
amb un baix cost en reactius. També proporciona avantatges en la gestié del pacient, com I'administracié
d’antibiotics més eficacgos, la reduccié en els temps d’hospitalitzacié i la disminucié en despeses sanitaries
per pacient.

Com a inconvenients en la metodologia, cal esmentar que és crucial mantenir el buit que I’espectrometre
requereix per a treballar i que pateix demores en el temps d’analisi si s'incompleixen els procediments (no
deixar assecar completament la mostra, no tancar sempre la tapa, etc.), requereix calibratges i controls de
qualitat freqlients, i és imprescindible un periode de formacié per als usuaris. Respecte als inconvenients
relacionats amb els reactius, I'aspecte principal és que la matriu ja ressuspesa no és estable més de 15 dies
aproximadament, perqueé cristal-litza en el vial.

Font: “Métodos de identificacién bacteriana en el laboratorio de Microbiologia” (2011) Procedimientos en Microbiologia Clinica.
Fernandez Olmos, A., Garcia de la Fuente, C., Sdez Nieto, J.A., Valdezate Ramos, S. Recomendaciones de la Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. ISBN-978-84-614-7932-0 . .

Y g Pagina 3439



METODES D’IDENTIFICACIO BACTERIANA AL LABORATORI DE MICROBIOLOGIA

Actualment, les limitacions més importants de la técnica es classifiquen en quatre punts:

- Larelacié quantitat de microorganisme per microlitre de matriu influeix molt en I'obtencié d’un bon
resultat, per tant és convenient aconseguir estandarditzar I'inocul. Per a preparar la mostra i
efectuar-ne I'analisi en els experiments d’espectrometria de masses MALDI-TOF, es requereixen
volums de solucid de la matriu (fotosensibilitzador) de I'ordre del microlitre, i la relacid de
concentracid entre I'analit i la matriu és de I'ordre de 1.1000 a 1.100000 mol/mol.

- Laidentificacio és independent del fet que els medis de cultiu siguen o no selectius. Perod si que és
important I'antiguitat del cultiu. Es recomana un cultiu de no més de 18-24 hores d’incubacio,
particularment en bacteris que formen espores (Bacillus spp.), bacteris que acumulen productes
metabolics (Arthrobacter spp.) o bacteris que pateixen autolisi a mesura que els cultius envelleixen
(Streptococcus spp.). En el cas particular de microorganismes anaerobis és fonamental mantenir les
condicions d’anaerobiosi fins al mateix moment en qué s’inocula la targeta metal-lica. En tot cas, han
de ser cultius purs. Amb cultius mixtos (en medi solid o liquid) no s’obtenen resultats fiables.

- Pot haver-hi errors en la identificacié per espectrometria de masses MALDI-TOF entre els
microorganismes pertanyents al grup dels estreptococs viridans i pneumococs, i resulta adequat per
a enterococs i estreptococs beta-hemolitics. Sembla que no es trobara facilment una solucié a
aquesta limitacié a causa de la mateixa naturalesa d’aquests microorganismes en particular, amb
gran similitud entre les diferents espécies. Es recomana confirmar amb una prova alternativa la
identificacié de S. pneumoniae.

- Existeix un ampli nombre de referéncies en les bases de dades comercials utilitzades per a establir la
comparacié i identificacié dels microorganismes, perd continua sent limitat. Per mitja de
col-laboracions entre les companyies comercials i els hospitals de diversos paisos s’aniran ampliant
aquestes bases de dades amb un major nombre de soques que representen més especies ben
caracteritzades. Amb aquest objectiu d’ampliar les bases de dades, caldria un esforg en I'ambit de la
identificacié de micobacteris, nocardies, patogens oportunistes ambientals, etc.

4.7. CONTROL DE QUALITAT
4.7.1.Validacio de plataformes comercials

S’ha demostrat la robustesa del sistema Maldibiotyper i del sistema Saramis. S’obtenen els mateixos
resultats per a les mateixes especies, pero cultivades de diferents fonts, mesurades per diferents operadors
i en diferents instruments. La identificacio és independent del medi i del temps de creixement. Pot haver-hi
petits canvis en |'espectre, pero la llista de pics és estable i la identificacid es basa en senyals estables i
especifics, per tant no influeixen en la identificacié.

Per a validar la fiabilitat i reproductibilitat dels resultats, s’han fet servir diferents procediments i
mecanismes de control que asseguren la qualitat de la identificacié dels microorganismes amb les
plataformes comercials. El resultat de la identificacié s’ha comparat amb els resultats obtinguts per altres
meétodes, com els fenotipics o de seqlienciacié de I'rDNA 16S. Addicionalment, les bases de dades per a la
identificacié de microorganismes s’avaluen rutinariament amb comparacions entre laboratoris.

4.7.2.Calibratge i validacid rutinaria

El calibratge és convenient fer-lo diariament per confirmar la correccié dels parametres de I'equip, que
sén una condicid previa per a obtenir espectres de qualitat. Com s’ha indicat més amunt, en la plataforma
comercial de Bruker s’utilitza un patré estandard, el bacterial test standard (BTS), que conté una mescla de
proteines conegudes. El calibratge correcte dels pics se selecciona automaticament. Cal assegurar-se que la
desviacié maxima no siga superior a 300 ppm.
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Com a verificacio, la primera vegada que s’usa cada dia una targeta metal-lica concreta, es recomana fer
una mesura del BTS, programat en la sessié com una mostra addicional. En el resultat de la identificacié s’ha
d’obtenir E. coli amb score superior a 2,2. Altrament, cal tornar a calibrar I'equip.

