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DESCRIPCION

Preparacién de células bioldgicas sobre soportes de muestras para espectrometria de masas para una ionizacion
por desorcion

La invencién se refiere a la preparacion de proteinas a partir de células biolégicas sobre soportes de muestras para
espectrometria de masas para el analisis mediante espectrometria de masas con respecto a propiedades celulares
tales como la clasificacion taxonémica (identidad), la resistencia a antibioticos, el comportamiento frente a
medicamentos u otras sustancias activas, y otras. Las células pueden ser microorganismos procariotas o eucariotas
o células eucariotas procedentes de tejidos; en particular, se pueden haber cultivado sobre placas de soporte de
muestras en medios de cultivo para poder determinar ciertas propiedades celulares a partir del crecimiento bajo
ciertas influencias, por ejemplo, en presencia de ciertas sustancias.

En la invencion se propone descomponer las células sobre los soportes de muestras para espectrometria de masas,
no al afadir una solucién matriz para una ionizacion posterior por medio de una desorcidon con laser asistida por
matriz (MALDI), sino en una etapa de tratamiento distinta mediante el uso de acidos y/o disolventes (organicos). Las
proteinas pesadas liberadas de las células se adhieren sorprendentemente al soporte de muestras, de modo que se
pueden lavar ahi directamente con solucién tampén para eliminar sales y otros contaminantes solubles sin perder
esencialmente con el lavado las proteinas para el analisis.

Estado de la técnica

En el documento de solicitud de patente PCT/DE2016/100561 (K. Becker y E. Idelevich: "Aufbereitung lebendiger,
mikrobieller Proben und Mikroorganismen flr anschlieBende massenspektrometrische Messung und Auswertung")
se describe en detalle como se pueden incubar microbios sobre placas de soporte de muestras para espectrometria
de masas en soluciones nutritivas, por ejemplo, con y sin la adicién de antibidticos, para determinar si existe una
resistencia o no mediante la observacion de un crecimiento continuado.

El procedimiento descrito en el documento presenta un método novedoso para un andlisis muy rapido y simple
basado en la MS, de propiedades especiales de las células bioldgicas; por ejemplo, con respecto a la respuesta de
las células frente a antibidticos o medicamentos, o con respecto a una caracterizacion adicional de las células
bioldgicas. La descripcion se refiere en particular al procedimiento de procesamiento y preparacion de muestras, asi
como a algoritmos para la evaluacion de datos.

Un aspecto preferido del documento citado se refiere a un procedimiento para procesar muestras microbianas vivas
para una medicién posterior mediante espectrometria de masas, que comprende las siguientes etapas: (a)
proporcionar un soporte plano para muestras que comprende varias posiciones para aplicar las muestras (los
llamados "spots" o puntos); (b) aplicar al menos una muestra microbiana viva en una gota de medio nutriente sobre
al menos uno de los puntos de muestra; (c) colocar el soporte de muestras en una camara de incubacioén con una
atmdsfera definida durante un periodo de tiempo predeterminado para permitir que los microorganismos crezcan y
se multipliquen; (d) eliminar el liquido residual de la gota de medio nutriente después del periodo de tiempo
predeterminado para mostrar un depdsito de microorganismos en el punto de muestra; (e) preparar el punto de
muestra para una ionizacion por desorcion; (f) transferir el soporte de muestras a una fuente de iones de desorcion
de un espectrémetro de masas, generar iones desde el punto de muestra preparado y registrar al menos un
espectro de masas asociado; y (g) comparar el espectro de masas registrado con un conjunto de datos de referencia
para determinar al menos una propiedad de la muestra microbiana.

Ese procedimiento se puede emplear, por ejemplo, para determinar el crecimiento de las células microbianas en
presencia de diversos antibiéticos: un crecimiento continuado muestra que las células microbianas son resistentes o
susceptibles frente al antibiético utilizado.

