ES 2985 581 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA @Nﬂmero de publicacion: 2 985 581
@Int. Cl.:

GO1N 33/68 (2006.01)

®@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y niimero de la solicitud internacional: ~ 30.11.2016 ~ PCT/DE2016/100561
Fecha y nimero de publicacién internacional: 07.06.2018 WO018099500

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 30.11.2016  E 16822599 (3)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 03.07.2024  EP 3548895

Titulo: Preparacion de muestras microbianas vivas y microorganismos para mediciones y
evaluaciones posteriores por espectrometria de masas

Fecha de publicacién y mencién en BOPl de la @ Titular/es:
o 1@ patente: BRUKER DALTONICS GMBH & CO. KG (100.0%)

FahrenheitstraBBe 4
28359 Bremen, DE

@ Inventor/es:

IDELEVICH, EVGENY y
BECKER, KARSTEN

Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

AVisO:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 985 581 T3

DESCRIPCION

Preparacién de muestras microbianas vivas y microorganismos para mediciones y evaluaciones posteriores por
espectrometria de masas

Campo de invencién

La invencién se refiere a procedimientos para preparar muestras microbianas vivas y microorganismos para una
medicién y una evaluacién posteriores por espectrometria de masas. Los conocimientos que pueden derivarse de una
medicion de este tipo pueden servir en particular para acelerar la identificacién de microorganismos en la muestra
microbiana segun especies/subespecies y/o determinar rapidamente la resistencia/sensibilidad de los
microorganismos a sustancias antimicrobianas y/o caracterizar adicionalmente microorganismos; por ejemplo, en
cuanto a patogenicidad, virulencia y metabolismo. Segln un modo de realizacién preferido de la invencidn, la
preparacién tiene lugar en particular directamente sobre un soporte de muestra para espectrometria de masas.

Antecedentes de la invencién

Las enfermedades infecciosas siguen representando un problema importante en la medicina. Las infecciones pueden
aparecer de forma independiente, pero se desarrollan especialmente como complicaciones de otras enfermedades o
como consecuencia de terapias inmunosupresoras y/o del uso de materiales de cuerpos extrafios en el paciente. En
los ultimos afios, el progreso de la medicina moderna y el consiguiente aumento de intervenciones complicadas y
tratamientos inmunosupresores, asi como el uso de cuerpos extrafios, entre otras cosas, han sido responsables de
un aumento de las tasas de infecciéon. En este contexto se pueden mencionar, por ejemplo, los trasplantes de érganos
sélidos y los trasplantes de médula 4sea.

Es especialmente preocupante el aumento de patégenos multirresistentes; por ejemplo, en el caso de las bacterias
(entre otros, MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina; VRE - enterococos resistentes a vancomicina;
Pseudomonas aeruginosa resistente a ciprofloxacina, meropenem o tobramicina) o los hongos (entre otros, Candida
albicans resistente a fluconazol o a voriconazol). Las infecciones causadas por estos patégenos son especialmente
dificiles de tratar con antibiéticos. Dado que los agentes antimicrobianos administrados inicialmente en el marco de
una, asi llamada, terapia "empirica" o "calculada" generalmente no detectan patdégenos multirresistentes en su
espectro de actividad, es decisivo para el éxito del tratamiento detectar las resistencias en una etapa temprana. Una
deteccion rapida de microorganismos resistentes posibilita un cambio oportuno a sustancias antimicrobianas que sean
eficaces contra estos patégenos. En lo que sigue, éstas se denominan de manera simplificada antibiéticos; sin
embargo, con esto quiere decirse no sélo sustancias eficaces contra bacterias, sino también agentes contra hongos y
otros microorganismos. Un cambio temprano de este tipo a una terapia antimicrobiana correcta puede ser decisivo
para el éxito del tratamiento.

Actualmente faltan en particular pruebas individuales o sistemas de prueba fenotipicos (es decir, basados en cultivos)
que puedan proporcionar un resultado de la prueba de sensibilidad en unas pocas horas. La resistencia fenotipica
significa que el microorganismo crece a pesar de la presencia de un antibiético. En el caso de sensibilidad fenotipica
a los antibidticos, el crecimiento se inhibe en presencia del antibiético ensayado, siempre que éste se haya aplicado
en una concentracién suficiente. Las pruebas de sensibilidad fenotipicas representan el estandar de oro; entre otras
cosas, porque los resultados de las pruebas se generan independientemente de los mecanismos de resistencia
subyacentes. Es cierto que, mediante biologia molecular, ciertos genes de resistencia pueden detectarse en un corto
espacio de tiempo; por ejemplo, mediante reaccidén en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction -PCR). Sin
embargo, esta prueba sblo es posible para determinados mecanismos de resistencia; los demés mecanismos de
resistencia no se detectan. Ademés, tales pruebas moleculares sé6lo detectan mecanismos de resistencia codificados
genéticamente ya conocidos. Por tanto, no es posible hacer una afirmacién fiable sobre la sensibilidad de un patégeno
a un antibiético si no se detecta un gen de resistencia determinado. Ademas, con estos métodos tampoco es posible
ni con mucho predecir siempre de forma fiable la resistencia fenotipica, si se detecta un gen de resistencia. Y es que
el nivel de expresién genética puede ser diferente; y el microorganismo puede reaccionar de manera fenotipicamente
sensible al antibiético a pesar de la presencia del gen.

Ademas, la deteccién de genes no es posible para una gran cantidad de mecanismos de resistencia. Los métodos
que son capaces de detectar fenotipicamente con rapidez ciertos mecanismos de resistencia incluyen, por ejemplo, la
deteccion de las B-lactamasas producidas por algunas bacterias. Las B-lactamasas son enzimas bacterianas que
pueden disociar los antibiéticos B-lactdmicos y, de este modo, hacerlos ineficaces. La prueba se puede llevar a cabo
detectando la escisién de B-lactama, por ejemplo, mediante un cambio de color de un indicador de pH o usando
MALDI-TOF MS (desorcién/ionizacién laser asistida por matriz— MALDI (por sus siglas en inglés); TOF — time-of-flight,
tiempo de vuelo; espectrometria de masas — MS (por sus siglas en inglés)). Con la MALDI-TOF MS, se determinan
mediante espectrometria de masas la B-lactama no escindida y/o sus productos de escisiéon. Aunque es cierto que
estos métodos pueden resultar ventajosos en determinadas situaciones, también tienen la desventaja general de que
sélo se detecta un mecanismo de resistencia determinado y no es posible realizar una afirmacién general y definitiva
sobre la sensibilidad o resistencia de un patégeno.
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Por lo tanto, existe una gran necesidad de métodos que, por un lado, posibiliten pruebas de sensibilidad fenotipicas
basadas en el crecimiento y, por tanto, una declaracién general como en los métodos de prueba convencionales, pero
que, por otro lado, sean significativamente mas rapidos que los procedimientos habituales. El objetivo general de tales
pruebas rapidas seria proporcionar el resultado en unas pocas horas, es decir, en un plazo de 1-4 horas, por ejemplo.
La capacidad de alcanzar estos objetivos de tiempo depende, por un lado, del método de prueba y, por otro, de las
propiedades de los microorganismos que se han de probar; por ejemplo, de la velocidad de crecimiento.

El método "MBT ASTRA" basado en MALDI-TOF MS recientemente desarrollado para pruebas de sensibilidad
mediante la cuantificacién del crecimiento microbiano utilizando un estandar interno demostré la viabilidad de una
prueba general de sensibilidad basada en el crecimiento mediante MALDI-TOF MS (Lange et al., Journal of Clinical
Microbiology, diciembre de 2014, volumen 52, nimero 12, p. 4155-4162; y K. Sparbier et al. / Methods 104 (2016) 48-
54). Sin embargo, el procedimiento en la forma descrita hasta ahora requiere varias etapas de trabajo, que suponen
invertir una cantidad considerable de trabajo en el laboratorio. Esta inversién de trabajo puede reducir la aceptacion
del método y con ello obstaculizar o, en caso dado, incluso impedir la introduccidén de este método, que es
fundamentalmente ventajoso para los pacientes, en el diagnéstico rutinario.

El estudio "Direct blood culturing on solid medium outperforms an automated continuously monitored broth-based blood
culture system in terms of time to identification and susceptibility testing" de E. A. |delevich et al. (New Microbe and
New Infect 2016; 10: 19-24) explica una investigaciéon sobre si un método de hemocultivo por lisis-centrifugacién,
combinado con identificacién por espectrometria de masas de tiempo de vuelo, ionizacién y desorcién laser asistida
por matriz (MALDI-TOF MS) y Vitek 2 AST, ofrece una ventaja de tiempo en comparacidn con sistema de hemocultivo
automatizado, basado en caldo de cultivo nutriente.

En el trabajo "Mass spectral molecular networking of living microbial colonies" de Jeramie Watrous et al. (PNAS |
Publicado en linea www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1203689109, 14 de mayo de 2012 | E1743-E1752), se
presenta una integracion de dos métodos: espectrometria de masas de ionizacién por electropulverizacién por
desorcidn por nanopulverizacién (nano-DESI, por sus siglas en inglés) para la vigilancia quimica directa de poblaciones
microbianas vivas en combinacién con la generacion de redes moleculares.

El capitulo 2 de libro "Rapid Sample Preparation for Microorganism Analysis by Mass Spectrometry" de Franco Basile
(en: ACS Symposium Series, 2011, American Chemical Society/Oxford University Press, EE. UU., vol. 1065, paginas
5-34) proporciona una visién general de distintas etapas de preparacién de muestras, que se utilizan en conexién con
el andlisis répido de microorganismos con distintas técnicas de espectrometria de masas.

El folleto informativo de producto "MALDI Biotyper Consumables - Added Convenience Enhances Assay Productivity",
agosto de 2015 (www.bruker.com/fileadmin/userupload/8-PDF-Docs/Separations
MassSpectrometry/Literature/Brochures/1838970 MBT Consumables RUO brochure 08-2015 eBook.pdf) describe
distintas ofertas de productos del fabricante.

El manual de instrucciones "Instructions for Use - MSP 96 polished steel BC targets - Reusable MALDI targets for
MALDI-TOF-MS analysis", revision C, diciembre de 2015 (www.bruker.com/fileadmin/userupload/8-PDF-
Docs/Separations MassSpectrometry/Literature/Brochures/1838970 MBT Consumables RUO brochure 08-2015
eBook.pdf') se dedica al manejo de soportes de muestra para MALDI.

La publicacién de patente US 2015/0086971 A1 divulga procedimientos y dispositivos para localizar y seleccionar una
colonia de microorganismos en una placa de cultivo e identificar microorganismos en la colonia seleccionada usando
MALDI. Comprende las etapas automatizadas de localizar y seleccionar una colonia de microorganismos en una placa
de cultivo; obtener una muestra de la colonia de microorganismos seleccionada; aplicar al menos una parte de la
muestra de la colonia de microorganismos seleccionada a una placa objetivo; y transferir la placa objetivo con la
muestra a un dispositivo para realizar una MALDI para identificar la muestra de la colonia de microorganismos
seleccionada. Una muestra de una colonia de microorganismos se deposita autométicamente en un punto de depésito
de modo que la muestra cubra como maximo aproximadamente la mitad de un punto de depdésito de la placa objetivo.
Se prepara autométicamente una suspensién de una muestra de microorganismos recogiendo autométicamente la
muestra con una herramienta de muestreo y sumergiendo la herramienta de muestreo con la muestra en una
suspensién, después de lo cual la herramienta de muestreo se hace vibrar sélo en la direccién vertical para liberar la
muestra de la herramienta de muestreo.

La publicacién de patente WO 2016/016580 A1 se refiere a un procedimiento para preparar una superficie en una
placa de analisis para realizar al menos una caracterizacién de una poblacién de al menos un microorganismo en
presencia de al menos un agente antimicrobiano usando espectrometria de masas segln la técnica de espectrometria
de masas de desorcién/ionizacion laser asistida por matriz conocida como MALDI. Comprende las siguientes etapas
sucesivas: - una etapa que consiste en utilizar una placa de anélisis que esta destinada a la caracterizacién mediante
la técnica MALDI y que comprende al menos una zona de analisis que contiene un agente antimicrobiano; - una etapa
que consiste en depositar la poblacién de al menos un microorganismo sobre la zona de analisis en contacto con el
agente antimicrobiano; - una etapa de incubacién que consiste en conservar la placa de analisis durante un periodo
de tiempo suficiente y en condiciones suficientes para posibilitar la interaccién del agente antimicrobiano con el
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microorganismo presente; y - una etapa que consiste en depositar sobre la zona de analisis una matriz adecuada para
la técnica MALDI.

