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DESCRIPCION
Identificacion microbiana mediante espectrometria de masas y espectrometria de infrarrojos
Campo de la invencion
La invencion se refiere a métodos para identificar microorganismos en una muestra mediante espectrometria.

En la invencién se complementa una identificacién fiable de la especie de microbios desconocidos mediante
espectrometria de masas con un analisis detallado de la subespecie y las variedades mediante espectrometria de
infrarrojos, principalmente con el fin de identificar variedades con relevancia médica, como patovares (por ejemplo,
ECEH y ECEP) y microbios con resistencia a los antibiéticos (SARM, por ejemplo). El analisis detallado mediante
espectrometria de infrarrojos requiere el conocimiento de la especie microbiana con el fin de utilizar una base de
datos especifica y restringida a una sola especie (coleccidon) de espectros de infrarrojos de referencia, y
especialmente para realizar el cultivo microbiano de forma estandarizada y especifica para esa especie. La
identificacion de los microbios mediante espectrometria de masas se realiza comparando, en busca de similitudes,
sus espectros de masa con los espectros de referencia de microbios de todos los dominios taxonémicos en una
amplia base de datos (coleccion). Por otro lado, el andlisis detallado de las subespecies y variedades se realiza
utilizando espectros de infrarrojos basicamente de la forma habitual, mediante un analisis de clasificacion
matematico-estadistico, aplicado en este caso a una cierta cantidad de espectros de infrarrojos de referencia de las
subespecies y variedades de una Unica especie microbiana. Esta identificacion consta al menos de dos pasos y
tiene interés principalmente para el diagnéstico médico.

Antecedentes de la invencion

La identificacion rapida y sin errores de microorganismos tiene una gran importancia en la microbiologia clinica en
particular, pero también en el analisis de alimentos, en la supervision y el control de los procesos biotecnolégicos y
en la supervision de rios y lagos. Los microorganismos, denominados mas adelante también gérmenes y microbios,
son en general organismos microscopicos que incluyen a las bacterias, los hongos unicelulares (p. €j., las
levaduras), las algas microscopicas y los protozoos.

Identificar a un microorganismo significa clasificarlo conforme a un esquema jerarquico taxonémico: dominio, reino,
filo, clase, orden, familia, género, especie y subespecie. No obstante, la identificacion de bacterias puede englobar
adicionalmente variedades, tales como los serotipos o los patovares.

Los términos «serotipo» o «serovar» (abreviacion de «serovariedad») se emplean para describir variedades dentro
de las subespecies bacterianas que pueden diferenciarse mediante pruebas serolégicas. Difieren, en lo que respecta
a los antigenos en la superficie de las células, y se identifican en la microbiologia convencional con la ayuda de los
anticuerpos especificos. La jerarquia taxondmica de los serotipos es la siguiente: género > especie > subespecie
(subesp.) > serotipo, por ejemplo con la denominacion binominal extendida de la especie Salmonella enterica
subespecie enterica serotipo Typhi, cuya forma abreviada es Salmonella Typhi.

Un patovar (del griego pathos, que significa 'sufrimiento’ o 'enfermedad') es una cepa bacteriana o un grupo de
cepas con las mismas propiedades, que se diferencia de otras cepas dentro de la especie o subespecie por su
patogenia. Los patovares se designan mediante una extension ternaria o cuaternaria de la denominacion binominal
de la especie. La bacteria Xanthomonas axonopodis, por ejemplo, que puede causar la antracnosis de los citricos,
tiene diversos patovares con diferentes especializaciones de huésped: X. axonopodis pv. citri es uno de ellos. La
abreviatura «pv.» se refiere a «patovar». Las cepas virulentas de los patégenos humanos también tienen patovares,
que se designan asimismo mediante una adicion tras el nombre. Por ejemplo, la bacteria intestinal Escherichia coli,
que en general es completamente inofensiva, tiene patovares altamente peligrosos: E. coli enterohemorragica
(ECEH), E. coli enteropatogénica (ECEP), E. coli enterotoxigénica (ECET), E. coli enteroinvasora (ECEI), E. coli
enteroagregativa (ECEA) y E. coli de adherencia difusa (ECAD). Los patovares pueden, a su vez, contener
diferentes serotipos. La ECEH tiene muchos serotipos conocidos, y en torno al 60 % de todos los serotipos de ECEH
identificados son 0157, 0103 y O26. El serosubtipo O157/H7 es especialmente peligroso.

En un sentido mas amplio, la identificacién de microbios puede también englobar variedades que difieren en otras
propiedades con relevancia médica, en concreto su resistencia a los antibiéticos (especialmente los antibioticos
betalactamicos y los antibidticos glucopéptidos), pero también su formacion de toxinas (toxivares) o su receptividad a
los mismos o similares bacteriéfagos (fagovares). En general, el término «biovar» se emplea cuando un grupo de
microbios de una especie o subespecie posee propiedades bioldgicas comunes. Un ejemplo de una variedad
resistente a los antibidticos es el SARM (Staphylococcus aureus resistente a la meticilina).

El término «cepa» designa a una poblacién que desciende de un Unico organismo y que se almacena en un banco
(a menudo nacional) de cepas microbianas. Se afiade una designacion de la cepa estandarizada internacionalmente
a la secuencia nomenclatural que comprende el género, la especie, la subespecie y la variedad. Los organismos
individuales de una cepa son genéticamente idénticos; las diferentes cepas varian ligeramente en lo que respecta a
su genotipo.
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Recientemente se ha extendido ampliamente en los laboratorios microbiolégicos el uso de dos métodos
espectrométricos para la identificacién de microbios. Se tratan de la espectrometria de masas y la espectrometria de
infrarrojos. Es preciso sefalar en este caso que, por extrafio que parezca, ningun grupo de investigacion utiliza hasta
el momento los dos métodos ni en paralelo ni en combinacion. Si se examina detenidamente, este hecho puede
deberse a que, en la mayoria de los casos, los campos de investigacion de estos grupos son diferentes, al igual que
ocurre con los objetivos de las identificaciones.

Siempre resulta conveniente utilizar la espectrometria de masas cuando se tienen que identificar microbios de una
especie completamente desconocida de forma rapida y sencilla, hasta el nivel taxonémico de la especie, sin
conocimiento previo de ningun tipo. En general, el método funciona muy bien siempre que los microbios se puedan
cultivar sobre medios nutritivos o en estos. Es preferible producir colonias sobre medios nutritivos gelatinosos en
placas de Petri. EI método es muy consistente: la edad y nutricion de la colonia no tienen practicamente ningin
efecto en la identificacion mediante espectrometria de masas; tampoco tienen demasiada importancia las
cantidades, los métodos de preparacion o los periodos de almacenamiento de las muestras en los soportes de
muestras para espectrometria de masas. Esto significa que el método de propagacion y preparacion de la muestra
no requiere una estricta estandarizacion. Ademas, solo se necesita una pequefia cantidad de material de muestra,
ya que basta con colonias de tamafio minimo. Los picos de los espectros de masa indican a las proteinas
microbianas que son extremadamente comunes o faciles de ionizar; del 60 al 85 % de estos picos corresponden al
40-60 % de las diferentes proteinas que constituyen los ribosomas. Puesto que cada ribosoma se encuentra varios
miles de veces en cada célula, y puesto que las masas de todas las proteinas ribosémicas de las diferentes
especies microbianas son caracteristicamente diferentes entre si, la uniforme frecuencia de aparicion de estas
proteinas las hace ideales para una identificacién. Tras un cultivo exitoso, el método identifica a la especie
taxonémica de los microbios investigados en cuestion de minutos utilizando programas informaticos automatizados
para comparar sus espectros de masa con los espectros de masa de referencia de una amplia colecciéon de
espectros, que puede contener miles de espectros de masa de referencia de microbios de todos los dominios
taxonémicos. El método proporciona un grado muy elevado de certeza sobre la identificacion. Solo en unos pocos
casos resulta imposible diferenciar entre dos especies microbianas con certeza. Por otro lado, solo de forma
excepcional es posible identificar subespecies o incluso variedades y, conforme a los conocimientos actuales, esto
apenas cambiara sobre la base de los métodos utilizados actualmente, que se optimizan en lo que respecta a la
sensibilidad, velocidad y precisidon de la identificacion. La principal razon de ello es que las variedades no poseen