El procedimiento muestra a veces dificultades. Por ejemplo, la separacion de los microbios del liquido residual
utilizando los procedimientos mencionados, como la aspiracion a través de una pipeta o un papel secante, puede no
tener éxito si los microbios flotan en la superficie del liquido, como es el caso por ejemplo en la Salmonella y otros
flagelados, porque entonces hay uno alto riesgo de succionar también los microbios. Sin embargo, un secado de la
solucién nutritiva con el fin de unir las células a la superficie del soporte de muestras y prepararlas a continuacion,
deja aparte las sales y otros componentes de la solucién nutritiva que tienen una influencia perjudicial sobre la
ionizacion mediante desorcion con laser asistida por matriz y reducen significativamente la sensibilidad hacia
muchas proteinas. Las muestras de microbios secas frecuentemente tampoco se pueden lavar, ya que los microbios
de muchos tipos no se adhieren con suficiente firmeza a la superficie del soporte de muestras después de secar la
solucién nutritiva.

En general, las células bioldgicas se tienen que descomponer para medir sus componentes, especialmente sus
proteinas, para liberar las proteinas para su posterior ionizacion. En este contexto, "descomponer" significa destruir
las paredes celulares y la ruptura de los complejos de proteinas dentro de la célula para que las proteinas puedan
salir de la célula.

Para esta descomposicién se recomiendan dos procedimiento: (1) una descomposicién "externa" mediante
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centrifugacién de los microbios lavados usando &cidos en un recipiente especial, centrifugando adicionalmente y
transfiriendo el material sobrenadante con las proteinas de las células al soporte de muestras para espectrometria
de masas, y (2) descomponer las células colocadas sobre el soporte de muestras mediante la adicion de una
solucién de sustancia matriz, es decir, un acido organico en un disolvente organico, que permite la descomposicién
de la mayoria de los microbios. La solucién matriz prepara simultdneamente la muestra para la ionizacion posterior
mediante una desorcién con laser asistida por matriz (MALDI). En los procedimientos para la identificacién de
microbios, la descomposicién externa proporciona un mayor porcentaje de identificaciones inequivocas, pero lleva
mucho mas tiempo debido a la centrifugacion multiple y aumenta la carga de trabajo.

En el articulo cientifico "Evaluation of a Simple Protein Extraction Method for Species Identification of Clinically
Relevant Staphylococci by Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry™ (N.
Matsuda et al., J. Clin. Microbiology, 50, 3862-3866, 2012), ademas de los dos procedimientos mencionados, se
investiga una descomposicién de los microbios sobre la placa de soporte de muestras con &cido férmico al 70%, con
resultados igual de favorables que los de una descomposicién externa, pero requiriendo mucho menos tiempo y
esfuerzo.

En la publicacion "Evaluation of a Short, On-Plate Formic Acid Extraction Method for Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry-Based Identification of Clinically Relevant Yeast Isolates” (R.
L. Gorton et al., J. Clin. Microbiology 52, 1253-1255, 2014), también se investiga una descomposicion de las células
sobre la placa de soporte de muestras, sin embargo, se trata en ese caso de células de levadura y el éxito de la
identificacion es considerablemente menor que con la descomposicion externa.

En estas dos publicaciones, el secado se lleva a cabo sobre la placa de soporte directamente, después de la
descomposicién y se prepara para la ionizacion mediante MALDI utilizando una solucion matriz. En particular, las
sales u otros contaminantes solubles no se eliminan: las células bioldgicas aplicadas estaban obviamente lo
suficientemente purificadas para la preparacion de MALDI.

Por lo tanto, todavia existe una necesidad de un procedimiento que permita que las células contaminadas con sales
y otros contaminantes solubles se preparen sobre un soporte de muestras para espectrometria de masas, por
ejemplo, después de una incubacién en una gota de nutriente directamente sobre el soporte de muestras, de tal
manera que la sensibilidad de la ionizacién por desorcion (por ejemplo, mediante MALDI) se conserve casi sin
restricciones.

Breve descripcion de la invencion

En la invencion se propone ahora que las células bioldgicas sobre el punto de muestra de un soporte para muestras
de espectrometria de masas no se descompongan mediante la adicién de una solucién matriz, sino en una etapa de
tratamiento distinta usando acidos y/o disolventes (organicos) sin matriz. Las proteinas celulares liberadas por medio
de esta descomposicién se adhieren sorprendentemente bien a la superficie del soporte de muestras y se pueden
lavar con tampon de lavado, por ejemplo, agua pura, para eliminar sales, detergentes, materiales tamponadores y
otros contaminantes solubles que pueden proceder de las etapas de tratamiento anteriores.