La publicacion de patente WO 2012/023845 A1 se refiere a un procedimiento para caracterizar la resistencia a
antibiéticos de un microorganismo, comprendiendo el procedimiento las siguientes etapas: (a) proporcionar un
espectro de masas de referencia de un compuesto antimicrobiano, su producto de modificacién enzimatica, su diana
molecular o un compuesto sustrato de su enzima modificadora; (b) exponer un microorganismo, un lisado celular del
mismo o un sobrenadante del medio de crecimiento del mismo al compuesto antimicrobiano o al compuesto sustrato
en liquido acuoso, para asi proporcionar una muestra expuesta; (c) adquirir un espectro de masas de la muestra
expuesta; (d) comparar el espectro de masas adquirido en la etapa (c) con el espectro de masas de referencia de la
etapa (a), y (e) determinar a partir de la comparacién si ha tenido lugar una modificacién del compuesto antimicrobiano,
su producto de modificacién o su diana molecular o del sustrato después de la exposicion y determinar que el
microorganismo es potencialmente resistente al compuesto antimicrobiano si se observa la modificacién.

En vista de lo anterior, existe la necesidad de proporcionar procedimientos con los que se pueda simplificar y acelerar
la preparacién de muestras microbianas vivas para la posterior medicién por espectrometria de masas. Otros objetivos
que ha de lograr la invencién resultaran facilmente evidentes para los expertos en la técnica tras la lectura de la
siguiente divulgacién.

Compendio de la invencién

Los procedimientos aqui descritos representan un método alternativo para una medicién microbiana basada en MS
muy rapida y sencilla; por ejemplo, con respecto a la identificacién de especies/subespecies y/o pruebas de
resistencia/sensibilidad y/o caracterizacién adicional de patégenos. La divulgaciéon se refiere en particular al
procedimiento de procesamiento/preparacién de muestras, asi como a algoritmos para la evaluacién de datos.

Seguln un primer aspecto preferido, la presente divulgacién se refiere a un procedimiento para preparar muestras
microbianas vivas para una posterior medicién por espectrometria de masas, que comprende las siguientes etapas:
(a) proporcionar un soporte de muestra plano que comprende varios puntos de muestra (asi llamados "Spots"); (b)
aplicar al menos una muestra microbiana viva en una gota de medio nutritivo a al menos uno de los puntos de muestra;
(c) pasar el soporte de muestra a un espacio de incubacién con una atmésfera definida durante un periodo de tiempo
predeterminado para estimular el crecimiento de microorganismos; (d) eliminar el liquido residual de la gota de medio
nutritivo después del periodo de tiempo predeterminado para exponer un depésito de microorganismos en el punto de
muestra; (e) preparar el punto de muestra para una ionizacion de desorcidn; (f) transferir el soporte de muestra a una
fuente de iones de desorcién de un espectrometro de masas, generar iones a partir del punto de muestra preparado
y registrar al menos un espectro de masas correspondiente; y (g) comparar el espectro de masas registrado con un
juego de datos de referencia para determinar al menos una propiedad de la muestra microbiana.

El primer aspecto preferido de la divulgacién se basa en particular en el nuevo y sorprendente conocimiento de que
un soporte de muestra plano para espectrometria de masas, que, en una fuente de iones adecuada, sirve de sustrato
para la ionizacién de las muestras preparadas, ya puede en una etapa anterior hacer las veces de sustrato para una
incubacién promotora del crecimiento de microorganismos. Esta doble funcién facilita enormemente el flujo de trabajo
en el laboratorio y acorta el tiempo necesario para el proceso de trabajo de diagnéstico, ya que se pueden evitar etapas
manuales, engorrosas y propensas a errores, de transferencia de muestras y se puede prescindir de recipientes de
procesamiento separados tales como las placas de microtitulacién. Esta simplificacién relacionada con el proceso
puede contribuir a establecer una medicién por espectrometria de masas de microorganismos rapida, fiable y
ampliamente validada en el diagnéstico clinico.

En distintos modos de realizacién, el juego de datos de referencia puede presentar espectros de referencia sacados
de una biblioteca de espectros de masas previamente registrados, pudiendo comprender la al menos una propiedad
de la etapa (g) en el marco de una identificacién la especie o subespecie de microorganismos presentes en la muestra
microbiana. En esta variante sencilla, la gota de medio nutritivo hace las veces de un reactor de crecimiento puro sobre
el soporte de muestra para espectrometria de masas. Los expertos en la técnica reconoceran que, debido, entre otras
cosas, a que fundamentalmente estan rodeados por todas partes de un medio nutritivo, los microorganismos pueden
multiplicarse més rapidamente en un liquido que en un medio nutritivo plano, como una capa de agar en una placa de
Petri, de modo que el procedimiento propuesto ofrece una ventaja de tiempo que puede resultar importante para la
supervivencia del paciente en el entorno clinico.

En ciertos casos, el juego de datos de referencia procedente del espectro de masas registrado en la etapa (f) puede
derivarse de sefiales de masa contenidas en el mismo que no provengan originalmente de microorganismos. Como
ejemplo pueden mencionarse sefiales de masa de una (o varias) sustancia(s) de referencia agregada(s) durante la
preparacién de la muestra microbiana (estandar interno), que pueden servir, por ejemplo, para la cuantificacién.

En modos de realizacién preferidos, la misma muestra microbiana se aplica en paralelo a varios puntos de muestra
en la etapa (b), conteniendo las gotas de medio nutritivo a veces una sustancia antimicrobiana y otras veces no. Un
soporte de muestra para espectrometria de masas es particularmente adecuado para pruebas extensas de
resistencia/sensibilidad porque ofrece suficiente espacio para vigilar simultineamente el crecimiento de
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microorganismos en presencia de diferentes sustancias antimicrobianas (o ante la misma sustancia antimicrobiana en
diferentes concentraciones). Por lo tanto, se puede aclarar de forma muy rapida y fiable la cuestion de si un
microorganismo reacciona con sensibilidad a una determinada sustancia antimicrobiana (o a qué concentracién lo
hace), lo que indicaria, por ejemplo, su eficacia como medicamento.

En realizaciones especiales del procedimiento, varias gotas de medio nutritivo con sustancia antimicrobiana pueden
contener a veces un inhibidor enzimatico y otras veces no. Puede ser de gran interés clinico y terapéutico utilizar un
inhibidor de B-lactamasa como inhibidor enzimatico. Esta ampliacién de las pruebas de resistencia/sensibilidad permite
hacer una afirmacién sobre una resistencia basada en B-lactamasa, si el crecimiento del microorganismo examinado
no se inhibe en presencia del antibiético B-lactamico, pero si en presencia de una combinacién de antibidtico B-
lactamico e inhibidor de B-lactamasa.

En distintos modos de realizacién, el juego de datos de referencia puede ser un espectro de masas registrado de
manera préxima en el tiempo de un punto de muestra al que se haya aplicado en la etapa (b) una gota de medio
nutritivo sin sustancia antimicrobiana o inhibidor enzimatico; y la al menos una propiedad de la etapa (g) puede, en el
marco de una caracterizacién, comprender una resistencia/sensibilidad de microorganismos presentes en la muestra
microbiana a la sustancia antimicrobiana o una combinacién de sustancia antimicrobiana e inhibidor enzimatico. De
esta manera, se puede determinar en particular la concentracién minima inhibitoria de un antibiético en relacién con
los microorganismos aplicando en la etapa (b) varias gotas de medio nutritivo, con concentraciones respectivamente
diferentes de la sustancia antimicrobiana (y/o, en caso dado, del inhibidor), y evaluando el grado de eficacia a lo largo
de una serie de concentraciones crecientes o decrecientes.

En un modo de realizacién adicional, el juego de datos de referencia puede ser un espectro de masas de un punto de
muestra sobre un segundo soporte de muestra, incubandose los microorganismos durante un tiempo mas corto para
el espectro de masas utilizado como juego de datos de referencia, en caso dado también completamente sin
incubacién. En este contexto, la muestra microbiana se aplica preferiblemente sobre el punto de muestra en una gota
de medio nutritivo sin sustancia antimicrobiana o sin una combinacién de sustancia antimicrobiana e inhibidor
enzimatico. Las cantidades de células microbianas aplicadas inicialmente a los puntos de muestra para los espectros
de masas de la muestra microbiana y del juego de datos de referencia son preferiblemente iguales.

Preferiblemente, la al menos una propiedad en la etapa (g) se deriva de una diferencia en el crecimiento de
microorganismos, que se encuentra en la manifestacién o intensidad de la firma de sefial de masa especifica de
microorganismo en el espectro de masas registrado; dependiendo de si se ha podido hallar o no una inhibicién del
crecimiento mediante una sustancia antimicrobiana sola o en combinacidn con un inhibidor enzimatico. En una variante
sencilla, el crecimiento de microorganismos puede evaluarse en virtud de una identificacién exitosa de la especie,
siempre que la cantidad de microorganismos presentes en la muestra microbiana medida antes de la incubacién no
sea suficiente para una identificacion fiable. Como ejemplo de un procedimiento de identificacidén bien conocido puede
mencionarse el algoritmo MALDI Biotyper®, que confirma una identificacion razonablemente fiable de una especie de
microorganismo, siempre que el indice de semejanza calculado (asi llamado, "log(Score)") sea superior o igual a 1,7.
Se logra un alto grado de fiabilidad con indices de semejanza superiores o iguales a 2,0.

En distintos modos de realizacidn, la muestra microbiana de la etapa (b) presente en la gota de medio nutritivo puede
dimensionarse de modo que una cantidad esté ligeramente por debajo del limite de deteccién de la medicién por
espectrometria de masas. De esta manera, se puede en particular reducir al minimo el tiempo que el soporte de
muestra debe permanecer en el espacio de incubacién para estimular el crecimiento de microorganismos. Y es que
un crecimiento que alcance o supere ligeramente el limite de deteccion puede interpretarse ya como una indicacién
de la presencia o una manifestacién de propiedad del microorganismo en comparacién con una medicién que no
contenga datos significativos aparte de las sefiales de fondo.

En distintos modos de realizacion, la temperatura y la humedad en el espacio de incubacidn de la etapa (c) se pueden
ajustar a aproximadamente 36 °C (en caso dado necesarios o incluso prescritos para una incubacion o las pruebas de
sensibilidad) y cerca de una saturacion, respectivamente, para lograr las mejores condiciones de crecimiento posibles
o las condiciones de crecimiento requeridas para los microorganismos que se han de investigar. El objetivo deberia
ser en general crear en el espacio de incubacién las condiciones que hagan manifestarse méas claramente las
diferencias en el crecimiento. La temperatura de 36 °C corresponde aproximadamente a la temperatura del cuerpo
humano y es adecuada para aquellos microorganismos que se han especializado en el ser humano como huésped.
En el diagnéstico veterinario, alimentario o0 medioambiental, por ejemplo, también se pueden considerar sin problema
alguno como mas adecuadas otras temperaturas; dependiendo de qué huésped o entorno ambiental prefiera el
microorganismo. La alta humedad del aire cercana al 100 % sirve en particular para evitar una evaporacién prematura
de la gota de medio nutritivo, para que el volumen de liquido disponible para el crecimiento de microorganismos
practicamente se conserve durante el periodo de tiempo predeterminado, habitualmente de unas pocas horas, en el
que el soporte de muestra se encuentra en el espacio de incubacién (generalmente de 1-18 horas).

En distintos modos de realizacién, la eliminacién del liquido residual (después de la etapa de incubacién) puede
comprender secar un sobrenadante de gota, por ejemplo, mediante un material absorbente o pipeteando. Estas
variantes tienen la ventaja de que los restos de las sustancias que se hallan en la gota de medio nutritivo se eliminan
en gran medida del punto de muestra junto con el liquido, lo que puede reducir el fondo quimico en la posterior medicién
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por espectrometria de masas. Sin embargo, también es posible dejar que el liquido se evapore en poco tiempo, por
ejemplo, con ayuda de un soplador de aire caliente. En tal caso, las sustancias del medio nutritivo liquido se precipitan
sobre el depdsito de microorganismos y a continuacién se preparan al menos parcialmente junto con éste para la
medicion por espectrometria de masas siguiente.