diferentes proteinas ribosémicas. ) _ o . )
Por el contrario, con la espectrometria de infrarrojos es posible identificar subespecies y variedades, tales como los

serotipos y los patovares, en algunos casos incluso cepas individuales dentro de una especie, si se dispone de una
coleccion adecuada de espectros de referencia para las subespecies y variedades de esta especie. No obstante, la
compilacion de esta coleccidon requiere habitualmente que el cultivo, preparacion y requisitos de mediciéon
especificos de esa especie se cumplan con precisién, lo cual es bastante diferente de lo que ocurre con la
espectrometria de masas.

Los espectros de infrarrojos se basan en miles de vibraciones de los grupos funcionales y los enlaces polares en el
material biolégico; éstas, a su vez, se producen en todos los componentes de las células microbianas, tales como el
ADN, el ARN, las proteinas, las estructuras internas, las membranas y las paredes celulares, asi como también en
las reservas de energia. No existen asignaciones inequivocas de moléculas a caracteristicas concretas en los
espectros, aunque ciertos intervalos espectrales se pueden asignar preferentemente a ciertas especies moleculares:
el intervalo de aC|dos grasos de 3050 a 2800 cm™ con vibraciones de los grupos CHz y CHs, eI intervalo de amidas
de 1750 a 1500 cm™' con enlaces peptidicos y el intervalo de polisacaridos de 1200 a 900 cm™. El intervalo de 900 a
700 cm™' se denomina «intervalo caracteristico». Contiene algo de todas las moléculas y es muy importante para la
diferenciacion entre las especies.

Las diferenciaciones dependen de minimas diferencias en los espectros de infrarrojos, razon por la cual todos los
pasos del método de identificacion mediante espectros de infrarrojos suelen estar estandarizados, desde el cultivo
de los microbios con las duraciones y temperaturas prescritas sobre los medios nutritivos prescritos hasta la
preparacion y medicién de las muestras. Se debe supervisar el contenido de oxigeno y el nivel de humedad por
encima del medio nutritivo. Pequefias desviaciones del método estandarizado, tales como una desviacién superior a
media hora en el periodo de cultivo o superior a un grado Kelvin en la temperatura de cultivo, son suficientes para
dificultar la identificacion o falsearla.

Para compilar una coleccién de espectros de infrarrojos de referencia se cultivan microbios de un grupo
y se miden en condiciones estandarizadas. El conjunto de espectros de esta coleccion de referencia se somete a
continuacion a un procedimiento de clasificacion matematico-estadistico. Se emplean diversos métodos matematico-
matematico-estadisticos, tales como ARNA (analisis de redes neuronales artificiales), ACP (analisis de componentes
principales), PLS-DA (analisis discriminante por minimos cuadrados parciales), SVM (maquinas de vectores de
soporte), analisis de agrupamiento jerarquico u otras técnicas de clasificacion. Tras una fase de aprendizaje y
verificacion con ayuda de los espectros de infrarrojos de la coleccién, se pueden, a continuacion, aplicar los
de clasificacion al espectro de infrarrojos de los microbios de una muestra, que han sido cultivados de la misma
Los algoritmos proporcionan la clasificacion taxondmica, tal como la especie, subespecie, serotipo, patovar e,
la cepa. No obstante, si el microbio de la muestra no pertenece al grupo estrechamente emparentado, el analisis
detallado mediante infrarrojos puede arrojar resultados completamente falsos. Como ejemplo de ello, se puede
3
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incorrectamente el patovar ECEH si los microbios no son E. coli, como se habia supuesto, sino los relativamente
inofensivos Citrobacter, por ejemplo.

Estas diferencias en la manipulacion y resultados significan que los campos de aplicacion de la espectrometria de
masas Yy la espectrometria de infrarrojos son diferentes. En la practica, en el ambito del diagndstico clinico solo se
utiliza la espectrometria de masas, ya que se debe asumir que los patdbgenos desconocidos pueden pertenecer a
todos los dominios taxondmicos. Lo mismo se aplica a la supervision de rios y lagos y al resto de areas donde tiene
vital importancia la rapida identificacion de cualquier tipo de microbio sin conocimiento previo de la especie
microbioldgica. Los microbios pueden pertenecer aqui a todos los dominios taxonémicos de bacterias, arqueas y
organismos eucarioticos, incluidas las algas u hongos unicelulares, como las levaduras.

Por el contrario, si el objetivo es detectar fuentes de contaminacion y rutas de transmision de microbios en alimentos
contaminados o ganado infectado, es importante determinar la subespecie y variedad para una identificacion fiable
de las fuentes de infecciéon. En este caso, habitualmente se puede asumir que la especie de los microbios es
conocida, al menos tras una Unica determinacion microbiologica. Por lo tanto, hoy en dia la espectrometria de
infrarrojos se utiliza principalmente cuando se conoce la especie microbiana pero es importante determinar con
precision la subespecie y quizas también la variedad. Si, por ejemplo, se produce una intoxicacion endémica por
salmonela, y si se sospecha que la salmonela procede de un acuicultivo de gambas tailandesas, no basta con
detectar a la salmonela en las gambas tailandesas. Conforme a la taxonomia actual, existen dos especies de
salmonela, una de las cuales (Salmonella enterica) tiene cinco subespecies, pero estas reunen en torno a 2600
serovares diferentes. Para volver a las gambas, se debe demostrar que se trata de la misma variedad de salmonela.
Por ello, la salmonela de una muestra de heces se cultiva en un caldo de cultivo especifico para la salmonela, y se
utiliza la espectrometria de infrarrojos para analizar el serotipo de la salmonela cultivada de forma selectiva. Este
serotipo se debe a continuacién rastrear hasta el acuicultivo tailandés.

Por lo tanto, la espectrometria de infrarrojos se aplica principalmente en la produccién alimentaria, la medicina
veterinaria y las instituciones de salud publica, mientras que el ambito del diagndstico clinico esta dominado por la
espectrometria de masas.