De acuerdo con un primer aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion de proteinas a
partir de muestras de células biolégicas no purificadas (por ejemplo, microorganismos) sobre un soporte de
muestras para una determinaciéon mediante espectrometria de masas de las propiedades celulares, por ejemplo, la
clasificacion taxondémica o el comportamiento de resistencia de los microorganismos frente a una sustancia
antimicrobiana, que comprende las etapas:

- proporcionar las células biolégicas sobre un punto de muestra del soporte de muestras que tiene una superficie
hidréfila, por ejemplo, una placa de acero inoxidable o una placa recubierta con material ceramico, o una placa
con anclajes hidréfilos en un entorno hidréfobo ("AnchorChip™"),

- descomponer las células usando disolventes volatiles desnaturalizantes y/o acidos (organicos) sobre el punto
de muestra, de modo que las proteinas celulares se desprendan de los complejos, salgan de las células
descompuestas y se unan por adherencia al punto de muestra,

- lavar las proteinas celulares sobre el punto de muestra con solucion tampdn (en reposo), por ejemplo,
aplicando unos pocos microlitros de una soluciéon acuosa (en particular agua desionizada pura) sobre el punto
de muestra, dejandola alli durante un periodo de tiempo predeterminado y luego retirandola, en donde las sales
y otros componentes solubles se disuelven y se eliminan con la solucién tampoén, y

- preparar las proteinas celulares lavadas para una posterior ionizacion por desorcion, por ejemplo, mediante la
adicion de una solucidon matriz y cristalizacion en la misma sobre el punto de muestra para una posterior
ionizacion por desorcion con laser asistida por matriz.

En diversas realizaciones, proporcionar las células bioldgicas puede comprender cultivar los microorganismos en
liqguido nutriente sobre el punto de muestra del soporte de muestras para espectrometria de masas.
Alternativamente, los microorganismos también se pueden cultivar en un recipiente para cultivo externo con una
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transferencia posterior de los microorganismos cultivados (sin purificar) sobre el punto de muestra del soporte de
muestras.

Si las células biologicas presentan microorganismos, estos se pueden cultivar sobre diferentes puntos de muestra
del soporte de muestras en liquido nutriente, con y sin la adicion de una sustancia antimicrobiana, y se puede
determinar el comportamiento de resistencia frente a la sustancia antimicrobiana a través de un crecimiento
continuado en presencia de esa sustancia.

En diversas realizaciones, el crecimiento en presencia de la sustancia antimicrobiana se puede determinar mediante
una comparacion con una sustancia de referencia afadida de forma dosificada; véanse en particular los documentos
EP 2806 275 B1 y WO 2014/187517 A1.

Las propiedades celulares, en particular de los microorganismos, se determinan preferiblemente basandose en
sefales proteicas por espectrometria de masas en el intervalo de masa superior a m/z 3000, en particular entre
aproximadamente m/z 3000 y m/z 15.000.

Una variante preferida de un procedimiento para la determinacion de resistencias frente a antibidticos/agentes
antifingicos de acuerdo con los principios de la invencion, puede incluir, por ejemplo, las siguientes etapas:

(1) colocar las células en medios de cultivo con y sin antibidticos/agentes antifingicos sobre diferentes puntos
de muestra en el soporte de muestras,

(2) incubar durante un periodo de tiempo dependiente de la especie y los antibiéticos en una camara que crea
condiciones constantes (especialmente de humedad y temperatura),

(3) permitir que se sequen las muestras sobre los puntos de muestra a temperatura elevada,

(4) anadir 1 microlitro de acido formico al 70% en agua para descomponer las células y permitir que las
proteinas difundan al exterior,

(5) permitir que las células descompuestas se sequen sobre los puntos de muestra a temperatura elevada,

(6) anadir 3 microlitros de H20 sobre los puntos de muestra, dejar actuar durante poco tiempo (~3 minutos) y
aspirar (ya sea con una pipeta o un dispositivo especial para eliminar liquidos de los puntos de muestra),

(7) permitir que la humedad residual se seque sobre los puntos de muestra,

(8) pipetear la solucién matriz (si es necesario con un patron interno) sobre los puntos de muestra y dejarla
secar,

(9) medir los perfiles proteicos con un espectrometro de masas, por ejemplo, un espectrometro de masas
MALDI con tiempo de vuelo.