En distintos modos de realizacién, la preparacion en la etapa (e) puede comprender una extraccién preparatoria de
proteinas/péptidos microbianos del depésito de microorganismos y/o lavar el depésito de microorganismos y/o embutir
el depésito de microorganismos en una sustancia de matriz absorbente de luz laser para el propésito de una ionizacién
posterior mediante desorcion laser asistida por matriz (MALDI). En el caso de la extraccién se puede aumentar el
nimero de sefiales de masa especificas de microorganismo en el espectro de masas registrado y, por tanto, mejorar
el valor informativo de la medicién; particularmente si se busca una identificacion por especie/subespecie del
microorganismo investigado. Una o varias etapas de lavado son adecuadas particularmente para eliminar del depésito
de microorganismos sales casi omnipresentes, que de otro modo pueden empeorar la eficacia de ionizacion. De esta
manera se puede optimizar aun mas el procedimiento de preparacién. Ejemplos de sustancias de matriz son el &cido
2,5-dihidroxibenzoico, el acido sinapico o el acido a-ciano-4-hidroxicindmico. El procedimiento MALDI ha demostrado
ser una herramienta muy importante y fiable en la investigacién de microorganismos basada en iones. Al mismo
tiempo, permite una generacién pulsada de iones, que es muy adecuada para el registro dispersivo en tiempo de vuelo
de espectros de masas.

Sin embargo, también son concebibles otros tipos de ionizacién por desorcién para el uso con el procedimiento
descrito, que no requieren la aplicacién de una sustancia de matriz; por ejemplo, ionizacién por electropulverizacion
por desorcidén (DESI) o ionizacién mediante espectrometria de masas de iones secundarios (SIMS, por sus siglas en
inglés). En casos muy especiales, la preparacién en la etapa (e) también puede implicar s6lo un corto tiempo de espera
de, por ejemplo, unos pocos minutos sin tratamiento adicional del depésito de microorganismos.

Ventajosamente, los espectros de masas de la etapa (f) se registran de manera dispersiva en tiempo de vuelo. Los
espectrémetros de masas de tiempo de vuelo pueden considerarse actualmente el "estdndar de oro" en la
investigacién de microorganismos tanto clinica como no clinica debido a su alta capacidad de resolucién, el tiempo de
medicion rapido y su amplia aceptacion de masas. Como ejemplos de espectrdmetros de masas que funcionan segun
el principio de tiempo de vuelo pueden mencionarse los de la serie microflex® de Bruker Daltonik GmbH disponible
comercialmente.

En distintos modos de realizacion, en la etapa (b), la muestra microbiana (i) puede distribuirse como una suspension
en la gota de medio nutritivo sobre el al menos un punto de muestra o (ii) depositarse primero en forma de células
sobre el al menos un punto de muestra y a continuacién sumergirse en una gota de medio nutritivo distribuida. En
variantes adicionales, las sustancias antimicrobianas (en caso dado también los inhibidores enzimaticos) se pueden
aplicar sobre el punto de muestra, bien junto con la muestra microbiana y/o el medio nutritivo, bien por separado de
éstos. En principio también es concebible invertir el orden de depdsito y distribucion, de modo que primero se distribuya
una gota en la que luego se introduzca la muestra microbiana.

También se divulga, sin estar dentro del alcance de proteccién de las reivindicaciones adjuntas y teniendo fines
ilustrativos, un procedimiento para preparar microorganismos para una medicién por espectrometria de masas
posterior, que presenta las siguientes etapas: (a) proporcionar un soporte de muestra plano que comprende varios
puntos de muestra; por ejemplo, un MSP 48/96 target polished steel BC de Bruker Daltonik GmbH; (b) aplicar
microorganismos intactos, cultivados y/o separados lejos del soporte de muestra, en una gota de medio nutritivo sobre
al menos uno de los puntos de muestra del soporte de muestra plano; preferiblemente con una nanopipeta o
micropipeta; la cantidad de las gotas transferidas puede estar entre 1 y 10 microlitros; (c) conservar el soporte de
muestra plano durante un tiempo de espera predeterminado para permitir que se forme un depésito de
microorganismos sobre el punto de muestra; preferiblemente aproximadamente de 10 a 60 minutos; (d) eliminar el
liquido residual de la gota de medio nutritivo después del tiempo de espera predeterminado para exponer el depésito
de microorganismos; (e) preparar el punto de muestra para una ionizacidén de desorcién; preferiblemente con sustancia
de matriz MALDI; (f) transferir el soporte de muestra a una fuente de iones de desorciéon de un espectrémetro de
masas, generar iones a partir del punto de muestra preparado y registrar al menos un espectro de masas
correspondiente; y (g) comparar el espectro de masas registrado con un juego de datos de referencia para determinar
al menos una propiedad de los microorganismos.

Los inventores han averiguado que se puede formar un depésito de microorganismos sobre una superficie plana ya
después de un tiempo de espera (0 "tiempo de reposo") relativamente corto de hasta una hora, de tal manera que los
microorganismos sedimentados en la misma en una especie de "biopelicula" se liberen cuidadosamente del liquido
residual y puedan detectarse de forma fiable mediante una medicién por espectrometria de masas posterior.
Aprovechando este sorprendente conocimiento, el cultivo (o la incubacién) de microorganismos, para promover el
crecimiento, y la preparacion para la medicién por espectrometria de masas, que segun el primer aspecto de la
divulgacidén se realizan en el mismo soporte de muestra para espectrometria de masas, pueden tener lugar en
diferentes sustratos. Esta separacién espacial abre posibles aplicaciones, particularmente en la automatizacién de
flujos de trabajo, ya que un protocolo de cultivo automatizado en un entorno clinico podria eventualmente ser mas facil
de realizar en recipientes como, por ejemplo, pocillos de una placa de microtitulacién estandarizada que en una
superficie plana como un soporte para MALDI TOF MS. En principio, lo explicado en relacién con el procedimiento
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segun el primer aspecto también se aplica al procedimiento que no entra dentro del alcance de proteccién de las
reivindicaciones adjuntas y tiene fines ilustrativos, siempre que pueda armonizarse con éste.

En distintos modos de realizacién, el juego de datos de referencia puede presentar espectros de referencia sacados
de una biblioteca de espectros de masas previamente registrados, comprendiendo la al menos una propiedad de la
etapa (g) en el marco de una identificacién la especie o subespecie de los microorganismos.

En distintos modos de realizacién, los microorganismos pueden cultivarse en un medio nutritivo liquido en al menos
un recipiente alejado del soporte de muestra plano antes de la aplicacién en la etapa (b) y transferirse desde el mismo
al punto de muestra; preferiblemente, el cultivo en una incubadora acondicionada/de temperatura regulada dura
aproximadamente de 4 a 24 horas. El cultivo es util particularmente para una prueba de sensibilidad de los
microorganismos, preferiblemente en cada caso en presencia y ausencia de un antibiético, como se describié
anteriormente. Un cultivo no es absolutamente necesario para identificar o determinar ciertas proteinas en el espectro
de masas que pueden indicar ciertos factores de virulencia u otras propiedades microbianas y, por lo tanto, no necesita
ser parte del procedimiento protegido. Se puede utilizar una suspensién de microorganismos ya existente; por ejemplo,
una creada como resultado de otras etapas de trabajo en el laboratorio. Como ejemplo puede mencionarse: se produce
una suspension de, por ejemplo, bacterias disolviendo en liquido las colonias bacterianas presentes en placas de agar;
a esto le podria haber precedido un cultivo de las bacterias en un medio sélido como el agar, que permita que las
colonias broten (podrian haber estado presentes en esta forma ya hace dias). Otro ejemplo: el MALDI Sepsityper® Kit
utiliza el liquido de frascos de hemocultivo positivos, que contienen sangre de pacientes sépticos y medio liquido y, en
casos positivos, patégenos cultivados. El equipo de reactivos enriquece aun mas el patégeno a partir de este liquido
positivo mediante un procedimiento de lisis/centrifugacion, con posterior extraccién de proteinas y medicién por MALDI
de las proteinas. Como alternativa, se pueden aplicar en un punto unos pocos microlitros del liquido del hemocultivo
positivo. Incluso sin incubacién bajo alimentacion de calor, sino a temperatura ambiente, las células de los
microorganismos (i) se sedimentaran vy (ii) se adheriran a la superficie del soporte; (iii) ademas, la mayoria de las
especies se multiplicaran ligeramente incluso a temperatura ambiente.

En distintos modos de realizacién adicionales, los mismos microorganismos se pueden cultivar en varios recipientes
(externos), y se puede afiadir a veces una sustancia antimicrobiana al medio nutritivo liquido y otras veces no.
Adicionalmente, se puede afiadir a veces un inhibidor enzimético al medio nutritivo liquido en distintos recipientes con
sustancia antimicrobiana afiadida y otras veces no. Un ejemplo es un inhibidor de B-lactamasa.

En distintos modos de realizacién, el juego de datos de referencia puede ser un espectro de masas registrado de
manera préxima en el tiempo de un punto de muestra sobre el que se halle un depésito de microorganismos
procedente de un medio nutritivo liquido sin sustancia antimicrobiana o inhibidor enzimético, y la al menos una
propiedad de la etapa (g) puede comprender en el marco de una caracterizacién una sensibilidad de los
microorganismos a la sustancia antimicrobiana o a una combinacién de sustancia antimicrobiana e inhibidor
enzimatico. En una variante especial, los mismos microorganismos pueden cultivarse en diferentes recipientes
(externos) con medio nutritivo liquido en concentraciones en cada caso diferentes, y la al menos una propiedad de la
etapa (g) puede comprender en el marco de una caracterizacién una concentracién minima inhibitoria de la sustancia
antimicrobiana en relacién con los microorganismos.

Preferiblemente, la al menos una propiedad de la etapa (g) se deriva de una diferencia en el crecimiento de
microorganismos, que, por ejemplo, puede manifestarse en una diferencia entre identificacién fiable y fallida con el
algoritmo MALDI| Biotyper®.

Al comienzo de un cultivo, los microorganismos pueden dimensionarse de tal manera que una cantidad esté
ligeramente por debajo del limite de deteccién de la medicién por espectrometria de masas; por ejemplo, alrededor de
las 10° ufc por mililitro de medio nutritivo, en particular dando como resultado una concentracién de al menos
aproximadamente 100 microorganismos por punto.

En distintos modos de realizacién, eliminar liquido residual del soporte de muestra plano en la etapa (d) puede
comprender secar un sobrenadante de gota mediante un material absorbente o pipeteando.

La preparacion en la etapa (e) puede comprender una extraccién preparatoria de proteinas/péptidos microbianos del
depésito de microorganismos en el soporte de muestra plano y/o lavar el depésito de microorganismos y/o embutir el
depésito de microorganismos en una sustancia de matriz absorbente de luz laser, para a continuacion ionizarlo en la
etapa (f) mediante desorcién laser asistida por matriz (MALDI).

Los espectros de masas de la etapa (f) se registran preferiblemente de manera dispersiva en tiempo de vuelo (en un
espectrémetro de masas de tiempo de vuelo).

En distintos modos de realizacién, los microorganismos pueden (i) distribuirse como una suspensidén en el medio
nutritivo liquido en el recipiente (externo) o (ii) introducirse primero en forma de células en el recipiente (externo),
después de lo cual se alimenta medio nutritivo liquido; la cantidad de medio nutritivo puede oscilar, por ejemplo, entre
10 y 100 microlitros.
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En distintos modos de realizacidn, se puede utilizar un pocillo (o varios pocillos) en una placa de microtitulacién como
recipiente (externo) (o recipientes externos) para el cultivo. Como alternativa, la placa de soporte de muestra de la
etapa (a) se puede subdividir en una primera seccion plana con puntos de muestra planos y una segunda seccién con
depresiones en la superficie, utilizandose las depresiones como recipientes (externos) (lejos de la primera seccién
plana), y los microorganismos intactos cultivados en la misma se pueden transferir en la etapa (b) desde la misma a
puntos de muestra planos en la primera seccién plana.