Hoy en dia, el método de identificacion mediante espectrometria de masas se utiliza también en todo el mundo para
el diagnostico médico; en los paises europeos y en muchos otros, los métodos y espectrometros de masas de
compafiias particulares ya han sido aprobados para su uso clinico, puesto que cumplen con las disposiciones
legales correspondientes. En otros paises se estan elaborando aprobaciones legales. En el método de la
espectrometria de masas, en primer lugar se cultivan los microbios para formar colonias. El medio nutritivo para el
cultivo se coloca habitualmente sobre agar en una placa de Petri, y mediante este método, el cultivo de «aislados»
puros en colonias microbianas independientes se logra en horas o dias, en funcién del vigor de los microbios. No
obstante, no es absolutamente obligatorio cultivar los microbios sobre agar, sino que también se pueden cultivar en
liquidos. Aunque las colonias se solapen o mezclen, se pueden obtener colonias aisladas, de nuevo del modo
habitual, mediante un segundo cultivo. La minima cantidad de 10*a 10° microbios, apenas apreciable a simple vista,
que se transfiere desde una colonia seleccionada a un soporte de muestras para espectrometria de masas por
medio de un pequefio hisopo (preferentemente con un mondadientes de madera limpio e higiénico), se rocia a
continuacion con una disolucién muy acidificada de una sustancia matriz convencional (normalmente un acido a-
ciano-4-hidroxicinamico [HCCA] o un acido 2,5-dihidroxibenzoico [DHB]) para la consiguiente ionizacion por
desorcion laser asistida por matriz (MALDI). El acido (normalmente acido formico o acido trifluoroacético) ataca las
paredes celulares y el disolvente organico (normalmente acetonitrilo) de la disolucién de la matriz puede penetrar en
las células microbianas y provocar que sus paredes celulares debilitadas estallen por 6smosis. A continuacion se
seca la muestra mediante evaporacion del disolvente, lo que provoca que el material de matriz disuelto se cristalice.
Durante el proceso, las proteinas solubles de los microbios, y en muy escasa medida también otras sustancias de la

célula, se incorporan a los cristales de la matriz. . o
Los cristales de la matriz con las moléculas de analito incorporadas se bombardean con pulsos de laser UV dirigidos

en un espectrometro de masas, lo cual genera iones de las moléculas de analito en los plasmas de evaporacion. A
continuacion estos iones se pueden medir en el espectrémetro de masas, separados conforme a su masa. Para este
fin se usan habitualmente los espectrometros de masas simples con analizador de tiempo de vuelo. El espectro de
masa es el perfil de los valores de masa de estos iones de analito, que son predominantemente iones proteinicos.
Los iones con la informacién mas util en lo que respecta a una identificacion tienen masas de entre aprox. 3000
dalton y 15 000 dalton (1 dalton = 1 unidad de masa atémica). En este método, los iones proteinicos poseen en su
inmensa mayoria una sola carga (nimero de carga z = 1), razén por la cual en este caso se puede también hablar
simplemente de la masa m de los iones, en lugar de utilizar siempre la expresion «cociente de masal/carga» m/z,
como de lo contrario seria necesario en la espectrometria de masas.

En lugar de espectrometros de masas simples con analizador de tiempo de vuelo, también es posible utilizar otros
tipos, tales como los espectrometros de masas con analizador de tiempo de vuelo e inyeccion ortogonal de iones; y
en lugar de la ionizacion MALDI, es sin duda posible usar otros tipos de ionizacioén, tales como la ionizacion por
electronebulizacion (ESI), si bien proporcionan espectros de masa mas complejos. Un método de ionizacion
diferente para la generacion de espectros de masa sencillos es la ionizaciéon quimica (IQ), que se puede utilizar con
plasmas originados por desorcion laser, por ejemplo.
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El perfil con separacion de masas de las proteinas solubles, es decir, el espectro de masa, es muy caracteristico de
las especies microbianas correspondientes, porque cada especie de microbios produce sus propias proteinas
determinadas genéticamente, y cada una tiene una masa caracteristica. Tal y como ya se ha mencionado, en torno
al 60-85 % de las proteinas se originan en los ribosomas. Se trata de complejos de ADN y proteinas que siempre
tienen la misma estructura y que siempre contienen entre 40 y 60 proteinas diferentes especificas de la especie en
exactamente el mismo nimero y con la misma composicion. Cada célula bacteriana contiene varios miles, y hasta
diez mil, ribosomas; las células de los organismos eucariéticos contienen varios cientos de miles de ribosomas. Esto
significa que no solo las masas de estas proteinas solubles y presentes en una mayor concentracion estan
predeterminadas genéticamente, sino también sus frecuencias; no dependen de las condiciones nutritivas o de la
madurez de la colonia, como si ocurre con las lipoproteinas o los acidos grasos que actuan como reservas de
energia, por ejemplo. De forma similar, los perfiles proteinicos, en particular los de las proteinas ribosémicas, son
caracteristicos de una especie microbiana como las huellas dactilares lo son de una persona concreta. Actualmente
hay disponibles colecciones de referencia con espectros de masa de referencia para miles de microbios que cuentan
con la aprobacion legal para su uso en aplicaciones médicas.

Este método de identificacion mediante espectrometria de masas ha demostrado una extraordinaria eficacia.
Proporciona un grado de certeza sobre la correcta identificacion muy superior al proporcionado por los métodos de
identificacion microbioldgica utilizados en la actualidad. En diversos estudios se ha logrado demostrar que, con
cientos de especies microbianas diferentes, la certeza de la identificacion era muy superior al 95 %, y generalmente
superior al 98 %. En casos de duda, cuando habia desviaciones respecto de los métodos de identificacion
microbioldgica habituales, la secuenciacion genética ha confirmado que la identificacién mediante espectrometria de
masas era correcta en la inmensa mayoria de los casos.

Para identificar a los microbios se miden, por ejemplo, los espectros de masa con intervalos de masas desde
aproximadamente 2.000 dalton hasta 20.000 dalton, pero se ha observado que las sefales de masas en el intervalo
de masas inferior hasta aproximadamente 3.000 dalton son mas dificiles de evaluar porque pueden deberse a
sustancias cuya presencia es fundamentalmente aleatoria y variable, tales como los acidos grasos, que se
almacenan conforme a la naturaleza de la nutricion. Los mejores resultados en lo que respecta a la identificacion se
obtienen evaluando las sefiales de masas en el intervalo de masas de 3.000 a 15.000 dalton aproximadamente. Los
espectrometros de masas ultrasensibles utilizados ahora con este fin tienen una baja resolucion de masa, lo que
significa que los grupos de is6topos, cuyas sefiales de masa difieren en un dalton, no pueden distinguirse en este
intervalo de masas. Unicamente se miden las envolturas de los grupos de isétopos.

Este método de identificacion de microbios requiere en principio un cultivo puro de microbios, el denominado
«aislado», para obtener un espectro de masa sin sefiales superpuestas de otros microbios. Sin embargo, se ha
observado que también pueden evaluarse los espectros de masa de mezclas de dos especies microbianas e
identificarse ambas especies. La certeza de la identificacion solo se ve ligeramente afectada. Si en el espectro de
masa estan implicadas mas de dos especies microbianas, o si estas dos especies microbianas estan presentes en
concentraciones muy diferentes, la probabilidad de identificacion y la certeza de la identificacion se reducen de
forma considerable.

La identificacion microbiana mediante espectrometria de infrarrojos también se basa en cultivos puros de microbios
sobre medios nutritivos adecuados. No obstante, se deben evitar en este caso diferencias de edad y nutricion entre
los microbios manteniendo condiciones estandar, ya que todos los componentes de las células contribuyen a los
espectros de infrarrojos en todos los intervalos de longitud de onda en cada caso. Los microbios, que se cultivan
sobre agar estandarizado en condiciones estandarizadas, se suspenden en agua pura y se depositan en una placa
de soporte transparente a la radiacion infrarroja. Es preciso asegurarse de que los microbios se depositan formando
una capa uniforme. La capa se seca y se mide la absorcion de los microbios de la placa de soporte en un
espectrometro de infrarrojos. Generalmente se utiliza un espectrometro por transformada de Fourier (FT-IR), que
tiene una elevada resolucion. Los espectros medidos habitualmente abarcan desde 4000 cm™ a 500 cm™. Varios
cientos de espectros se miden y suman a velocidades de obtencion de 20 espectros por segundo, con el fin de
mejorar el coeficiente de sefial/ruido.