En la etapa (3), la temperatura puede estar, por ejemplo, entre 30° y 60° Celsius, o incluso mayor en casos limite. En
la etapa (4), también se pueden usar otros disolventes volatiles desnaturalizantes, por ejemplo, 50% de acetona en
agua o 50% de acetonitrilo, 2,5% de acido trifluoroacético y 47,5% de agua en agua.

El procedimiento propuesto en esta memoria con un método de lavado directamente sobre el soporte de muestras
tarda unos minutos mas que uno sin, pero muestra claras ventajas: las proteinas pesadas liberadas desde la célula
permanecen, de forma sorprendente, relativamente sujetas sobre la superficie del soporte de muestras durante la
etapa de lavado, lo que las hace, en gran medida, insolubles; solo las sales y otros componentes solubles, por
ejemplo, procedentes del medio de cultivo, se solubilizan y se eliminan con el tampén de lavado. Esto funciona de
manera sorprendente tanto sobre placas de soporte de muestras de acero inoxidable pulido, como sobre las
conocidas dianas de anclaje ("Anchor-Chip™") y sobre las "dianas bioldgicas" nuevas en el mercado a base de
material ceramico. Por el contrario, si se sigue el procedimiento presentado como preferido en el documento de
solicitud de patente PCT/DE2016/100561, de aspirar el material sobrenadante del cultivo de un punto de muestra, en
lugar de permitir que se seque, existe el riesgo de que se pierdan especies microbianas que tienen poca o ninguna
adhesién a la superficie del soporte de muestras. A modo de ejemplo, se pueden mencionar en este caso algunas
especies de Salmonella que flotan como flagelados en la superficie del liquido y, por lo tanto, se pueden aspirar
facilmente.

Unas mediciones comparativas muestran que los espectros obtenidos mediante el lavado sobre el soporte de
muestras tienen una calidad significativamente mejor en comparacion con espectros de las muestras sin lavar, ya
que la proporcién de sales que interfieren en la ionizacién (en particular en el método MALDI) se reduce en gran
medida a través de la etapa de lavado.

De acuerdo con otro aspecto, la invencion se refiere en particular a un procedimiento para la preparacion de
proteinas a partir de muestras de células biolégicas (por ejemplo, microorganismos) para una determinacion
mediante espectrometria de masas de las propiedades celulares, por ejemplo, la clasificacién taxonémica o el
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comportamiento de resistencia de los microorganismos frente a una sustancia antimicrobiana, que comprende las
etapas:

- cultivar las células biolégicas en un liquido nutritivo directamente sobre un punto de muestra de un soporte
de muestras para espectrometria de masas que tiene una superficie hidréfila. p. ej., una placa de acero
inoxidable o una placa recubierta con material ceramico, o una placa con anclajes hidréfilos en un entorno
hidréfobo ("AnchorChip™"),

- descomponer las células cultivadas sobre el punto de muestra usando disolventes volatiles
desnaturalizantes y/o acidos (organicos) de modo que las proteinas celulares se liberan de los complejos,
salen de las células descompuestas y se unen por adherencia al punto de muestra,

- lavar las proteinas celulares sobre el punto de muestra con una solucién tampon (en reposo), por ejemplo,
aplicando unos pocos microlitros de una solucién acuosa (en particular agua desionizada pura) sobre el
punto de muestra, dejandola alli durante un periodo de tiempo predeterminado y luego retirandola, en
donde las sales y otros componentes solubles se disuelven y se eliminan con la soluciéon tampén, y

- preparar las proteinas celulares lavadas sobre el punto de muestra para una posterior ionizacién por
desorcién, por ejemplo, mediante la adicion de una solucién matriz y cristalizaciéon en la misma sobre el
punto de muestra para una posterior ionizacién mediante desorcién con laser asistida por matriz.