Breve descripcion de las figuras

Para una mejor comprensién de la invencidén se hace referencia a las siguientes figuras. Los elementos de las figuras
no estan necesariamente representados a escala, sino que estan destinados principalmente a ilustrar (en su mayor
parte esqueméticamente) los principios de la invencién. En las figuras, los elementos correspondientes entre si en las
distintas vistas estan identificados con nimeros de referencia iguales.

La Figura 1 muestra esquematicamente un ejemplo de realizacién de un espectrometro 10 de masas con una
trayectoria lineal-axial 2 de vuelo, que termina en un detector 4, y una fuente 6 de iones situada aguas arriba para la
desorcidn laser asistida por matriz (MALDI), como se utilizan a menudo en una investigacion por espectrometria de
masas de células microbianas.

Las Figuras 2A a 2G muestran esquematicamente y a modo de ejemplo un procedimiento de preparacién de
microorganismos en una muestra microbiana con fines de identificacién.

Las Figuras 3A a 3H ilustran esquematicamente un posible desarrollo de procedimiento para pruebas de
resistencia/sensibilidad de una muestra microbiana.

La Figura 4A y la Figura 4B presentan resultados de una prueba de resistencia/sensibilidad segln los principios de los
procedimientos aqui presentados.

Las Figuras 5A a 51 muestran esquematicamente y a modo de ejemplo un procedimiento de preparacién de
microorganismos, que no entra dentro del alcance de proteccién de las reivindicaciones adjuntas y tiene fines ilustrativos.

La Figura 6 ilustra un ejemplo de realizacién de un soporte de muestra combinado, con secciones que, por un lado,
son planas y, por lo tanto, pueden usarse como soporte de muestra para espectrometria de masas (y, en caso dado,
la preparacion sobre el mismo) y, por otro lado, presentan recipientes incorporados para el cultivo/la incubacién de
microorganismos en medios nutritivos liquidos.

Descripcion detallada

Si bien la invencidn se ha presentado y explicado por medio de una serie de modos de realizacién, los expertos en la
técnica reconocerén que se pueden llevar a cabo en la misma distintas modificaciones en la forma y los detalles sin
apartarse del alcance de las ensefianzas técnicas definidas en las reivindicaciones adjuntas.

Segun un primer aspecto preferido de la divulgacion, se averigu6 sorprendentemente que la sola preparaciéon de una
muestra microbiana viva directamente sobre un soporte de muestra para espectrometria de masas puede usarse para
el cultivo de microorganismos con el fin de producir en los puntos de muestra un nimero de microorganismos suficiente
para la detecciébn por espectrometria de masas. En este modo de realizacién sencillo, pero no obstante
sorprendentemente eficaz, la gota de medio nutritivo en la que estdn suspendidas o sumergidas las células
microbianas vivas hace las veces de, por asi decirlo, un reactor de incubacion.

Las Figuras 2A a 2G ilustran esqueméticamente un procedimiento de cultivo de este tipo en una gota directamente
sobre el soporte de muestra con posterior medicién por espectrometria de masas.

Un soporte 12 de muestra plano se cubre en diferentes lugares ("puntos") con gotas 14 de una suspensién de
microorganismos, conteniendo el liquido un medio nutritivo como, por ejemplo, un caldo Mueller-Hinton ajustado con
cationes o un caldo Iso-Sensitest. Segun las necesidades, las gotas 14 pueden presentar un volumen de 1-10
microlitros, por ejemplo, 2, 4, 6 o incluso 8 microlitros. Los puntos de muestra pueden estar marcados en la superficie
del soporte, o se pueden aplicar en lugares a una distancia suficiente sobre una superficie del soporte 12 por lo demas
libre de distintivos. Como soporte 12 se puede utilizar, por ejemplo, una placa AnchorChip con 96 puntos marcados
(Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania). Como alternativa, los puntos de muestra también pueden estar definidos
mediante la gota 14 de medio nutritivo aplicada, que no puede correrse si la superficie del soporte 12 de muestra es
suficientemente hidréfoba. Figura 2A.

El soporte 12, que en este ejemplo esta cubierto con cinco gotas 14, cada una de ellas con diferente contenido de
microorganismos, se pasa a un espacio 16 de incubacién, donde se puede mantener bajo una atmésfera definida y
controlada de, por ejemplo, 36 °C y casi el 100 % de humedad relativa del aire durante hasta aproximadamente 18
horas. Cabe mencionar aqui que, naturalmente, las muestras microbianas también se pueden aplicar ya en el espacio
16 de incubacién; por lo tanto, las etapas de procedimiento correspondientes de aplicar al soporte 12 de muestra y
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pasar el soporte 12 de muestra al espacio 16 de incubaciéon pueden cambiar el orden en cada modo de realizacién
concebible de los desarrollos de procedimiento descritos en esta divulgacion.

La humedad en el espacio 16 de incubacién se puede ajustar, por ejemplo, con solucidén de cloruro de sodio. Durante
el tiempo que pasan en el espacio 16 de incubacién, los microorganismos pueden multiplicarse en las gotas 14
metabolizando el medio nutritivo. La multiplicacién puede hacerse visible por que el medio nutritivo inicialmente
transparente que se halla en la gota 14 se vuelve turbio al cabo de unas horas (no representado). Sin embargo, el
enturbiamiento no es un requisito obligatorio para un crecimiento de microorganismos detectable mediante
espectrometria de masas. Sin embargo, puede servir de marca visual de control del proceso si los tiempos de
incubacién son lo suficientemente largos. Figura 2B. Los inventores han observado sorprendentemente que, al mismo
tiempo, los microorganismos multiplicados se depositan en cantidades suficientes en la interfase entre la gota 14 y la
superficie del soporte, lo que facilita en gran medida el posterior empobrecimiento del liquido (deshumectacién) o
secado. Figura 2C.

En una variante, el liquido residual en el sobrenadante de gota se puede aspirar cuidadosamente mediante una
micropipeta o nanopipeta 18 hasta que los agregados sedimentados de células microbianas 20 estén casi liberados
de liquido sobre la superficie del soporte. Figura 2D-2E. Debido al comportamiento de sedimentacién descrito
anteriormente, este tipo de eliminacién de liquido residual del medio nutritivo deja sorprendentemente suficientes
microorganismos en los puntos de muestra, de modo que se mantiene la base para la generacidn de sefiales de masa
detectables en el detector del espectrometro de masas.

A continuacién, el depésito 20 de microorganismos expuesto en los puntos de muestra se puede cubrir con una
sustancia de matriz para la ionizacién mediante desorcién laser asistida por matriz directamente sobre el soporte 12
de muestra (punta 22 de pipeta con sombreado en forma de mosaico). Figura 2F. Ademas, se pueden intercalar
previamente etapas de procesamiento adicionales, como la adicibn de sustancias para la extraccién de
proteinas/péptidos y/o una etapa de lavado (no representada), que son bien conocidas por los expertos en la técnica.
En la fuente de iones del espectrometro de masas se bombardean los puntos de muestra asi preparados con un laser
24, con lo que sobre el punto de muestra se generan iones a partir de la pelicula 20 de microorganismos sedimentada
y preparada, que se alimentan al analizador de masas conectado para su medicién. Figura 2G.

La especie o la subespecie del microorganismo cultivado se pueden deducir con una alta fiabilidad a partir de las
sefiales de masa especificas en los espectros de masas registrados, mediante algoritmos de evaluacién conocidos,
tales como el MALDI Biotyper® (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania), comparandolos con espectros de
referencia de una base de datos de espectros. El modo de proceder para tal evaluacién es conocido por los expertos
en la técnica y no es necesario describirlo aqui con mas detalle.

Ademas de la medicion de identificacién pura, explicada anteriormente, después del cultivo de microorganismos
directamente en el soporte de muestra para espectrometria de masas, la presente divulgacién también proporciona
procedimientos y equipos de reactivos de prueba para procesar las muestras microbianas para una prueba de
resistencia/sensibilidad, como se explica a continuacién.

Los aparatos habituales para pruebas de sensibilidad prueban por regla general una gran cantidad de antibidticos al
mismo tiempo (por ejemplo, de 12 a 18), que estédn contenidos en, asi llamados, "paneles" estandarizados. Los
resultados no suelen estar disponibles el mismo dia laborable porque requieren tiempos de incubacién y reaccién mas
largos; tiempo de incubacién habitual: 10-24 horas (asi llamada, “incubacién nocturna”). En situaciones clinicas
concretas, puede ser suficiente probar sélo uno o unos pocos antibibticos que entren especificamente en
consideraciéon para un determinado paciente y para su enfermedad, o que ya hayan sido administrados a un
determinado paciente. Sin embargo, puede ser urgente comprobar la eficacia si, por ejemplo, no se observa ninguna
mejoria clinica con la administracién de antibiéticos. Para ello, es muy importante, especialmente en el caso de
infecciones potencialmente mortales como, por ejemplo, la sepsis, que el resultado de tal prueba esté disponible para
el médico tratante no al dia siguiente, sino ya en un periodo de tiempo mucho mas corto de, por ejemplo, unas pocas
horas, como ayuda terapéutica para la toma de decisiones.

Por esta razén, esta descripcién se centra en particular en procedimientos y dispositivos (equipos de reactivos de
prueba, consumibles y otros utensilios) para llevar a cabo pruebas rapidas individuales, es decir, probar un
determinado antibiético en relacién con un determinado microorganismo o en relaciéon con grupos de microorganismos.
Esto no excluye la posibilidad de que puedan aplicarse principios iguales o similares o derivados, en caso dado
adaptados a la prueba simultanea de varios antibiéticos, para una prueba simultanea o préxima en el tiempo de un
gran namero de antibiéticos.

Una de las caracteristicas del método descrito segln el primer aspecto preferido es que la prueba de
resistencia/sensibilidad, al menos la mayoria de las etapas de trabajo necesarias, se lleva a cabo directamente en un
soporte de muestra para espectrometria de masas tal como un soporte para MALDI-TOF MS, es decir, una placa
plana y conductora adecuada hecha, por ejemplo, de acero pulido o de cerdmica, que sirve de sustrato para la
ionizacién durante la medicién en la fuente de iones de un espectrémetro de masas. En el método descrito, la prueba
de sensibilidad se basa en el crecimiento (basada en cultivo), es decir, el método representa una prueba de
sensibilidad fenotipica y, por lo tanto, es independiente de los mecanismos de resistencia subyacentes (si los hay).
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En este contexto, el crecimiento de los microorganismos con y sin antibiético (este ultimo indica el control del
crecimiento) también puede tener lugar directamente en un soporte para MALDI-TOF MS, en el que luego se realiza
la medicién. Esto diferencia fundamentalmente el método descrito segun el primer aspecto preferido de los métodos
anteriores basados en MALDI-TOF MS, en los que los microorganismos se cultivan fuera del soporte para MALDI-
TOF MS. En tales métodos, el cultivo con o sin antibiético (para el control del crecimiento) se realiza primero en
recipientes de cultivo o pocillos de placas de microtitulacién, después de lo cual tiene lugar un aislamiento de los
microorganismos o las proteinas microbianas en estos recipientes o pocillos, que a continuacién se transfieren a un
soporte para MALDI-TOF MS y después se miden. Sin embargo, esto requiere una serie de etapas manuales que
requieren mucho trabajo, lo que tiene como resultado una mala capacidad de integraciéon de tales procedimientos
utilizados hasta ahora en los diagnésticos de rutina. El método propuesto segun el primer aspecto, por el contrario,
posibilita un procesamiento de las muestras mucho mas sencillo y rapido.

De manera similar a lo explicado anteriormente en relacién con las Figuras 2A a 2G, las Figuras 3A a 3H acompafian
las etapas de trabajo aqui descritas a modo de ejemplo y sirven para ilustrar esquematicamente su posible significado.
Sin embargo, los profesionales en el campo reconoceran que ciertas etapas de trabajo se pueden realizar de forma
modificada. El experto en la técnica entendera el flujo de trabajo aqui propuesto como guia y, en caso dado, se desviara
del mismo en el marco de sus habilidades y conocimientos rutinarios, siempre que le parezca necesario o Util.