En una realizacion ligeramente modificada, los espectros de infrarrojos se pueden medir también en luz reflejada, en
cuyo caso se preparan sobre un soporte metalico reflectante, hecho de aluminio, por ejemplo. También se puede
emplear una espectroscopia Raman, que tiene la ventaja de que los espectros microbianos se pueden medir
también en liquidos.

Aparte de la inspeccién alimentaria y la medicina veterinaria, hay otros campos donde es necesario clasificar
microbios con la maxima precision posible de acuerdo con la subespecie y variedad, pero en estos otros campos
habitualmente al principio se desconocen por completo las especies microbianas. En el ambito del diagnostico
médico, por ejemplo, es extremadamente importante conocer la patogenia, la toxicidad, la virulencia y, en particular,
la resistencia a los antibiéticos de los microbios. Por supuesto, estas propiedades pueden variar considerablemente
entre las diferentes subespecies o variedades de una especie microbiana.

Las subespecies, serotipos, patovares y otras variaciones de los microbios se determinan a partir de sus
caracteristicas microbiolégicas, por ejemplo a partir de su comportamiento de fijacion (serotipos), su toxicidad, su
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patogenia (patovares), su virulencia y también a partir de su resistencia o ausencia de resistencia frente a los
diferentes antibiéticos. No se conocen (por el momento) en detalle las variaciones que pueden diferenciarse
espectrometria.

A la vista de lo expuesto, hay una necesidad de identificar microbios de un amplio intervalo de clases taxonémicas, y
la clasificacion deberia también extenderse especialmente a manifestaciones por debajo del nivel taxondmico de la
especie, esto es, a subespecies, patovares, toxivares, serotipos y, en particular, a la resistencia a antibidticos.

Breve descripcion de la invencion

La invencién proporciona un método para identificar microbios desconocidos en una muestra, en el que a una
determinacion mediante espectrometria de masas hasta el nivel taxonémico del género o la especie le sigue una
determinacion detallada de un nivel taxonémico inferior o de una variedad mediante espectrometria de infrarrojos,
utilizando colecciones de referencia restringidas de espectros de infrarrojos. Estas colecciones pueden ser o bien
especificas del género, conteniendo solo espectros de infrarrojos de microbios de un género, o bien especificas de
la especie, conteniendo solo espectros de infrarrojos de microbios de una especie.

La invencion se basa en el hallazgo de que la espectroscopia de infrarrojos puede actualmente penetrar hasta
niveles mas bajos de clasificacion taxonémica (incluida la determinaciéon de variedades) en comparaciéon con la
identificacion mediante espectrometria de masas, pero solo si los espectros de infrarrojos de referencia utilizados en
el analisis matematico pertenecen Unicamente a un pequefio grupo de microbios estrechamente emparentados, y en
particular solo si los espectros de infrarrojos han sido obtenidos cumpliendo con especificaciones estandarizadas
para el cultivo, la preparacion y la medicion de microbios de este grupo de microbios emparentados. Si se retinen en
una coleccion espectros de infrarrojos de referencia de todos los microbios de todos los dominios taxondmicos y se
utilizan para la clasificacion, no se puede luego esperar que la identificacion de bacterias resultante en una muestra
aporte mucho mas que la determinacién de si las bacterias son grampositivas o gramnegativas, en su caso. Los
resultados mejoran si la coleccidon de referencia se limita a bacterias y, adicionalmente, se tienen en cuenta las
caracteristicas microscopicas distintivas de las bacterias, y si cada coleccion creada de espectros de infrarrojos se
limita a bacterias con forma de maza (corinebacteriaceas), esféricas (cocos) o con forma de bastén (bacilos), o bien
con ofras caracteristicas morfoldgicas. Si, con una restriccion aun mayor, la coleccion de referencia consiste solo en
espectros de infrarrojos de diferentes patovares de una uUnica subespecie microbiana, entonces a menudo es posible
determinar de forma inequivoca el tipo patogénico de los microbios en una muestra por medio de espectrometria de
infrarrojos, siempre que los microbios de la muestra pertenezcan realmente a esta subespecie. No obstante, si el
espectro de infrarrojos de los microbios investigados no pertenece al grupo inicial esperado después de todo, el
método puede conducir a resultados incorrectos que, en caso de diagndsticos médicos, pueden conllevar un peligro
para la vida. Para obtener resultados 6ptimos, las especificaciones para el cultivo, preparacion y mediciéon deben ser
diferentes entre las diferentes especies microbianas.

La invencién proporciona métodos, por ejemplo, en los que a una determinaciéon mediante espectrometria de masas
de la especie microbiana le sigue una determinacion detallada de la subespecie y/o la variedad mediante
espectrometria de infrarrojos, objetivo para el cual se utiliza una coleccién de espectros de infrarrojos de referencia
especifica de la especie. Una vez se conoce la especie microbiana, se puede tomar una decisién sobre si es
necesaria una mayor concrecion en lo que respecta a la subespecie o variedad, y si se puede llevar a cabo. Para la
clasificacién conforme a la subespecie o variedad, debe disponerse de una base de datos de espectros de
infrarrojos restringida a esa especie y que contenga espectros de referencia de las diferentes subespecies y
variedades. Cuando la respuesta a la cuestion de la necesidad y la posibilidad es afirmativa, se puede analizar un
espectro de infrarrojos para determinar la subespecie o variedad. Si fuera necesario, los microbios pueden cultivarse
también siguiendo de forma estricta las especificaciones estandarizadas para esta especie, que se pueden encontrar
en la correspondiente base de datos de espectros de infrarrojos, y los microbios pueden prepararse para la
subsiguiente obtencién de un espectro de infrarrojos. Para obtener resultados 6ptimos, puede ser necesario aplicar
un conjunto especifico de condiciones de cultivo y preparacion para cada especie microbiana que sea 6ptimo para la
identificacion mediante infrarrojos de las variedades. Este conjunto de condiciones constituye también la base de los
espectros de infrarrojos, lo que significa que se debe compilar una base de datos individual de espectros de
infrarrojos de referencia para cada especie microbiana.

Por lo tanto, la invencién comprende un enfoque con al menos dos etapas: primero, la determinaciéon de la especie
microbiana mediante el método de espectrometria de masas, y a continuacion la determinacion de la subespecie y
variedad, tal como el patovar o el serotipo, mediante espectrometria de infrarrojos. Si, como se sabe que ocurre con
algunos géneros, la espectrometria de masas solo puede determinar con certeza el género, pero no la especie, la
espectrometria de infrarrojos se puede utilizar para determinar la especie de los microbios sobre la base de una
coleccion correctamente compilada de espectros de infrarrojos especifica de ese género. A continuacion puede ser
necesario un método de tres etapas para determinar la subespecie y variedad.