En particular, el agua desionizada, pura o ligeramente acidificada, ha mostrado ser adecuada como tampén de
lavado para los procedimientos descritos en esta descripcion.

Breve descripcion de las Figuras

La Figura 1 muestra las etapas de un procedimiento que sirve para determinar la resistencia de los
microorganismos.

La Figura 2 ilustra los espectros de masas de una cepa bacteriana sensible a los antibidticos (E. coli) y una cepa
bacteriana resistente a los antibiéticos (Klebsiella pneumoniae) después de un cultivo en ausencia y presencia de un
antibiético, que se adquirieron después de llevar a cabo un procedimiento descrito en la Figura 1. El espectro B
muestra solo la sefial de una sustancia de referencia.

La Figura 3 muestra un procedimiento simple para una identificacion taxonémica de microorganismos contaminados
utilizando una etapa de lavado de acuerdo con los principios de la invencion.

La Figura 4 muestra un espectro de masas del liquido nutriente puro, que se habia tratado y lavado de acuerdo con
el método de la invencion empleando el lavado de las proteinas celulares unidas por adherencia de acuerdo con la
Figura 1. Aunque el liquido nutriente contiene péptidos, el espectro de masas esté limpio y contiene méas de 4000
unidades de masa atomica (Dalton), solo las sefales de los iones de carga simple (1+), de carga doble (2+) y de
carga triple (3+) de la sustancia de referencia afiadida de forma dosificada.

Descripcion detallada

Las células procedentes de un material biologico, tales como microorganismos o células de un tejido, que se colocan
sobre las placas de soporte de muestras, generalmente se descomponen al afadir una soluciéon con sustancia
matriz para una posterior ionizacién por desorcidn con laser asistida por matriz (MALDI) en un disolvente organico.
Las sustancias matriz son esencialmente acidos organicos que, junto con el disolvente organico, destruyen las
paredes celulares, disuelven los complejos de proteinas, por ejemplo, los ribosomas, dentro de las células y
permiten que las proteinas migren fuera de la célula. Las proteinas ribosémicas son particularmente adecuadas para
la identificacién taxonémica de microorganismos. Cuando las muestras se secan, el material de la matriz cristaliza y
las proteinas se incorporan en los cristales. A continuacion se pueden vaporizar en un espectrometro de masas
mediante bombardeo con laser e ionizarse por protonacion. En caso de que todavia haya liquido nutritivo o partes
del liquido de la descomposicion que se adhiera a las células, el proceso de protonacion se altera gravemente por
las sales, otros materiales tamponadores, detergentes y otros contaminantes solubles de esos liquidos. Las propias
células también pueden contener sales liberadas durante la descomposiciéon, que a su vez pueden interferir con el
proceso de ionizacion.

Dado que las sales y otros contaminantes en las muestras sobre las placas de soporte de muestras, interfieren
fuertemente, en particular en una posterior ionizacion por desorcion con laser asistida por matriz (MALDI), en la
invencion se propone que las células que se encuentran sobre el soporte de muestras para espectrometria de
masas, no se descompongan simplemente afiadiendo una solucién matriz, sino que la descomposicion de las
células se lleve a cabo primero en una etapa de tratamiento distinta, usando &cidos y/o disolventes (organicos) sin
sustancias matriz. Aunque las proteinas por si mismas muestran solo una ligera adhesién a las superficies
metalicas, las proteinas liberadas a través de esta descomposicion se adhieren sorprendentemente bien a la
superficie de los soportes de muestras habituales y se pueden lavar cuidadosamente con una solucién tamp6n (por
ejemplo, una solucién acuosa) especialmente para eliminar las sales. Esto funciona de manera sorprendente tanto
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en placas de soporte de muestras a base de acero inoxidable pulido, como en las conocidas placas de anclaje,
disponibles comercialmente ("AnchorChip™"), que contienen puntos de muestra hidréfilos ("spots”) en un entorno
hidréfobo, y en las "dianas biologicas" que ahora se encuentran en el mercado, a base de material ceramico
recubierto. Aparentemente, las proteinas de las células se desnaturalizan con los liquidos de la descomposicion
hasta tal punto, que muestran suficientes sitios de adhesion reactivos, con los cuales se adhieren.