El antibidtico (por ejemplo, una solucién de antibiético en un medio nutritivo liquido) se puede mezclar con una
suspensién de microorganismos, bien en un recipiente de cultivo, bien directamente en un punto de un soporte 12
para MALDI-TOF MS (gota sombreada 14*). Ademas, por regla general se realiza conjuntamente un control de
crecimiento en otra zona del soporte para MALDI-TOF MS, es decir, un cultivo de la suspensién de microorganismos
en un medio nutritivo sin adicién de antibiético (gota no sombreada 14). Preferiblemente se aplica una cantidad muy
pequefia de la suspension sobre los puntos; por ejemplo, 1-10 microlitros. Asi pues, la prueba de sensibilidad tiene
lugar en microgotitas 14, 14*, preferiblemente con un volumen de aproximadamente 4-8 microlitros. En principio,
también es posible utilizar volumenes aun mas pequefios, por ejemplo, en forma de nanogotitas. La concentracidn
inicial de microorganismos en las gotas 14, 14* puede estar ligeramente por debajo del limite de deteccién de un
espectrémetro de masas de tiempo de vuelo MALDI convencional con una trayectoria de vuelo lineal y, por tanto, por
ejemplo, ser de aproximadamente 5x10° ufc por mililitro (ufc - unidad formadora de colonias). Figura 3A.

En el ejemplo mostrado, el soporte 12 para MALDI-TOF MS con la mezcla bésica de prueba se incuba luego en una,
asi llamada, "cdmara humeda" 16 en una incubadora con una humedad del aire alta. La camara humeda 16 sirve para
que las gotitas 14, 14* no se evaporen prematuramente durante la incubacién y puede estar realizada como una caja
con una tapa, por ejemplo, de plastico, en la que el soporte para MALDI-TOF MS se pueda introducir sin esfuerzo.
Esta camara humeda 16 puede realizarse de manera similar a los recipientes de transporte o almacenamiento
disponibles comercialmente para soportes comerciales para MALDI-TOF MS (Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Alemania) y se construye preferiblemente de tal manera que el soporte 12 para MALDI-TOF MS pueda colocarse a
suficiente profundidad en la misma para que la tapa no entre en contacto con las gotitas 14, 14* en la superficie del
soporte 12 para MALDI-TOF MS. Se puede introducir en la cdmara himeda 16 una pequefia cantidad de liquido, por
ejemplo, de 0,1 a 5 mililitros de agua o solucién de NaCl, para enriquecer la atmésfera en la cdmara 16 con humedad
y asi establecer una humedad del aire alta (cerca del 100 %), de modo que se impida la evaporacién de las gotitas 14,
14* de medio nutritivo mismas. Figura 3B.

En las gotitas 14, 14* se alcanza rapidamente durante la incubacién una alta concentracién de microorganismos en
un pequefio volumen de liquido (siempre que el crecimiento no sea inhibido por sustancias antimicrobianas). Después
de un tiempo suficiente, la cdmara humeda 16 con el soporte 12 para MALDI-TOF MS se puede retirar de la incubadora
(no mostrada). A continuacién, se retira el soporte 12 para MALDI-TOF MS de la camara hiumeda 16 y se secan las
gotitas 14, 14* que se hallan sobre el mismo. El secado puede realizarse de forma pasiva, por ejemplo, al aire, o
acelerarse, por ejemplo, mediante una corriente de aire generada activamente, la accién de calor, una combinacién
de éstas u otros procedimientos. Debido al volumen de liquido muy pequefio de una gotita 14, 14* (de nanolitros a
microlitros), el secado se realiza muy rapidamente. Sin embargo, este secado facil de las gotitas (por ejemplo, con aire
caliente) puede tener la desventaja de que, ademas de las células microbianas, se concentren también proteinas y
otros componentes del medio nutritivo liquido en los puntos del soporte 12 para MALDI-TOF MS y perturben la
mediciéon por MALDI-TOF MS. Este problema potencial se puede remediar separando las células microbianas del
medio nutritivo directamente en el soporte 12 para MALDI-TOF MS.

En ambos casos del secado y de la separacién, el objetivo es eliminar en gran medida el liquido residual de la gota
14, 14* de medio nutritivo para preparar el punto de muestra para la posterior preparacién. Como se indicé
anteriormente, los inventores han averiguado durante sus investigaciones que las células microbianas parecen
presentar una tendencia a sedimentarse durante la incubacién, que puede durar algunas horas, y luego acumularse
de manera predominante directamente junto a la superficie del soporte 12 para MALDI-TOF MS. Las células incluso
se adhieren ("se pegan") hasta cierto punto a la superficie del soporte 12 y forman una especie de "biopelicula de
microorganismos", mientras que los componentes liquidos forman un "sobrenadante" dispuesto encima. Sin querer
dar una explicacién cientifica sofisticada de este comportamiento durante el crecimiento de microorganismos en una
gota sobre una placa plana, se supone que las interacciones fisicas entre la superficie de la placa y las células de los
microorganismos, asi como los procesos de adhesién causados por las propiedades bioquimicas y biofisicas de la
superficie celular de los microorganismos, son responsables de la acumulacién preferida. Figura 3C.
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Aprovechando este nuevo hallazgo, el medio nutritivo liquido sobrenadante (liquido residual) se puede extraer por
pipeteado de las gotitas 14, 14* que se hallan en el soporte 12 para MALDI-TOF MS, como ya se ha descrito en otro
contexto en relacién con la Figura 2D. Como alternativa, simplemente se puede secar mediante ligeros toques con un
elemento absorbente para liberar del liquido el depésito de microorganismos. Por ejemplo, para este fin se pueden
utilizar toallitas absorbentes 26 que suelten poca pelusa, como las habituales en los laboratorios biolégicos/quimicos;
por ejemplo, KimWipes™. La separacion se realiza en este contexto inmediatamente y puede explicarse, entre otras
cosas, por el efecto capilar. La separaciéon se puede realizar secando mediante ligeros toques manuales por medio
de, por ejemplo, un pafio doblado (como papel absorbente, papel secante, pafios suaves para limpiar superficies
sensibles) o por medio de un dispositivo especial. Un dispositivo de este tipo puede presentar, por ejemplo, una placa
o una "almohadilla" hecha de un material absorbente que, para un secado uniforme, rapido y normalizado, se dispone
en particular simplemente encima del soporte 12 para MALDI-TOF MS a una distancia que permita establecer un
contacto de transferencia de fluido con las gotas 14, 14* y se retira de nuevo tras un tiempo de absorcién relativamente
corto, de unos pocos segundos. Figuras 3D-3F.

En un modo de realizacién alternativo del secado mediante toques ligeros con un elemento absorbente, el contacto
entre la gota y el tejido absorbente no se puede establecer en direccidn vertical (perpendicularmente a la superficie
del soporte de muestra como se muestra en las Figuras 3D-3F), sino en el borde lateral de la o las gotas cerca de la
superficie del soporte de muestra. De esta manera se puede garantizar que (i) el liquido residual del medio nutritivo
se absorba mas rapida y completamente y (ii) las células, que se acumulan preferiblemente en el centro del punto en
la superficie, no sean tocadas en ningun caso por el tejido absorbente, para que se reduzca el riesgo de una
eliminacién accidental de células. Esta modificacién de la absorcién de liquido puede reducir aun més el fondo en los
espectros de masas y mejorar asi aun mas la calidad de las mediciones.

Incluso en estas variantes de la eliminacién de liquido residual explicadas anteriormente, en el punto de muestra
correspondiente resulta un depésito 20 de microorganismos en gran medida deshumectado (o expuesto, con un
empobrecimiento del liquido residual) con pocos restos del medio nutritivo potencialmente perturbador, que sirve de
base para la posterior medicién por espectrometria de masas.

La separacién de las células del medio nutritivo liquido mediante secado por toques ligeros con un elemento
absorbente o pipeteado aqui descrita da como resultado mediciones muy eficaces con espectros MS de alta calidad.
Otra ventaja de esta separacidén en comparacién con el secado pasivo de las gotas es que la separacién se produce
de manera extremadamente rapida (inmediata o instantdneamente), lo que proporciona una ventaja de tiempo
significativa y posibilita un procesamiento posterior directo de las muestras. Sin embargo, en ciertos modos de
realizacion, el secado por toques ligeros con un elemento absorbente puede ir acompafiado de una corriente de aire
calentado de secado para empobrecer aun mas el liquido residual.

El procedimiento descrito tiene una eficacia para separar células de un medio liquido similar a la de la centrifugacion
con posterior eliminacién del sobrenadante, pero es posible directamente sobre un soporte para MALDI-TOF MS y sin
pérdida de tiempo. El efecto de separacién se puede reforzar aun mas, por ejemplo, mediante el uso de soportes
especiales para MALDI-TOF MS, como, por ejemplo, soportes de anclaje (AnchorChip, Bruker Daltonik GmbH,
Bremen) o también soportes para MALDI-TOF MS con puntos de muestra individuales en forma de un cono aplanado.
Esto podria reforzar el efecto de sedimentacién celular a través de depresiones poco profundas pero ligeramente
cbnicas. También se pueden aplicar otros procedimientos de lavado de muestras liquidas directamente sobre un
soporte.

Para mejorar la formacién de un depésito de microorganismos (adhesién) sobre la superficie del soporte de muestra
durante la fase de crecimiento, las superficies de los puntos pueden revestirse con diferentes sustancias que mejoren
la adhesién; por ejemplo, proteinas o azlcares. Estas sustancias se eligen preferiblemente de modo que no interfieran
en la medicién y/o la comparacion de los espectros de masas microbianos con juegos de datos de referencia. Esto se
puede conseguir, por ejemplo, haciendo que las sefiales de masa de estas sustancias se encuentren fuera del intervalo
de masa que se ha de evaluar, que habitualmente se halla entre m/z 2000 y m/z 20 000, por ejemplo, entre m/z 3000
y m/z 15 000. Como alternativa pueden elegirse como sustancias que aumentan la adhesién también sustancias (por
ejemplo, proteinas) que se utilicen al mismo tiempo como sustancias estandar; es decir, como marcadores de la buena
calidad de las mediciones y/o como marcadores de intensidad. En este caso, las sefiales de masa de estas sustancias
estandar pueden hallarse en el intervalo de masas que se ha de evaluar. Ademés, se pueden utilizar desde un principio
materiales con propiedades adhesivas mejoradas y/o calidad superficial mejorada como materiales para la fabricacién
de los soportes para MALDI-TOF MS.

Después de secar o separar las gotitas de medio nutritivo liquido en los puntos correspondientes, los puntos se cubren,
por ejemplo, con una matriz para investigaciones por MALDI-TOF MS (punta 22 de pipeta con sombreado en forma
de mosaico) y a continuacion se introduce el soporte en el aparato de MALDI-TOF MS y se miden las biomoléculas
microbianas, por ejemplo, proteinas o péptidos, como ya se explicé anteriormente. Figuras 3G-3H.

Antes de o al mismo tiempo que la aplicacidén de la sustancia de matriz, se pueden afiadir diferentes sustancias que
favorezcan la medicidén (no mostradas), por ejemplo, acido férmico o acetonitrilo, para una mejor extraccion de las
proteinas microbianas. También es posible aplicar gotas de agua desionizada como gotas de lavado sobre el depésito
de microorganismos y retirarlas nuevamente para eliminar sales. Después de la medicion, los resultados se pueden
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evaluar de acuerdo con los algoritmos que se explican posteriormente con mas detalle. En este contexto, se juzga y
se evalla el crecimiento de los microorganismos en presencia de los antibiéticos. El principio basico es que el
crecimiento de los microorganismos sensibles se inhibe en presencia de los antibiéticos, mientras que los
microorganismos resistentes estan en condiciones de crecer a pesar del antibiético. Realizar conjuntamente el control
del crecimiento, es decir, probar la suspensién de microorganismos sin antibidtico en el mismo soporte de muestra de
MS, puede ser util para la evaluacion y para los algoritmos de evaluacién correspondientes. La Figura 3B y la Figura
3C muestran esquematicamente una comparacién del comportamiento de crecimiento y sedimentacién en caso de
sensibilidad (contorno continuo) y en caso de resistencia (contorno discontinuo).