En otro método de acuerdo con la invencién, se puede obtener un espectro de infrarrojos utilizado para la
determinacion detallada antes de obtener un espectro de masa utilizado para la determinacion mediante
espectrometria de masas, y al menos algunas partes del mismo material microbiano se utilizan para la obtencion de
ambos espectros, especialmente tras un Unico cultivo.
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Para diferenciar entre subespecies y variedades puede ser beneficioso utilizar solo partes especificas de las células
microbianas (por ejemplo, las paredes celulares con las proteinas localizadas en su parte exterior) para los
espectros de infrarrojos, ya que esas proteinas determinan el serotipo y habitualmente también el patovar. De nuevo
los requisitos previos son en este caso una identificacion previa y con certeza de la especie y la existencia de una
base de datos apropiada para los espectros de infrarrojos de estas partes de las células microbianas. La preparacion
de los microbios cultivados puede, por tanto, englobar su sencilla sedimentacion en un soporte de muestras, pero
también la destruccién de las células y la seleccién de aquellos componentes celulares que son mas beneficiosos
que el microorganismo completo para determinar la variacion. Los componentes pueden separarse mediante
centrifugacion o filtrado, especialmente mediante centrifugacion por gradiente de liquido, y posiblemente también
tras la formacion de derivados, la coagulacion u otras modificaciones.

Este método de operacion requiere la existencia de colecciones especificas de la especie de espectros de infrarrojos
de la subespecie microbiana o incluso de los componentes celulares de la subespecie microbiana. Esto parece una
enorme empresa imposible de realizar. No obstante, es habitual que en los laboratorios microbioldgicos de rutina
solo un pequefio numero de especies microbianas supongan mas del 80 % de las identificaciones que se deben
realizar cada dia. Solo tres o cuatro de ellas requeriran quizas una clasificacion mas detallada; ademas, puede ser
interesante realizar una clasificacion mas detallada de algunas de las especies microbianas menos habituales. Si
bien estas especies microbianas de interés mas urgente pueden variar de un laboratorio a otro, en funcion del
enfoque empresarial concreto, su ndimero relativamente reducido permite compilar colecciones de espectros de
infrarrojos que son adecuados para estos microbios. Ademas, ha quedado de manifiesto que es posible un
intercambio de colecciones de espectros entre diferentes laboratorios si se observa una estricta estandarizacion.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra un ejemplo de un diagrama de flujo para la identificacion de subespecies y variedades de
microbios conforme a una primera realizacion. El método comienza con el suministro de una coleccién de espectros
obtenidos mediante espectrometria de masas. A continuaciéon, se suministran colecciones de espectros de
infrarrojos de las subespecies y variedades para la especie microbiana concreta, que se han obtenido mediante un
cultivo y preparacion especificos de esa especie. A continuacion, se cultiva un aislado microbiano a partir de la
muestra. A continuacién, se realiza una identificacion mediante espectrometria de masas de la especie. A
continuacion, se plantea la cuestion de si es necesaria y posible la identificacion de las subespecies y variedades. Si
no lo es, en este ejemplo el método finaliza aqui. Si lo es, le sigue el cultivo y preparacion especificos de esa
especie de microbios del aislado para la obtencidon de espectros de infrarrojos. A continuacion, se obtienen
espectros de infrarrojos. Finalmente, se identifican la subespecie y variedad utilizando los espectros de infrarrojos de

referencia especificos de la especie. L . » . )
La parte izquierda de la figura 2 muestra una realizacion sencilla y esquematica para determinar la especie de un

microorganismo. Se obtiene un espectro de masa de componentes tipicos del microorganismo, y esos componentes
se representan mediante un patrén concreto de sefiales de masa en el espectro de masa. El patron de sefiales se
compara con patrones de una coleccion de espectros de referencia, en este documento espectros de masa de
referencia n.° 1y n.° 2. El espectro de masa de referencia n.° 1 no muestra una coincidencia suficiente con el patron
de sefiales medido; por el contrario, hay una gran coincidencia entre el espectro de masa de referencia n.° 2 y el
patron de sefiales medido, asi que puede determinarse la especie del microorganismo. La parte derecha de la figura
2 ilustra una realizacion sencilla y esquematica para determinar la subespecie y variedad mediante espectrometria
de absorcion infrarroja. Para ello, en una preparacion especial, los microorganismos cuya especie se ha
determinado con éxito mediante el analisis con espectrometria de masas se cultivan, preparan y miden mediante
espectrometria de absorcion infrarroja en condiciones especificas predeterminadas. Las caracteristicas del espectro
de absorcion infrarroja (espectro de infrarrojos) obtenidas se pueden a continuacién elaborar y visualizar, por
ejemplo aplicando un analisis de los componentes principales (ACP), en los espectros de infrarrojos de referencia
especificos de la especie. Los principales componentes medidos del espectro de absorcion infrarroja (representados
en el diagrama mediante estrellas *) pueden a continuacion introducirse en un «mapa», que contiene también
agrupamientos de subespecies o variedades de la especie conocida del microorganismo, esto es, lugares donde se
sitian los parametros para subespecies o variedades especificas tras un cultivo, preparacion y medicién con
infrarrojos comparables. En un primer ejemplo, el parametro * esta situado fuera de todos los agrupamientos y, por
tanto, no se puede identificar. En un segundo ejemplo, el parametro * puede asignarse a un agrupamiento y, por
tanto, se determina su pertenencia a una subespecie o variedad.

La figura 3 muestra un ejemplo de un diagrama de flujo para la identificacion de subespecies y variedades de
conforme a una segunda realizacion. EI método comienza con la hipétesis de la presencia de una determinada
microbiana en la muestra. A continuacion, se suministra una coleccidon de espectros de masa y una coleccion de
espectros de infrarrojos de las subespecies y variedades de la especie microbiana supuesta, que se obtienen
mediante un cultivo y preparacion especificos de la especie. A continuacion, se cultiva, de una forma especifica para
esa especie, un aislado microbiano a partir de la muestra. A continuacioén, se preparan los microbios del aislado
un soporte de muestras para espectrometria de infrarrojos para la obtencién de espectros de infrarrojos. A
continuacién, se obtiene un espectro de infrarrojos (o espectros de infrarrojos). A continuacion, se preparan los
microbios sobre un soporte de muestras para espectrometria de infrarrojos para la ionizacion MALDI. A
se obtienen espectros de masa. A continuacion, se realiza una identificacion mediante espectrometria de masas de
especie microbiana. A continuacién, se plantea la cuestion de si era correcta la hipétesis sobre la especie
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Si no lo es, en este ejemplo el método finaliza aqui. Si lo es, a continuacién se identifican la subespecie y variedad
ayuda del espectro de infrarrojos ya obtenido y los espectros de infrarrojos de referencia especificos de la especie.

Descripcion detallada

Los métodos de espectrometria de masas utilizados actualmente Unicamente pueden, en general, identificar con
certeza la especie; en casos favorables también la subespecie; no obstante, en algunos casos excepcionales solo
pueden identificar el género de los microbios. Debe volver a enfatizarse aqui que la invencion se basa en el hallazgo
de que la espectrometria de infrarrojos puede actualmente penetrar hasta niveles inferiores de la clasificacion
taxonémica en comparacion con la identificacion mediante espectrometria de masas. Esto solo es aplicable si los
espectros de infrarrojos utilizados en el analisis de clasificacion matematica corresponden a un pequefio grupo de
microbios estrechamente emparentados, por ejemplo si pertenecen a un Unico género o una Unica especie, o incluso
una subespecie, y los microbios han sido cultivados preferentemente en condiciones estandarizadas especificas
para el género, la especie o la subespecie. Si la coleccion de referencia consta solo de espectros de infrarrojos de
diferentes patovares o serovares de una Unica especie microbiana, entonces a menudo es posible determinar de
forma inequivoca el tipo patogénico o el serotipo (o al menos el grupo de patovares o serovares) de los microbios en
una muestra, siempre que los microbios de la muestra pertenezcan realmente a esta especie. Si el espectro del
microbio no pertenece a la especie esperada, no es posible una asignacion.