Ya se conoce el lavado de los péptidos de una digestion unidos por adherencia a superficies, pero principalmente
sobre superficies preparadas de manera muy especial. En el trabajo "Paraffin-waxcoated plates as matrix-assisted
laser desorption/ionization sample support for high-throughput identification of proteins by peptide mass
fingerprinting” (N. S. Tannu et al., Analytical Biochemistry 327 (2004) 222-232), se compara el lavado de péptidos
obtenidos mediante una digestion triptica de proteinas en puntas de pipeta ZipTipcis, con el lavado sobre diferentes
superficies de soporte de muestras, en donde el lavado sobre placas de anclaje ya se muestra como practicable,
pero las placas con recubrimientos de cera de parafina brindan resultados ain mejores. Cabe sefalar que en ese
caso, los analitos de interés en el trabajo de N. S. Tannu et al., son péptidos digeridos con tripsina y por lo tanto
extremadamente desnaturalizados, esencialmente en el intervalo de masa por debajo de m/z 3000 Dalton, mientras
que la presente invencién se dirige como analitos de interés, a proteinas celulares no digeridas, en el intervalo de
masa de aproximadamente 3000 a 20.000 Dalton, procedentes de células bioldgicas descompuestas, cuyo
comportamiento adhesivo no se puede comparar con el de los productos de la digestion. De acuerdo con la opinién
predominante hasta ahora, las proteinas sanas y sin desnaturalizar muestran solo una ligera adhesién a superficies
extranas; la idea de que las proteinas pesadas procedentes de una descomposicién celular se adhieran hasta con
una firmeza relativa a las placas soporte de muestras, era por ello completamente inesperada.

En el trabajo "Non-specific, on-probe cleanup methods for MALDI-MS samples” (Y. Xu et al., Mass-Spectrometric
Reviews, 2003, 22, 429-440), las placas de soporte de muestras se proporcionan con peliculas a base de polimeros
comerciales, capas delgadas de material matriz, capas monomoleculares autoensambladas y capas de polimero
ultrafinas y se examinan para determinar su idoneidad para lavar proteinas adsorbidas sobre las mismas. En
algunas de las superficies, se detectd la formacién de puentes de hidrégeno de las proteinas, lo que permitia el
lavado. No se examinaron placas de soporte de muestras sin recubrimiento.

Ademas, el trabajo "Compressed matrix thin film (CMTF)-assisted laser desorption ionization mass spectrometric
analysis" (L. Huang et al., Analytica Chimica Acta 786 (2013) 85-94), describe el lavado de proteinas que se unen
por adherencia sobre una pelicula delgada de sustancia matriz comprimida para ese fin. Curiosamente, las pruebas
realizadas por el solicitante con un lavado sobre capas delgadas de matriz han mostrado que una adicion adicional
posterior de solucién matriz era absolutamente necesaria para obtener espectros de masas significativos, aunque
los espectros de masas solo mostraban una calidad escasa.

También en el documento de la descripcion WO 2004/072616 (PCT/US2004/003890; J. W. Finch y J. C. Gebler; "A
SAMPLE PREPARATION PLATE FOR MASS SPECTROMETRY") se menciona un lavado de proteinas
inmovilizadas, pero sobre una placa con una preparacion especial a base de huecos para recibir las muestras, que
no es adecuada para usar como soporte de muestras en espectrometria de masas, y no sobre un soporte de
muestras para espectrometria de masas, tal y como se usa para insertar muestras especialmente preparadas para
una ionizacién por desorcion en una fuente de iones.