En una variante del procedimiento, el cultivo de los microorganismos con o sin antibiético también se puede realizar
en una placa de microtitulacién compuesta, donde un soporte de muestra plano y liso para espectrometria de masas,
tal como un soporte para MALDI-TOF MS, forma el fondo y, junto con una pieza sobrepuesta removible que contiene
agujeros pasantes, proporciona una cuadricula de pocillos, como se describe en la solicitud de patente CA 2 467 131
A1 (en ésta, Figura 10). Los pocillos o recipientes de reaccién proporcionados pueden (por ejemplo, como equipo de
reactivos de prueba), ya antes de la adicién de una suspensién de microorganismos, contener antibiéticos, por
ejemplo, en forma de solucién, polvo o en forma liofilizada. Después de un tiempo de incubacidén suficiente con
crecimiento de microorganismos concomitante o en caso dado ausente, se elimina el liquido residual de las gotitas,
por ejemplo, mediante secado, y se retira la pieza sobrepuesta de la placa para MALDI-TOF MS. A esto le pueden
seguir una preparacién de matriz MALDI como se ha descrito anteriormente y una medicién por MALDI-TOF MS.

En un modo de realizaciéon adicional, el soporte para MALDI-TOF MS no se puede incubar en una incubadora
separada, sino que la funcién de incubacién se puede integrar directamente en el espectrometro de masas MALDI-
TOF o en el sistema total, por ejemplo, en forma de una unidad de incubacién o un médulo de incubacién. Esto
posibilita una automatizacion y una mayor reduccién de las etapas de procesamiento manual necesarias. Un modo de
realizacion adicional prevé la integracién de un dispositivo térmico directamente en la cdmara hiumeda, de modo que
la cdmara himeda pueda asumir la funcién de una incubadora y resulte innecesario poner a disposicion una
incubadora separada.

El uso de soportes de muestra para espectrometria de masas que ya hayan sido preparados previamente con
antibiéticos sobre los puntos en forma de polvo seco u otra forma puede facilitar adicionalmente las pruebas de
sensibilidad para el usuario.

La Figura 4A muestra resultados de una prueba de resistencia/sensibilidad utilizando el ejemplo del bacilo
gramnegativo anaerobio facultativo Klebsiella pneumoniae en relacién con el antibiético B-lactamico meropenem del
grupo de los carbapenémicos. La preparaciéon de la muestra se realizé directamente en el soporte de muestra, como
describen esquematicamente las Figuras 3A-3H. El volumen de las gotas distribuidas fue de seis microlitros; la
concentracién del antibiético 2 microgramos por mililitro; y el tiempo de permanencia en el espacio de incubacién
correspondientemente acondicionado cuatro horas. Los espectros de masas de tiempo de vuelo MALDI se evaluaron
con el moédulo de software del producto comercial MALDI Biotyper®. Se probaron en cada caso una cepa de la bacteria
resistente a meropenem (espectros de masas de arriba) y una cepa de la bacteria sensible a meropenem (espectros
de masas de abajo). El control de crecimiento sin la adicién del antibiético, que se preparé en la misma placa de
soporte de muestra para MALDI, se muestra en cada caso en el espectro derecho.

Se ve claramente que, en el caso de la cepa resistente, las firmas de sefiales de masa especificas en los dos espectros
superiores apenas difieren. De esto se puede concluir que existe resistencia, ya que el crecimiento bacteriano
claramente no se ve inhibido por la presencia de meropenem y es posible una identificacién fiable de la especie. En
cambio, en el caso de la cepa sensible, las firmas de sefiales de masa especificas sélo son visibles en el espectro del
control del crecimiento (abajo a la derecha). Sin embargo, en presencia de meropenem (espectro inferior izquierdo),
las células de Klebsiella claramente no pueden (o casi no pueden) multiplicarse. Las sefiales de masa que se destacan
de forma aislada en el espectro inferior izquierdo pertenecen a una sustancia de referencia que se afiadié a la gota de
medio nutritivo para cuantificar los microorganismos, pero no se tienen en cuenta en la investigaciéon aqui descrita
concretamente. En estas condiciones de falta de crecimiento, el soffware de evaluacién no logra determinar la especie
de microorganismo por falta de datos; especialmente si la cantidad inicial de biomasa microbiana esta por debajo del
limite de deteccién de la espectrometria de masas. Esto permite concluir que las Klebsiellas de esta cepa reaccionan
de manera sensible a esta sustancia antimicrobiana especifica.

La Figura 4B ilustra en un diagrama de barras una estadistica del comportamiento de crecimiento de Klebsiella
pneumoniae en relaciéon con meropenem del experimento de la Figura 4A para cinco tamafios de gota diferentes: 2,
4, 6, 8 y 10 microlitros. Como puede verse, el crecimiento relativo de la cepa sensible estd de manera fiable por debajo
del valor umbral de crecimiento significativo de 0,4, mientras que para la cepa resistente se ubica muy por encima del
valor umbral; con una excepcién para las gotas de cuatro microlitros, donde la mediana es significativamente mayor
de 0,4, pero también se producen mediciones por debajo de esta en casos aislados.

Las pruebas de resistencia/sensibilidad se pueden realizar en muestras microbianas obtenidas directamente de
cultivos o directamente de material biolégico. En la técnica anterior, para las pruebas de sensibilidad se suelen utilizar
cultivos maduros, que se han incubado en un medio sélido, tal como agar, durante, por ejemplo, 16-24 horas y estan
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presentes en forma de colonias formadas después de tales tiempos de incubacién. También es posible realizar las
pruebas a partir de cultivos maduros incubados en medio nutritivo liquido.

Sin embargo, en muchas situaciones es ventajoso llevar a cabo una prueba de sensibilidad directamente a partir del
material de investigacién para reducir significativamente el tiempo hasta el resultado. Como ejemplos de un material
de este tipo de gran importancia para un diagnéstico rapido de patégenos se pueden mencionar los hemocultivos
positivos. Hoy en dia, el proceso de diagnéstico por hemocultivo suele consistir en que las muestras de sangre
extraidas del paciente se colocan primero en frascos especiales de hemocultivo con medio nutritivo liquido. Luego,
estos frascos se introducen en incubadoras automatizadas, que vigilan continuamente los frascos en cuanto a un
eventual crecimiento microbiano; por ejemplo, midiendo el diéxido de carbono. Si un frasco de hemocultivo da positivo,
su liquido se extiende sobre medios sélidos y a continuacidén estos Ultimos se incuban por regla general durante 16-
24 horas. Las colonias resultantes se utilizan para la identificacién y pruebas de sensibilidad a los antibiéticos. Entre
otras cosas, las colonias también son adecuadas para el método de prueba de sensibilidad aqui descrito.

Sin embargo, lo que ahorra tiempo es la identificacién y las pruebas de sensibilidad directamente a partir de
hemocultivos positivos para ahorrar el tiempo destinado al cultivo en medios sélidos y asi obtener el resultado
aproximadamente un dia antes. Para lograrlo, es necesario un procesamiento previo de la muestra para enriquecer
los microorganismos. Esto se puede conseguir, por ejemplo, mediante un procedimiento de lisis/centrifugacién o un
procedimiento de lisisffiltracién. En el procedimiento de lisis/centrifugacién, por ejemplo, las células sanguineas se
lisan primero mediante la adicién de un agente de lisis tal como un agente tensioactivo y luego los microorganismos
se concentran mediante centrifugaciéon. En una etapa de lavado opcional, se afiade un tampdn de lavado y los
microorganismos se concentran nuevamente mediante centrifugacion. A continuacion, la identificacion se realiza, bien
inmediatamente, bien después de una extraccién de proteinas. Uno de tales procedimientos de identificacion se
desarrollé como un equipo de reactivos de identificacion MALDI Sepsityper® (Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Alemania) y esté disponible comercialmente (N. G. Morgenthaler et al., International Journal of Microbiology Volume
2015, ID de articulo 827416, 10 péaginas).

Estos procedimientos u otros similares también se pueden utilizar como procesamiento previo de las muestras
(enriquecimiento de los microorganismos) para las pruebas de resistencia/sensibilidad mediante MALDI-TOF MS aqui
descritas. Esto posibilita una reduccién significativa en el tiempo de obtencidn de resultados.

Como alternativa, se pueden utilizar subcultivos incubados muy brevemente en medio sdlido y procedentes de
hemocultivos positivos u otros materiales para las pruebas de sensibilidad basadas en MALDI-TOF MS aqui descritas.
Recientemente se ha demostrado la utilizacién de subcultivos incubados muy brevemente en medio sélido y procedentes
de hemocultivos positivos para la identificacidn (Idelevich et al., Clin Microbiol Infect. 2014; 20:1001-1006) y para pruebas
de sensibilidad (ldelevich et al., J Clin Microbiol. 2014; 52:4058-4062). En este contexto, después de la realizacién del
subcultivo (extension), los medios sélidos sélo se incuban brevemente, por regla general de 1,5 a 6 horas, y la biomasa
microbiana "joven" resultante se utiliza para la identificacién y las pruebas de sensibilidad. Aunque este procedimiento no
hace posible realizar pruebas directas inmediatamente después de un resultado positivo de un hemocultivo, es muy
rapido en comparacion con las pruebas clasicas de colonias maduras que han sido incubadas durante 16-24 horas. La
ventaja de este método es que no se requieren consumibles ni una inversién de trabajo adicionales; sélo se realizan una
observacién més temprana de los medios sélidos y las pruebas a partir de la biomasa "joven".

Son especialmente ventajosas las pruebas de sensibilidad directamente a partir de sangre sin incubacion previa de
las muestras de sangre en un equipo automatico de hemocultivo. En este contexto, el procesamiento previo de las
muestras para el enriquecimiento de los microorganismos se puede realizar como se describié anteriormente para las
pruebas a partir de hemocultivos positivos.

Mientras que actualmente es dificil llevar a cabo una identificacién directa basada en MALDI-TOF MS directamente a
partir de la sangre sin un cultivo previo, incluso después de una concentracién de los microorganismos, debido a las
bajas concentraciones de células de microorganismos en la sangre, el procedimiento aqui descrito posibilita realizar
una prueba de sensibilidad directa basada en MALDI-TOF MS directamente a partir de la sangre. Una vez aislados
los microorganismos de la sangre, se prepara una suspensiéon de microorganismos en un medio nutritivo liquido vy,
como es habitual en las pruebas de sensibilidad, se mezcla la misma con un antibiético. Esta suspensién y, en caso
dado, un control de crecimiento se aplican a continuacién en forma de gotitas a un soporte para MALDI-TOF MS y se
incuban directamente en éste. Incluso con un numero inicial de células microbianas en la sangre muy bajo, los
microorganismos se multiplicaran después de un determinado tiempo de incubacién, al menos en el control de
crecimiento o, si existe una resistencia fenotipica, también en la mezcla de muestra y antibiético, lo que puede
detectarse mediante el espectrometro de masas MALDI-TOF. Por lo tanto, la prueba de sensibilidad en si se realiza
segun el mismo principio que por lo demas se describe en relacién con el primer aspecto preferido de esta divulgacién.

Una identificacién de microorganismos es posible sin mas utilizando MALDI-TOF a partir de colonias maduras
incubadas en medios sélidos. Sin embargo, para una identificacién directa a partir de material de investigacién (por
ejemplo, de hemocultivos positivos), es necesario un procesamiento previo de las muestras. Esto es posible, por
ejemplo, con el procedimiento de lisis/centrifugacidén descrito anteriormente. Sin embargo, este procedimiento requiere
etapas de procesamiento adicionales, lo que lleva tiempo y dificulta la integracién en los diagnésticos de laboratorio
de rutina.
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Los métodos descritos en esta solicitud de deteccién e identificacion a partir de gotitas o de prueba de sensibilidad en
gotitas directamente sobre un soporte para MALDI-TOF MS segln el primer aspecto preferido no sélo se pueden
realizar de forma aislada, sino también en combinacidn, siendo conveniente tal combinacién particularmente en caso
de realizarse las pruebas directamente a partir del material de investigacién; por ejemplo, de hemocultivos positivos.
Con tal combinacién de prueba de sensibilidad con identificacién, la medicién por MALDI-TOF MS no sélo compara el
crecimiento de la medicién de control con el crecimiento de la muestra mezclada con un antibiético de acuerdo con
los algoritmos descritos para la prueba de sensibilidad, sino que adicionalmente se puede utilizar también el
crecimiento microbiano no inhibido en la medicién de control para la identificacion habitual por MALDI-TOF MS. Con
tiempos de incubacién suficientemente largos, que no obstante ain son muy cortos en comparacién con los tiempos
de incubacién habituales de 16-24 horas, la cantidad de biomasa microbiana es suficiente para la identificacién. Las
ventajas de este método combinado son que (i) se puede prescindir de etapas de procesamiento adicionales para, por
ejemplo, el método de lisis/centrifugacion, (ii) los resultados de las pruebas de sensibilidad y la identificacién estan
disponibles rapida y simultaneamente y (iii) el tiempo hasta la finalizacién de las pruebas de sensibilidad y la
identificacién es mas corto en comparacidn con las pruebas clasicas a partir de colonias maduras.