No obstante, en particular, en el ambito del diagnéstico médico, hay casos en los que microbios extraidos de la
sangre, moco nasal, heces u orina son en gran medida desconocidos al inicio, pero que deben caracterizarse con la
maxima precision hasta variedades como los biovares, serovares, fagovares o patovares, normalmente tras
determinar la especie. El término «patovares» implica, por si solo, que no todas las variedades de la especie son
patégenas, pero la importancia para el diagndstico médico reside principalmente en la patogenia. Puesto que esta
determinacién no se puede lograr en general Unicamente mediante espectrometria de masas, en esos casos puede
utilizarse uno de los métodos de acuerdo con la invencion.

Los métodos de acuerdo con la invencion para la identificaciéon taxonémica de microbios en una muestra se
caracterizan fundamentalmente por la complementacion de una determinacion de la especie mediante
espectrometria de masas con una determinacion de la subespecie y/o variedad mediante espectrometria de
infrarrojos. Para la determinacion de la subespecie y la variedad se utiliza una coleccion especifica de esa especie
de espectros de infrarrojos de referencia.

En una primera realizaciéon del método de acuerdo con la invencion, a la identificacion mediante espectrometria de
masas de la especie microbiana le sigue un recultivo y una preparacién de los microbios con el objetivo de
determinar la subespecie y la variedad. Este recultivo y preparacion se realizan conforme a exactamente las mismas
especificaciones con las que se obtuvieron los espectros de infrarrojos de la coleccion especifica de la especie de
espectros de infrarrojos de referencia. La preparacion de los microbios para los espectros de infrarrojos puede
incluso comprender la seleccion y separacion de componentes celulares individuales a partir de los cuales se
obtienen los espectros de infrarrojos. Por ejemplo, las paredes celulares purificadas pueden utilizarse para obtener
los espectros de infrarrojos. También es posible utilizar cualquier fraccion seleccionada de los componentes
celulares obtenidos mediante centrifugacion por gradiente. También se pueden formar derivados a partir de los
componentes celulares para obtener espectros de infrarrojos informativos.

Tal y como se puede observar en la figura 1, esta primera realizacion del método de acuerdo con la invencion para
la determinacién de la especie, subespecie y/o variedad de microbios desconocidos en una muestra comprende los
pasos:

a) suministrar una coleccidon con espectros de masa de referencia y colecciones con espectros de infrarrojos de
referencia obtenidos de una forma especifica para la especie,

b) cultivar un aislado microbiano a partir de la muestra,
c) determinar mediante espectrometria de masas de la especie de los microbios,

d) cultivar y preparar los microbios del aislado en las condiciones especificas para la especie conforme a las cuales
se obtuvieron los microbios para la coleccion de espectros de infrarrojos de referencia para esa especie,

€) obtener un espectro de infrarrojos,

f) determinar la subespecie y/o la variedad mediante un método de clasificacion matematico-estadistico utilizando los
espectros de infrarrojos de referencia especificos de la especie.

El método puede finalizar tras el paso c) si, después de la determinacién mediante espectrometria de masas de la
especie microbiana en el paso c), se verifica que no es necesaria una clasificacion mas detallada o que no hay
ninguna base de datos con espectros de infrarrojos de referencia para una clasificacion semejante.

El paso d) del cultivo y preparacion de microbios de acuerdo con las especificaciones para esta especie en la
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correspondiente coleccion de espectros de infrarrojos de referencia ya indica que, para cada especie, hay una
colecciéon independiente de espectros de referencia que han sido medidos en microbios cultivados conforme a
métodos estandarizados, adaptados precisamente a dicha especie. Los métodos estandarizados pueden incluir
estipulaciones relativas al medio nutritivo, la duracion y la temperatura del cultivo, el contenido de oxigeno y el nivel
humedad sobre el medio nutritivo, y también el tipo de preparacion de la muestra para el espectrometro de
y finalmente incluso el esquema de ponderacién para cada una de las secciones del espectro de infrarrojos para la
clasificacion.

El método de preparacion también puede requerir la seleccién de ciertos componentes celulares si esta es la Unica
forma de obtener una diferenciacion satisfactoria de las variedades. Muchos serovares de bacterias, por ejemplo, se
distinguen por los diferentes tipos de lipopolisacaridos de la membrana celular externa (como los antigenos de
superficie), y se designan entonces, por ejemplo, como O104:H4 (este es el serovar de ECEH del brote epidémico
de ECEH mas reciente, en 2011). La letra «O» se refiere en este documento al «antigeno de superficie». La
diferenciacion precisa de los lipopolisacaridos requiere la separacion y purificacion de las paredes celulares, pero sin
disolver la capa exterior de la membrana celular.

Esta primera realizacion puede, por tanto, comprender un método de preparacion en el que las células de los
microbios se destruyan cuidadosamente y los componentes de las células se separen antes de obtener un espectro
de infrarrojos a partir de uno de los componentes. La digestion celular mediante la destruccion de las paredes
celulares debe realizarse de tal forma que no se pierdan ni destruyan componentes importantes, tales como
proteinas de la envoltura y lipopolisacaridos. Aunque la digestion celular suele realizarse utilizando acidos fuertes
(acido férmico al 70 % o acido trifluoroacético) para disolver en la medida de lo posible todas las proteinas, puede
ser conveniente en este caso realizar la digestién celular con la enzima lisozima. Las células digeridas son a
continuacion separadas en componentes celulares individuales, preferentemente mediante centrifugacion por
gradiente, y solo ciertos componentes, tales como las paredes celulares, se utilizan para la mediciéon de espectros

de infrarrojos.
Mientras que con la primera realizacion se obtiene primero el espectro de masa, y solo a continuacion el espectro de

infrarrojos, en una segunda realizacion este orden se invierte. Esta segunda realizacion es preferible si se tiene
alguna idea sobre cual es la especie microbiana presente en la muestra. Se realiza un cultivo especifico de la
especie sobre la base de esta suposicién, y se prepara un aislado a partir de una colonia sobre un soporte de
muestras para espectrometria de infrarrojos. Como soportes de muestras para espectrometria de infrarrojos se han
utilizado con éxito materiales transparentes a la radiacion infrarroja, tales como las placas de seleniuro de zinc o
silicio. Tras la obtencidon de un espectro de infrarrojos, la muestra microbiana se prepara a continuacion para la
ionizaciéon MALDI, esto es, los microbios son digeridos y el contenido de las células microbianas se prepara en
cristales de matriz. Esto se puede realizar sobre el propio soporte de las muestras para la medicion con infrarrojos,
por ejemplo sobre la placa de silicio. La obtencidon de espectros de masa lleva a la identificacion de la especie
microbiana, que confirma o desmiente la suposicidon sobre la especie. Si esta presente la especie microbiana
correcta, la subespecie y, si procede, la variedad pueden ahora determinarse a partir del espectro de infrarrojos ya
obtenido. Si una determinacioén de este tipo se realizase sin confirmar mediante espectrometria de masas la especie
supuesta, podria resultar en peligrosos falsos positivos o falsos negativos.

Esta segunda preparacion es particularmente atractiva porque los espectros de infrarrojos y los espectros de masa
se pueden obtener a partir de los mismos microbios y, en realizaciones especiales, también sobre la misma placa de
soporte de las muestras. La figura 3 muestra un ejemplo de un diagrama de flujo para esta segunda realizacion.