4.7.3.Manteniment
Heus aci algunes consideracions perque I'espectrometre de masses funcione correctament:

- Had’estar sempre enceés, ja que sempre s’hi ha de mantenir el buit.

- La porta o dispositiu que permet la connexid entre el sistema i 'ambient exterior cal manipular-la
amb cura. Per a segellar-la bé cal netejar la junta de goma de la tapa cada dia, per exemple passant
un dit per la superficie de la junta, amb la precaucié de no fer-ho amb guants a la ma.

- Unavegada que s’obri la porta, s’accedeix al dispositiu o calaix portatargetes. Ha d’estar sempre dins
de I'equip i amb la tapa tancada. Com més temps estiga obert, més tardara I'equip a comencar la
lectura.

- Les targetes metal-liques es poden reutilitzar si se’n fa una neteja exhaustiva. En canvi, si hi queda
algun residu podria originar errors i falses identificacions. Cada casa comercial té un procediment de
neteja de la targeta. Sense entrar-hi en detalls, es requereix etanol al 70% i trifluoroacétic al 80%.

4.8. ALTRES APLICACIONS DE L’ESPECTROMETRIA DE MASSES MALDI-TOF
4.8.1. Analisi de mostres cliniques

Una aplicacié del MALDI-TOF molt interessant és I’analisi de mostres cliniques sense cultiu previ. Avui dia
el requisit indispensable per a fer aquesta analisi és que siguen mostres amb un alt nombre de
microorganismes. Per tant, es limita a la deteccié de microorganismes en mostres cliniques identificades com
a positives per un altre procediment addicional, com hemocultius i orines. També cal un pas previ d’extraccié
per a eliminar el background que podria interferir amb I'espectrometria de masses (per exemple, cel-lules o
proteines de la matriu). Per tot aix0, actualment les possibles mostres a analitzar serien les orines patogenes,
els hemocultius positius i els cultius crescuts de liquids organics.

Com a limitacio destaca que per a mostres polimicrobianes el rendiment és menor. Com a solucid, alguns
autors proposen fer I'analisi de les mostres d’hemocultius en qué s’observen diversos bacteris en la tincié de
Gram emprant bases de dades especifiques per a bacils gramnegatius i per a cocs grampositius. No obstant
aix0, també es necessitaria un algorisme millorat que diferenciara entre mescla de microorganismes, com
per exemple el nou programari MALDI Biotyper versio 3.0.

Un repte futur per a I'espectrometria de masses MALDI-TOF és la identificacié de microorganismes en
mostres directes després de recollir-les sense pas previ de cultiu o incubacié. A causa dels baixos nivells de
microorganismes presents, caldria desenvolupar metodes d’enriquiment, com ara una combinacié de
filtracié en membrana, separacié magnetica selectiva i concentracid. Llavors, es disposaria d’una técnica
rapida, sensible i selectiva per a detectar microorganismes.

4.8.2.Resisténcia a antimicrobians i deteccio de gens de viruléncia dels microorganismes

Determinar la resisténcia als antimicrobians o identificar els microorganismes que expressen gens de
viruléncia podria ser una aplicacié futura de I'espectrometria de masses MALDI-TOF. Les companyies
estudien aquesta possibilitat a causa de la gran demanda dels usuaris i potser arribara a ser utilitzada en la
rutina del laboratori de microbiologia, fins i tot reemplagant les proves de determinacié de sensibilitat
antibiotica.
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En I'ambit de la investigacid ja s’han identificat mitjancant espectrometria de masses MALDI-TOF
microorganismes resistents als antimicrobians com S. aureus resistent a meticil-lina, S. aureus amb
heteroresisténcia a glicopéptids i E. coli resistent a ampicil-lina i també gens de viruléncia com la leucocidina
de Panton Valentine (LPV) de S. aureus.

En el camp de I'analisi proteomica amb MALDI-TOF de microorganismes, fora de I'ambit de la
identificaciod, s’han trobat diferéncies en el subproteoma entre E. coli sensible o resistent a piperacil-lina/
tazobactam.

4.8.3.Epidemiologia

Recentment s’han publicat diversos articles relatius a la possible diferenciaci6 de microorganismes
mitjangant espectrometria de masses MALDI-TOF a nivell d’especie de Vibrio, Pantoea o Staphylococcus, de
subespécie en Francisella tularensis i de genomovars del complex B. cepacia. Probablement, encara que el
poder de discriminacié d’altres técniques emprades en estudis epidemiologics, com I'electroforesi de camp
premut (PFGE), no arriba a la resolucié aconseguida amb I'espectrometria de masses MALDI-TOF a nivell de
subespécie, el perfil peptidic podria ser valid per a fer un precribratge rutinari i reduir la necessitat d’utilitzar
meétodes addicionals més laboriosos i costosos.

Perque la tecnica de I'espectrometria de masses MALDI-TOF puga ser utilitzada en diagnostic en 'area
de I'epidemiologia hauria de complir certs requisits, com per exemple:

- Introduir un procediment operatiu estandarditzat.

- Aplicar aproximacions bioinformatiques apropiades.

- Dissenyar metodes robustos de preparacié, mesura i analisi.

- Establir bases de dades d’alta qualitat, tant comercials com propies.
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