La aplicacién de este método combinado puede concernir a pruebas de colonias maduras o jévenes, asi como a
pruebas directamente a partir de material, por ejemplo, de hemocultivo o sangre positivos.

Con un modo de realizacidén adicional de los métodos aqui descritos se hace posible una deteccién rapida y sencilla
de mecanismos de resistencia de microorganismos. Esto se consigue, por ejemplo, mediante pruebas combinadas.
Es decir, adicionalmente a la suspensiéon compuesta de microorganismo y antibiético y a una suspensién compuesta
sélo del microorganismo (control del crecimiento sin antibiético), también se prueba una suspensién compuesta de
microorganismo, antibidtico y una sustancia que anule especificamente (es decir, sobre la base de un determinado
mecanismo de resistencia) un eventual mecanismo de resistencia del organismo microbiano contra el antibiético.

Un ejemplo de esto es la deteccién de la formacién de B-lactamasas por parte de bacterias. Las B-lactamasas son
enzimas bacterianas que pueden disociar los antibidticos B-lactdamicos y, de este modo, hacerlos ineficaces. Ejemplos
de B-lactamasas son las B-lactamasas ampC, las B-lactamasas de Espectro Ampliado (ESBL, por sus siglas en inglés),
las carbapenemasas, etc. Cada tipo de B-lactamasa escinde un espectro especifico de antibidticos y tiene ademas
propiedades diferentes (por ejemplo, ubicacién del gen en un plasmido o en el cromosoma), que restringen en diversos
grados la gama de antibiéticos disponibles para una terapia y posibilitan diferentes velocidades de propagacién de las
cepas bacterianas correspondientes. Por lo tanto, una rédpida determinacién del mecanismo de resistencia subyacente
puede ser de gran importancia, especialmente también en relacién con los estudios de higiene hospitalaria y las
medidas de higiene que en caso dado se hayan de tomar.

Mediante la adicion de un inhibidor de B-lactamasa especifico (por ejemplo, &cido clavulanico para ESBL o
vaborbactam para meropenem), el efecto de una B-lactamasa se puede anular especificamente. Este principio se
utiliza no sélo con fines terapéuticos, sino también con fines de diagndstico para la deteccién de la B-lactamasa que
subyace a la resistencia. Por ejemplo, estan disponibles comercialmente hojas de prueba empapadas con antibiético
y hojas de prueba empapadas con antibiético més inhibidor de B-lactamasa. Después de extender el cultivo bacteriano
sobre un medio sélido, tal como una placa de agar, se colocan encima tales hojas de prueba; y al cabo de 16-24 horas
se miden las zonas de inhibicién (prueba de difusién en agar). Alcanzar cierta diferencia en el didmetro de la zona de
inhibicién entre la hoja de prueba con antibiético y la hoja de prueba con antibiético mas el inhibidor de p-lactamasa
indica la produccidn de una B-lactamasa especifica.

La ventaja de los métodos aqui descritos para las pruebas combinadas es que, ademas de ser mas faciles de llevar a
cabo, el resultado esté disponible ya después de unas pocas horas en comparacién con el resultado de, por ejemplo,
el método de difusién en agar, que requiere mucho més de 12 horas de tiempo, por lo que no estara disponible hasta
mucho mas tarde al dia siguiente. La ventaja de velocidad en los procedimientos aqui descritos se debe a que, por un
lado, el crecimiento de los microorganismos en un medio nutritivo liquido es significativamente més rapido que en un
medio sélido y, por otro lado, en una gotita se alcanza rapidamente una alta concentracién de microorganismos debido
al pequefio volumen de liquido. En tercer lugar, la medicién por espectrometria de masas, por ejemplo, utilizando
MALDI-TOF MS, garantiza una deteccién del crecimiento més sensible y mas rapida que la que se puede lograr
observando visualmente el crecimiento en un medio sélido como en el caso del método de difusién en agar.

En comparacién con la deteccién mencionada al principio de B-lactamasas mediante la deteccion de la escisién de B-
lactama usando MALDI-TOF MS (sefiales de masa de B-lactama no escindida o de productos de escision), el método
basado en MALDI-TOF MS aqui descrito utilizando las pruebas combinadas tiene una ventaja importante: la deteccién
de la escisién de B-lactama es un método indirecto, es decir, en el caso positivo se demuestra que se escinde un
antibiético p-lactamico y se deduce que el antibiético no sera eficaz para esta cepa bacteriana. Sin embargo, la eficacia
puede depender de otros factores, como, por ejemplo, la dosis del antibiético. En la prueba combinada aqui descrita
se determina adicionalmente de manera directa el efecto del inhibidor de la B-lactamasa sobre el crecimiento del
microorganismo, es decir, si la resistencia se anula o no. Tales resultados tienen una relevancia clinica
significativamente mayor.
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Sobre la base de lo explicado anteriormente, las pruebas combinadas aqui descritas se pueden utilizar para realizar
pruebas en colonias maduras o jévenes, asi como para realizar pruebas directamente a partir de material; por ejemplo
de hemocultivo o sangre positivos.

Ademas de utilizar los métodos descritos en forma de pruebas rapidas individuales, es decir, probar un determinado
antibiético contra un determinado microorganismo, también es posible probar varios antibiéticos al mismo tiempo
(pruebas multiples). Esto tiene la ventaja de que al mismo tiempo se puede crear un antibiograma completo para los
microorganismos de la muestra microbiana. Ademés es posible probar varias concentraciones para cada antibiético
simultdneamente, lo que hace posible determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI). Por CMI se entiende la
concentracién minima de un antibiético que inhibe el crecimiento microbiano. La CMI es una medida de la sensibilidad
de los microorganismos a los antibiéticos. Por un lado, la CMI hace posible categorizar un microorganismo en las
categorias “sensible”, “intermedio” o “resistente”; por otro lado, la CMI proporciona informacién sobre el “grado de
sensibilidad” de un microorganismo a un determinado antibiético. Para las pruebas multiples, se pueden cubrir muchos
puntos de un soporte para MALDI-TOF MS en paralelo, pudiéndose utilizar, por ejemplo, soportes con 96, 384 o
incluso 1536 puntos.

El crecimiento de los microorganismos se puede determinar mediante diferentes algoritmos de evaluacién. En este
contexto, se puede comparar el crecimiento de los microorganismos con antibiético con el crecimiento de los
microorganismos sin antibidtico (control de crecimiento).

Como un posible algoritmo se propone la deteccién de la biomasa microbiana. Una caracteristica del procedimiento
MALDI-TOF MS es un determinado limite inferior de deteccion, es decir, la cantidad minima de biomasa microbiana
(aproximadamente 104 o 10% células microbianas por punto) que posibilita una deteccion en el sentido de generar
sefiales de masa reconocibles en el espectro de masas. Este limite de deteccién inferior depende de muchos factores,
entre otros las caracteristicas y configuraciones del aparato. Segun el algoritmo aqui descrito, un microorganismo en
el medio nutritivo liquido se puede aplicar a un punto en una concentracién (cantidad) que es inferior al limite inferior
de deteccidn del procedimiento de medicion MALDI-TOF MS. Es decir, si se llevara a cabo una medicién por MALDI-
TOF MS sin procesamiento adicional de esta muestra microbiana, no se podria detectar ninguna firma de
microorganismo en el espectro de masas por encima del fondo omnipresente. De ello se deduce inmediatamente que,
si el microorganismo es sensible al antibiético que se ha de probar, se inhibe el crecimiento y la biomasa microbiana
apenas sera detectable incluso después del periodo de incubacidn, ya que no se supera el limite inferior de deteccién.
En cambio, en caso de resistencia del microorganismo al antibiético que se ha de probar, los microorganismos pueden
crecer durante la incubacidén del mismo modo que en el caso del control de crecimiento (sin antibiético) y se puede
detectar la masa microbiana, es decir, se detectan las correspondientes seflales de masa microbianas especificas en
el espectro de masas.

Para aumentar la precisién del procedimiento y evitar la probabilidad de una interpretacién errénea de una firma que
aparezca "accidentalmente” en el espectro de masas y que sea similar a una firma de sefial de masa microbiana
especifica, incluso con pequefias cantidades de biomasa microbiana (normalmente por debajo del limite de deteccién),
puede utilizarse (en caso dado, adicionalmente en combinacién) la cuantificacién o la cuantificacidén relativa de la
cantidad de biomasa microbiana. Esto se puede conseguir, por ejemplo, comparando la, asi llamada, "Area Bajo la
Curva" (ABC) y/o maximos de intensidad usando un estandar interno ("MBT-ASTRA", Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Alemania) o mediante otros métodos estadisticos que el experto en la técnica conoce fundamentalmente y que aqui
no necesitan explicacion adicional. En particular, el juego de datos de referencia para la comparacién con una firma
de masa microbiana en el espectro de masas registrado se puede derivar o determinar a partir de las sefiales de masa
de un estandar interno o una sustancia de referencia en el mismo espectro de masas.

Como otra posible variante se propone el algoritmo de resoluciéon espacial. En este contexto, utilizando el
procedimiento MALDI-TOF MS, los disparos laser se emiten en una cuadricula espacial definida con precisién, por
ejemplo, 1000 disparos distribuidos en zonas respectivamente definidas de un punto preparado de un soporte para
MALDI-TOF MS. El nimero de disparos "exitosos", es decir, disparos en los que se haya generado un espectro de
masas con una firma de microorganismo detectable, se compara, por ejemplo, entre la muestra microbiana con
antibiético y la muestra microbiana sin antibiético (control de crecimiento).

Este algoritmo también se puede utilizar, por ejemplo, como complemento del algoritmo de deteccién de biomasa
microbiana descrito anteriormente, con el fin de aumentar la precisién del procedimiento de deteccién y reducir la
probabilidad de que se interpreten erréneamente como un crecimiento significativo firmas que aparezcan
"accidentalmente" en el espectro de masas, incluso con cantidades pequefias de biomasa microbiana (normalmente
por debajo del limite de deteccién). Es decir, un pequefio nimero de disparos exitosos, por ejemplo, todavia no puede
interpretarse como crecimiento, sino que se interpreta como accidental y no significativo.

Las Figuras 5A a 5l explican un ejemplo de realizacién de un procedimiento que no entra dentro del alcance de
proteccién de las reivindicaciones adjuntas y sirve para fines ilustrativos. Dado que muchas etapas son similares a las
de los procedimientos descritos anteriormente, de modo que las explicaciones correspondientes también se pueden
aplicar a este ejemplo, la siguiente descripcién se limita, lo mas brevemente posible, a las diferencias esenciales con
respecto a los procedimientos segln el primer aspecto preferido de la divulgacién.
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Una diferencia esencial consiste en que el cultivo/la incubaciéon de microorganismos y la preparacién para una
medicién por espectrometria de masas no tienen lugar en el mismo sustrato plano como un soporte de muestra para
espectrometria de masas, sino en sustratos (o secciones de sustrato) separados. Una suspensién de microorganismos
en un medio nutritivo liquido se introduce en unos recipientes 28; por ejemplo, pocillos de una placa 30 de
microtitulacion. El indculo puede ser de aproximadamente 10° ufc por mililitro; el volumen del medio nutritivo es de
aproximadamente 50 a 250 microlitros; preferiblemente 100 microlitros. Los pocillos 28 pueden contener (por ejemplo,
como un equipo de reactivos de prueba) sustancias antimicrobianas, por ejemplo en forma de una solucién, un polvo
o en forma liofilizada, para pruebas de resistencia/sensibilidad, ya antes de la adicién de una suspensién de
microorganismos. Como alternativa, estos antibiéticos se pueden afiadir mas tarde al medio nutritivo. Figura 5A.