Esta segunda realizacién es particularmente adecuada para su uso con enterobacterias, esto es, con E. coli en
particular. Un especialista en la técnica ya es capaz de identificar correctamente la colonia sobre el medio nutritivo
gelatinoso en una placa de Petri como E. coli con una probabilidad de en torno al 90 %, de forma que este
procedimiento tiene una elevada probabilidad de éxito. En el caso de E. coli existe una necesidad urgente de
identificar el patotipo, tal como, por ejemplo, ECEH. No obstante, si no se logra una confirmacion mediante
espectrometria de masas de E. coli, por ejemplo, porque es una Citrobacter, la evaluacion del espectro de infrarrojos
puede conducir a resultados falsos con peligrosas consecuencias diagndsticas.

Los métodos mencionados arriba a modo de ejemplo requieren la existencia de colecciones de espectros de
infrarrojos especificas de la especie o de la preparacion. De hecho, estas colecciones pueden ser creadas por
especialistas en los propios laboratorios microbioldgicos, aunque esto parezca inicialmente una enorme empresa de
imposible realizacion. No obstante, se ha puesto de manifiesto, en primer lugar, que la estricta estandarizacion
permite el intercambio de colecciones de espectros entre diferentes laboratorios; y, en segundo lugar, que en los
laboratorios microbioldgicos de rutina solo de cuatro a seis especies de microbios suponen mas del 80 % de las
identificaciones que se tienen que llevar a cabo diariamente. Solo tres o cuatro de ellas requeriran quizas una
clasificacion mas detallada (p. ej., E. coli, salmonela y S. aureus); ademas, puede ser interesante realizar una
clasificacion mas detallada de algunas de las especies microbianas menos habituales. Si bien estas especies
microbianas de interés mas urgente pueden variar de un laboratorio a otro, en funciéon del enfoque empresarial
concreto, los laboratorios particulares pueden compilar este tipo de colecciones de espectros de infrarrojos para

estos microbios a lo largo del tiempo. ) .
Tal y como se ha indicado arriba brevemente, en unos pocos casos, pero a veces importantes, el método de

identificacion mediante espectrometria de masas no puede proporcionar una diferenciacion satisfactoria y segura
9
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entre dos especies (0 incluso géneros). Para una especie microbiana, la coleccion de espectros de masa de
suele contener entre cinco y veinte espectros de referencia de diferentes cepas, las cuales se han seleccionado de
forma que sus espectros de referencia cubren la variacion en los espectros de masa de esta especie microbiana de
forma mas amplia posible. Puede ocurrir que las variaciones de los espectros de masa de una cierta especie se
solapen con los espectros de masa de una especie diferente, o incluso un género, debido a su similitud. Un caso de
este tipo, que se debe considerar critico, es el problema de diferenciar de forma inequivoca entre la especie E. coli
(que, aparte de las variedades de ECEH descritas arriba, también posee una variedad que es un patégeno de la
relativamente inofensiva diarrea del viajero) y el género Shigella (cuatro especies; patdgenos de shigelosis
bacilar], que requiere tratamiento médico). La especie E. coli presenta espectros de masa con una variacion
extraordinariamente elevada. Por ello, ocasionalmente son extremadamente parecidos a los espectros de masa de
cualquiera de las cuatro especies de Shigella (Shigella boydii, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri y Shigella
las cuales no se pueden distinguir facilmente unas de otras mediante espectrometria de masas, y en consecuencia a
menudo no es posible una identificacion definitiva mediante espectrometria de masas.

Es necesario indicar en este punto que las similitudes filogénicas llevan a algunos biélogos moleculares a creer que
las cuatro especies de Shigella no forman un género diferente, sino que son cuatro subespecies de E. coli. Tanto si
en el futuro se lleva a cabo una reclasificacion como si no, los diferentes requisitos terapéuticos implican la
persistencia del problema de identificar esta subespecie.

Una realizacién especial del método de acuerdo con la invencion descrita arriba resulta en este documento de
ayuda, pero en este caso se utiliza una coleccion de espectros de infrarrojos de referencia que contiene microbios
del género Shigella y de la especie E. coli. Si la identificaciéon mediante espectrometria de masas de Shigella o E.
coli es completamente inequivoca, el procedimiento se habra concluido de forma satisfactoria. No obstante, si no es
inequivoca, se utiliza la coleccion de espectros de infrarrojos de referencia que comprende el género Shigella y la
especie E. coli, y es preferible cultivar los microbios conforme a la especificacion que se aplicé en el cultivo de los
microbios para los espectros de referencia de esta coleccion de espectros de infrarrojos de referencia. Los espectros
de infrarrojos permiten entonces una determinacion fiable de la especie presente. Un pequefio nimero de casos
similares de este tipo requiere una espectrometria de infrarrojos para la determinacién definitiva de la especie, y
para ello se requieren bases de datos con espectros de infrarrojos de referencia de todas las especies que no se
pueden diferenciar mediante espectrometria de masas.

Para determinar las subespecies y variedades de esta especie, puede ser necesario un tercer paso del analisis, con
espectros de infrarrojos de referencia especiales para esta especie o con un algoritmo de evaluacion especial para
los espectros de referencia del género, que se seleccionan para que sean especificos de la especie. Por tanto, una
identificacion definitiva de E. coli puede ir seguida de una determinacion de la variedad. E. coli es parte de la flora
intestinal normal y es inofensiva como tal, pero hay muchas variedades patogénicas. Aparte de la ya mencionada
ECEH, que se describié por primera vez en 1977 y comprende varios serovares como el serovar O157, el serovar
0103 y el serovar 026, hay mas E. coli patégenas: E. coli enteropatogénica (ECEP), E. coli enterotoxigénica
(ECET), E. coli enteroinvasora (ECEI), E. coli enteroagregativa (ECEA) y E. coli de adherencia difusa (ECAD). En
este caso también puede ser conveniente aplicar el método fundamental de destruir las células microbianas y
separar los componentes celulares antes de obtener un espectro de infrarrojos a partir de uno de los componentes.
Solo ciertos componentes, tales como las paredes celulares, se utilizan para la medicion de espectros de infrarrojos.

Para cualquier tratamiento tiene particular importancia la resistencia de un microbio a ciertos antibiéticos, lo que aun
debe determinarse con laboriosos métodos analiticos. Es posible que métodos precisos de medicién de espectros
de infrarrojos permitan también la determinacion de tipos de resistencia especificos. También es de esperar que los
tipos de serovar puedan correlacionarse con resistencias a los antibidticos.

Es posible que el método de acuerdo con la invencién permita la deteccién de diferentes tipos de resistencia a los
antibioticos directamente mediante espectrometria de infrarrojos, posiblemente solo con ciertas fracciones de los
microbios que se estén utilizando para la medicion de espectros. Estas fracciones pueden obtenerse, por ejemplo,
basicamente mediante el modo conocido una vez las paredes celulares hayan sido destruidas mediante
centrifugacion, en particular mediante centrifugacion por gradiente de densidad. Cuando sea aplicable, los
componentes de los microbios también pueden prepararse mediante la formacion de derivados, la coagulacién u
otras modificaciones bioquimicas de un modo tal que los microbios con diferentes resistencias puedan diferenciarse
entre si a partir de sus espectros de infrarrojos.