Una primera realizacién particularmente preferida de un procedimiento de acuerdo con los principios de la invencion,
que sirve para determinar la resistencia de microorganismos, puede comprender, por ejemplo, las etapas mostradas
en la Figura 1:

(1) las células se aplican sobre diferentes puntos de muestra de una placa de soporte de muestras junto con
medios de cultivo (solucién nutritiva) con y sin diferentes antibi6ticos/agentes antifingicos en una o también
diferentes concentraciones,

(2) a continuacion, sigue una incubacién durante un tiempo predeterminado en una cémara, que crea
condiciones constantes, particularmente con respecto a la humedad y la temperatura, para ello, el tiempo
puede depender de las especies y de los antibidticos,

(3) las muestras se secan sobre los puntos de muestra a temperaturas entre 30° y 60° Celsius,

(4) se anade 1 microlitro de una solucion de acido férmico al 70% en agua para descomponer las células y
desnaturalizar las proteinas celulares,

(5) se permite que los puntos de muestra se sequen a temperatura elevada,

(6) se anaden 3 microlitros de agua sobre los puntos de muestra, se deja actuar durante un corto periodo de
tiempo (aproximadamente 3 minutos) y se aspira, ya sea con una pipeta o un dispositivo especial para eliminar
liquidos de los puntos de muestra,

(7) se permite que se seque la humedad residual sobre los puntos de muestra,
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(8) se pipetea la solucion matriz (si es necesario con un patron interno) sobre los puntos de muestra y se deja
secar,

(9) se miden los perfiles de proteinas con un espectrometro de masas, en particular un espectrémetro de
masas MALDI con tiempo de vuelo,

(10) en caso de crecimiento a pesar de cierta concentracion de un antibiético, existe una resistencia frente a
ese antibidtico con esa concentraciéon; un crecimiento en soluciones nutritivas empleando diferentes
concentraciones del antibiético permite determinar la concentracién minima inhibidora.

En ese ejemplo, el procedimiento de lavado empleando agua pura desionizada consiste en disolver los componentes
hidrosolubles en agua en reposo y eliminar esos componentes que son perjudiciales para el proceso de ionizacion,
al eliminar el agua. El procedimiento de lavado se puede repetir si es necesario. Se debe evitar un lavado intenso
con agua en movimiento, ya que puede provocar pérdidas en caso de algunas proteinas celulares.

La Figura 2 muestra espectros de masas de una cepa bacteriana sensible a los antibiéticos (E. coli) y una cepa
bacteriana resistente a los antibiéticos (Klebsiella pneumoniae), en donde cada una se cultivd una vez afadiendo
antibiético y una vez sin anadirlos, y se procesaron de acuerdo con un procedimiento de la Figura 1. Los graficos
individuales indican de arriba a abajo:

A: Cepa de E. coli sensible en medio Mueller-Hinton (un medio nutriente) sin antibiético;

B: Cepa de E. coli sensible en medio Mueller-Hinton con antibidtico (aqui solo aparecen sefiales de masas de
la sustancia de referencia afadida de forma dosificada);

C: Cepa de Klebsiella pneumoniae resistente a meropenem en medio Mueller-Hinton sin antibiético; y
D: Cepa de Klebsiella pneumoniae resistente a meropenem en medio Mueller-Hinton con antibiético.

A partir de las diferentes sefales de masas proteicas en el intervalo de masa por encima de m/z 3000 en todos los
espectros en los que se detecta crecimiento, es evidente que la etapa de lavado directamente sobre el soporte de
muestra después de la descomposicién no agota significativamente la cantidad de proteinas descompuestas de las
bacterias desde el soporte de muestras. Por lo tanto, el procedimiento es muy adecuado para la preparacion de
muestras de células biologicas directamente sobre el soporte de muestras para una posterior ionizacién por
desorcién y andlisis mediante espectrometria de masas, por ejemplo, para determinar la resistencia como una
propiedad de la célula.