La placa 30 de pocillos se coloca en una incubadora 16 y se conserva en la misma durante un tiempo de incubacion
determinado de, por ejemplo, 4 a 18 horas, para estimular el crecimiento de microorganismos. Como ya se ha
explicado, los microorganismos tienden a formar depésitos ("biopelicula de microorganismos") en el fondo y en la parte
inferior de las paredes laterales de los pocillos 28. Figuras 5B-5C.

La placa 30 de pocillos se saca de la incubadora 16. Para poder extraer de los pocillos 28 un volumen del medio
nutritvo con una cantidad suficiente de microorganismos crecidos intactos a partir de una distribucién
aproximadamente uniforme de microorganismos, el depésito se puede arremolinar, por ejemplo, moviendo la punta
18 de la pipeta hacia arriba y hacia abajo varias veces o agitando suavemente la placa 30 de pocillos, poco antes de
la extraccidén, de modo pueda tomarse una muestra de los microorganismos en mayor concentracion y distribuidos
uniformemente con el liquido del medio nutritivo. La cantidad de liquido extraido puede estar entre 1 y 10 microlitros.
Figura 5D-5E.

Como alternativa a este procedimiento, la formacién de un depésito de microorganismos en los pocillos 28 se puede
impedir o detener en caso dado desde el principio durante el cultivo agitando cuidadosamente la placa 30 de pocillos
durante el tiempo en la incubadora 16 (no representado). Entonces puede ser innecesario arremolinar con la punta 18
de la pipeta y/o agitar posteriormente.

La cantidad de liquido extraido con los microorganismos intactos contenidos en el mismo se deposita como gotas 14
sobre los puntos de un soporte 12 de muestra plano para espectrometria de masas. Figura 5F.

Se aguarda un tiempo de espera o de reposo de aproximadamente 10 a 60 minutos, durante el cual se da a los
microorganismos la ocasién de fijarse en la interfase entre el liquido de la gota y la superficie del soporte o
sedimentarse en la misma. En principio, el tiempo de espera se puede reducir a medida que aumenta la concentracion
de microorganismos en la gota 14 sobre el soporte 12 de muestra; en otras palabras, si la concentracidn es alta, el
tiempo de espera puede estar en el extremo inferior del intervalo preferido; si la concentracién es baja, puede resultar
ventajoso esperar un periodo de tiempo mas largo. Figura 5G.

Como ya se explicé anteriormente en otro contexto, después del tiempo de espera se puede eliminar del punto de
muestra liquido residual del medio nutritivo, por ejemplo, mediante un tejido absorbente (pafio 26), que se pone en la
superficie de soporte lateralmente en contacto de transferencia de fluido con la gota 14 en un punto y que aspira
simplemente una gran parte del liquido. Sin embargo, naturalmente se pueden utilizar también otros tipos de extraccién
de liquido, tales como el pipeteado, como ya se describi6é anteriormente. Figura 5H.

El depdsito 20 de microorganismos asi expuesto puede prepararse ahora como se ha descrito anteriormente y medirse
en un espectrémetro de masas. Por ejemplo, se pueden extraer péptidos/proteinas de los microorganismos y/o se
puede lavar el depdsito 20 y/o se puede embutir el depésito 20 en una sustancia de matriz MALDI. Figura 5l.

La Figura 6 ilustra esquematicamente y a modo de ejemplo una placa 32 de soporte de muestra/pocillo combinada
con una depresion 34 (que puede ser representativa de una pluralidad de depresiones), en la que se pueden cultivar
los microorganismos, y una seccidn plana 36 espaciada de la misma con puntos de muestra, que puede utilizarse
como sustrato para una preparacién de muestras para espectrometria de masas. En la fuente de iones del
espectrémetro de masas, la perturbacién del campo eléctrico provocada por la depresién 34 se puede reducir, por
ejemplo, cubriendo previamente a ras la depresién 34 (no representado).

Los principios aqui descritos no estan limitados forzosamente a procedimientos de medicién por MALDI-TOF MS, sino
que, en principio, también se pueden implementar con otros métodos de deteccién o diferenciacién, como, por ejemplo,
con otros métodos de deteccidn por espectrometria de masas o métodos para determinar la fluorescencia intrinseca.

Ademas de las realizaciones explicadas a modo de ejemplo, también son imaginables otros modos de realizacion de
la invencién. Con el conocimiento de esta divulgacién, es posible sin mas para el experto en la técnica disefiar otros
procedimientos ventajosos de preparacién y medicién por espectrometria de masas para muestras microbianas vivas
y microorganismos.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para la preparacién de muestras microbianas vivas para una posterior medicién por espectrometria
de masas, que comprende las etapas:

(a) proporcionar un soporte de muestra plano que comprende varios puntos de muestra;

(b) aplicar al menos una muestra microbiana viva en una gota de medio nutritivo a al menos uno de los puntos
de muestra;

(c) pasar el soporte de muestra a un espacio de incubacidén con una atmésfera definida durante un periodo de
tiempo predeterminado para estimular el crecimiento de microorganismos;

(d) eliminar el liquido residual de la gota de medio nutritivo después del periodo de tiempo predeterminado para
exponer un depdésito de microorganismos en el punto de muestra;

(e) preparar el punto de muestra para una ionizacién de desorcién;

(f) transferir el soporte de muestra a una fuente de iones de desorcién de un espectrometro de masas, generar
iones a partir del punto de muestra preparado y registrar al menos un espectro de masas correspondiente; y

(g) comparar el espectro de masas registrado con un juego de datos de referencia para determinar al menos una
propiedad de la muestra microbiana.

Procedimiento segln la reivindicacién 1, en el que el juego de datos de referencia presenta espectros de
referencia sacados de una biblioteca de espectros de masas previamente registrados, comprendiendo la al
menos una propiedad de la etapa (g) en el marco de una identificacion la especie o subespecie de
microorganismos presentes en la muestra microbiana.

Procedimiento segln la reivindicacién 1 0 2, en el que la misma muestra microbiana se aplica en paralelo a varios
puntos de muestra en la etapa (b) y las gotas de medio nutritivo contienen a veces una sustancia antimicrobiana
0 una combinacién de sustancia antimicrobiana e inhibidor enzimético y otras veces no.

Procedimiento segun la reivindicacién 3, en el que se utiliza un inhibidor de B-lactamasa como inhibidor
enzimatico.

Procedimiento segln la reivindicacién 3 o la reivindicacién 4, en el que el juego de datos de referencia es un
espectro de masas, registrado de manera préxima en el tiempo, de un punto de muestra sobre el que en la etapa
(b) se ha aplicado una gota de medio nutritivo sin sustancia antimicrobiana o combinacién de sustancia
antimicrobiana e inhibidor enzimatico, y la al menos una propiedad de la etapa (g), en el marco de una
caracterizacion, comprende una sensibilidad de los microorganismos presentes en la muestra microbiana a la
sustancia antimicrobiana o la combinacidn de sustancia antimicrobiana e inhibidor enzimatico.

Procedimiento segun la reivindicacién 5, en el que en la etapa (b) se aplican varias gotas de medio nutritivo con
concentraciones respectivamente diferentes de la misma sustancia antimicrobiana, y la al menos una propiedad
de la etapa (g), en el marco de una caracterizacién, comprende una concentracién minima inhibitoria de la
sustancia antimicrobiana en relacidén con los microorganismos.

Procedimiento segln una de las reivindicaciones 3 a 6, en el que la al menos una propiedad de la etapa (g) se
deriva de una diferencia en el crecimiento de microorganismos.

Procedimiento segln una de las reivindicaciones 3 a 7, en el que la muestra microbiana de la etapa (b) se
dimensiona en la gota de medio nutritivo de tal manera que una cantidad esté ligeramente por debajo del limite
de deteccidn de la medicién por espectrometria de masas.

Procedimiento segln una de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la temperatura y la humedad en el espacio de
incubacién en la etapa (c) se ajustan a aproximadamente 36 °C y cerca de la saturacidn, respectivamente.

Procedimiento segln una de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la eliminacién del liquido residual en la etapa
(d) comprende secar un sobrenadante de gota mediante un material absorbente o pipeteando.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la preparacidn en la etapa (e) comprende una
extraccién preparatoria de proteinas/péptidos microbianos del depésito de microorganismos y/o lavar el depésito
de microorganismos y/o embutir el depdsito de microorganismos en un sustancia de matriz absorbente de luz
laser, para ionizarlo posteriormente mediante desorcién laser asistida por matriz (MALDI) en la etapa (f).

Procedimiento segln una de las reivindicaciones 1 a 11, en el que los espectros de masas de la etapa (f) se
registran de manera dispersiva en tiempo de vuelo.
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13. Procedimiento segln una de las reivindicaciones 1 a 12, en el que en la etapa (b) la muestra microbiana (i) se
distribuye como una suspensién en la gota de medio nutritivo sobre el al menos un punto de muestra o (ii) se
deposita primero en forma de células sobre el al menos un punto de muestra y a continuacién se sumerge en una
gota de medio nutritivo distribuida.

18



ES 2 985 581 T3

Figura 1

lf

L .
FRA LD 0N 63 }/a

>3

TN 3 N Wt
e BGmin {4

8}

3

< -,
2PN T A S O S A S AN )

Figura 2
{continuacian abajo)

19



ES 2 985 581 T3

Figura ¢
{continuacion)

20



ES 2 985 581 T3

A}

B)

112 ] sanséhi&}

l.\-v-\\(-\uv" R e e
VTR .-

Figura 3
{continuacion abajo)

21



ES 2 985 581 T3

e BHRrsTar s tAYOTY O THIN TIOTIDO (TR0 BUGRE BE ORTIOESY

e
GORE v SO B

nenrsan

wisyadniaty Emm D080 ap m.ﬂhmﬁ,ﬁﬂw
s & oppsues edas aewmunnud BRoEGan

LS 50028 BEows L

el ApOr 1 TEN PRI CRIEIIRP 2 opepses waly

T

2

R 3

ng %

wauadoia wo

WpUadoIsL B MGBUES BleD BRILLOPUL wiRmTang

FREE SRR

BRI BT SIARLOI LaTAIIG H T OIS SRR Sl DRG0 Seruomnoud RS gory (opanaR g I TR SHIIREE LORMENIINGET O OPERnEY Y

B985 CLOTE 9

8

T T

| @

wipuadois WS DUSILEDSID Sp jO4U07
wistsdossu ¢ eyaepsisal vdos ‘sgouneud epsgary

AE 4E RG AR 9T

wisuadoiaw von

wisuadoasil B a3uesised sden ‘wrmownsud spamisng

R S

sea oy p {uomeqnow ap odway) eqgarud &) ap upDengg

Figura 4A

22



ES 2 985 581 T3

0.4

i

NSO
g

¥

s

L RGN
g

E WO
PR Y

| HARGISg
L

OARRISE QIUBIUEDRED

Figura 4B

23

Cepa sensible

Cepa resistents



ES 2 985 581 T3

s
k7
kol

o

coeionsrrens, oo %
,A.w#.\\\\%

E)

bajo)

- r

Figura 5
mnuacion a

{cont

24



ES 2 985 581 T3

; g o4
s 7% e L
g g
S
/' £ i
e I ] % g5 F>
] 3 % ¥ " B
o s I v E "

b “l oy
Wy L7 M m
ee\n.mx é_(\\ ot
S
o ., ©
— g s M TR oy o
% 4 &, Pt al\\»\«m z e P “ F..
e for V4] “ 4 8 £ *, . B
Q .na)))s.)\ ./7 \ Af“ mg ﬁ v\ og
Yo g N | f
e F n i e F
i Iy
g &

)
5

1

25



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - CLAIMS
	Page 18 - CLAIMS
	Page 19 - DRAWINGS
	Page 20 - DRAWINGS
	Page 21 - DRAWINGS
	Page 22 - DRAWINGS
	Page 23 - DRAWINGS
	Page 24 - DRAWINGS
	Page 25 - DRAWINGS