La invencion se ha descrito con referencia a un nimero de realizaciones diferentes de la misma. No obstante, ha de
entenderse que diversos aspectos o detalles de la invencién pueden modificarse, o diversos aspectos o detalles de
las diferentes realizaciones pueden combinarse de forma arbitraria, si fuera factible, sin desviarse de la informacién
técnica de la invencion. En general, la anterior descripcion tiene unicamente fines ilustrativos, y no pretende limitar la
invencion, que solo queda definida por las reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la identificacion de microbios desconocidos en una muestra, en donde una determinacion
mediante espectrometria de masas hasta el nivel taxondmico del género o la especie se complementa mediante una
determinacion detallada de al menos un nivel taxonémico inferior o la variedad mediante espectrometria de
infrarrojos, utilizando una coleccion de espectros de infrarrojos de referencia limitados al género o a la especie para
la determinacion detallada del nivel taxonémico inferior o la variedad.

2. El método segun la reivindicacion 1, en donde la determinacion de la especie mediante espectrometria de
masas se complementa mediante una determinacién detallada de la subespecie y/o la variedad mediante
espectrometria de infrarrojos, utilizando una coleccién de espectros de infrarrojos de referencia especifica de la
especie para la determinacion detallada de la subespecie y/o la variedad.

3. El método segun la reivindicacion 1, en donde la determinacion de la especie mediante espectrometria de
masas se complementa con una determinacion detallada del serovar, el patovar o el comportamiento de resistencias
mediante espectrometria de infrarrojos, y una coleccion de espectros de infrarrojos de referencia especifica de la
especie para la determinacién detallada.

4.  El método segun la reivindicacion 1, en donde la determinacion del género mediante espectrometria de masas
se complementa con una determinacion detallada de la especie mediante espectrometria de infrarrojos, y una
coleccion de espectros de infrarrojos de referencia especifica del género para la determinacion detallada.

5. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el espectro de infrarrojos utilizado para la
determinacion detallada se obtiene antes de obtener el espectro de masa utilizado para la determinacién mediante
espectrometria de masas, y al menos parte del mismo material microbiano se utiliza para ambas obtenciones.

6. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde un cultivo y/o una preparacion de los
microbios para la determinacion detallada se lleva a cabo conforme a las especificaciones especiales segun las
cuales se han obtenido los espectros de infrarrojos de la coleccion de espectros de infrarrojos de referencia
especifica del género o la especie.

7. El método segun la reivindicaciéon 6, en donde la preparacion de los microbios comprende la seleccion y el
aislamiento de componentes celulares individuales, a partir de los cuales se obtienen a continuacién los espectros
de infrarrojos.

8. El método segun la reivindicacion 7, en donde las paredes celulares purificadas se utilizan para obtener los
espectros de infrarrojos.

9. El método segun la reivindicacion 7, en donde una fraccion de componentes celulares que se ha obtenido
mediante centrifugacion por gradiente se utiliza para la obtencién de los espectros de infrarrojos.

10. El método segun la reivindicacion 7, en donde los derivados formados a partir de los componentes celulares se
utilizan para obtener los espectros de infrarrojos.

11. El método segun la reivindicaciéon 1 que comprende los pasos siguientes:

- proporcionar una coleccion con espectros de masa de referencia y colecciones con espectros de infrarrojos de
referencia especificas de la especie,

- cultivar un aislado microbiano a partir de la muestra,
- determinar mediante espectrometria de masas la especie microbiana del aislado,
- seleccionar una coleccién de espectros de infrarrojos de referencia especifica de la especie,

- cultivar y preparar los microbios del aislado conforme a las especificaciones especiales segun las cuales se
obtuvieron los microbios para la coleccion seleccionada,

- obtener un espectro de infrarrojos de los microbios cultivados y preparados,

- determinar la subespecie o variedad mediante un método de clasificacion matematico-estadistico, utilizando los
espectros de infrarrojos de referencia pertenecientes a la coleccion especifica de la especie de espectros de
infrarrojos de referencia.

12. El método segun la reivindicacion 1, con los siguientes pasos:
- asumir la hipétesis de la presencia en la muestra de una determinada especie microbiana,

- proporcionar una coleccion con espectros de masa de referencia y una coleccion con espectros de infrarrojos de
referencia especifica de la especie para la especie microbiana asumida,
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- cultivar y preparar un aislado microbiano a partir de la muestra sobre una placa de soporte de muestras para
espectrometria de infrarrojos de acuerdo con las especificaciones especiales segun las cuales se obtuvieron los
microbios para la coleccion de espectros de infrarrojos de referencia especifica de la especie,

- obtener un espectro de infrarrojos de los microbios cultivados y preparados del aislado,
- preparar los microbios del aislado para la ionizacion MALDI,
- obtener el espectro de masa y determinar la especie microbiana del aislado, y

- si se ha confirmado la hipdtesis sobre la especie microbiana, determinar la subespecie o variedad mediante una
clasificacion matematico-estadistica del espectro de infrarrojos ya adquirido utilizando los espectros de infrarrojos de
referencia de la coleccion especifica de la especie de los espectros de infrarrojos de referencia.

13. El método segun la reivindicacion 12, en donde la placa de soporte de muestras para espectrometria de
infrarrojos esta compuesta por seleniuro de zinc o silicio.

14. El método segun las reivindicaciones 12 6 13, en donde el aislado microbiano a partir de la muestra también se
prepara para la ionizacién MALDI sobre la misma placa de soporte de muestras para espectrometria de infrarrojos.

15. El método segun la reivindicacion 1, en donde a la determinacion mediante espectrometria de masas de la
especie del género Shigella o la especie Escherichia coli le sigue una determinacion detallada de la especie
mediante espectrometria de infrarrojos utilizando una coleccion de espectros de infrarrojos de referencia que
contenga Unicamente espectros de infrarrojos de microbios del género Shigella 'y la especie Escherichia coli.
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Suministro de una coleccion
de espectros de masa

Suministro de colecciones de espectros de
infrarrojos de las subespecies y variedades
para la especie microbiana concreta,
que se han obtenido mediante un cultivo y
una preparacion especificos de esa especie

|

Cultivo de un aislado microbiano
a partir de la muestra
|
Identificacion mediante espectrometria
de masas de la especie

|
¢ Es necesaria y posible una identificacion No Fin
de las subespecies y variedades?
Si
Cultivo y preparacion especificos de la
especie de microbios del aislado para
la obtencion del espectro de infrarrojos

l

Obtencién del espectro de infrarrojos

!

Identificacion de la subespecie y variedad
utilizando los espectros de infrarrojos de
referencia especificos de la especie

Figura 1
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Hipdtesis de la presencia de una determinada
especie microbiana en la muestra

Suministro de una coleccion de espectros de
masa y una coleccion de espectros de
infrarrojos de las subespecies y variedades
de la especie microbiana supuesta, que se
han obtenido mediante un cultivo y una
preparacion especificos de la especie

l

Cultivo especifico de la especie de un
aislado microbiano a partir de la muestra
|
Preparacion de los microbios del aislado
sobre un soporte de muestras para
espectrometria IR para la obtencion del espectro IR

Obtencidén de un espectro de infrarrojos

Preparacién de los microbios para la ionizacion MALDI
sobre un soporte de muestras para espectrometria de infrarrojos

Obtencidn del espectro de masa

Identificaciéon mediante espectrometria de
masas de la especie microbiana

¢ Era correcta la hipétesis sobre No
la especie microbiana?

Si

Identificacion de la subespecie y variedad con
ayuda del espectro de infrarrojos ya obtenido
y los espectros de infrarrojos de referencia
especificos de la especie

Fin

Figura 3
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