Del mismo modo, células eucariotas degeneradas, como por ejemplo las células cancerosas, también se pueden
analizar para determinar la resistencia frente a medicamentos. Los hongos unicelulares, también eucariotas, se
pueden identificar como otros microorganismos al menos hasta el nivel taxonémico de especie y someter a ensayo
su resistencia a los antibiéticos (en este caso: agentes antifiingicos). Sin embargo, también se pueden examinar los
hongos formadores de micelio mediante espectrometria de masas. En el documento de patente US 8.980.577 B2 (T.
Mayer, 2012) se indica un procedimiento para la clasificacién taxonémica de hongos formadores de micelio, que
consiste en cultivar hifas frescas bajo un movimiento fuerte. Cada vez que se adhieren a las superficies esto
conduce a una remodelacién metabdlica, que cambia los espectros de masas. De esta manera, se pueden lograr
identificaciones inequivocas en comparacion con los espectros de referencia. El procesamiento de esos hongos
formadores de micelio a partir del cultivo liquido esta asociado con varias etapas del proceso que requieren mucho
tiempo, como, por ejemplo, centrifugaciones. Segun el procedimiento descrito en esta memoria, los hongos se
pueden aplicar directamente desde el cultivo liquido sobre los puntos de muestra de la placa de soporte de muestras
y preparar para la identificacion mediante espectrometria de masas. Por otro lado, para examinar la resistencia
frente a agentes antifungicos, las células fungicas pueden crecer sobre los puntos de muestra de las placas de
soporte de muestras en medios de cultivo con y sin agentes antifingicos. Una remodelacion metabdlica no tiene
ningun papel decisivo en la determinacion del crecimiento en presencia de agentes antifingicos.

La solucién nutritiva para el cultivo de las células biolégicas sobre el soporte de muestras generalmente consiste en
extracto de carne y caseina hidrolizada, por lo que contiene proteinas y péptidos. La soluciéon nutritiva que no se
elimina, sino que solo se seca y se lava, podria generar de este modo sefiales alteradas de la masa de las proteinas
y péptidos en el espectro de masas de las células. Sin embargo, sorprendentemente este no es el caso, tal y como
se muestra en el espectro de masas de la Figura 4. Excepto para las sefales de masa (1+), (2+) y (3+) de la
sustancia de referencia, no hay sefales alteradas de la masa en el intervalo de masas entre 4.000 y 18.000 Dalton.
Esto significa que los péptidos procedentes de la solucién nutritiva son tan pequefios que no interfieren, o que
siguen siendo solubles y se eliminan con la etapa de lavado.

El procedimiento propuesto en esta memoria, con un método de lavado directamente sobre el soporte de muestras,
aunque dura unos minutos mas que uno sin él, muestra claras ventajas: las proteinas liberadas desde la célula se
adhieren de forma sorprendente con relativa firmeza a la superficie hidréfila del soporte de muestras durante la
etapa de lavado, lo que las hace en gran medida insolubles; solo las sales y otros componentes solubles, por
ejemplo, procedentes del medio de cultivo, se solubilizan y se eliminan con el tampén de lavado. Esto funciona de



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 802 285 T3

manera sorprendente tanto sobre placas de soporte de muestras a base de acero inoxidable pulido, como sobre las
dianas de anclaje conocidas ("Anchor-Chip") y sobre las "dianas biolégicas" nuevas que se encuentran en el
mercado a base de material ceramico. Por el contrario, si se sigue el método presentado en el documento de
solicitud de patente PCT/DE2016/100561 como preferido, de aspirar el material sobrenadante del cultivo de un punto
de muestra, existe el riesgo de que se pierdan especies microbianas que tienen poca o ninguna adhesién a la
superficie del soporte de muestras. A modo de ejemplo, se pueden mencionar en esta memoria algunos tipos de
Salmonella que flotan como flagelados en la superficie del liquido y, por lo tanto, se pueden aspirar faciimente.

Unas mediciones comparativas muestran que los espectros obtenidos a partir del procedimiento que comprende una
etapa de lavado directamente sobre la superficie del soporte de muestras, tienen una calidad significativamente
mejor (relacién sefal/ruido de fondo mejorada) en comparacion con los espectros de muestras sin lavar, debido a la
proporcion de sales que alteran la ionizacion (en particular con el procedimiento MALDI), que se reduce
significativamente por la etapa de lavado.

La realizacion especial del procedimiento descrita anteriormente se puede modificar de muchas maneras. Por
ejemplo, en la etapa (4) se pueden usar otros disolventes volatiles desnaturalizantes para la descomposicién celular,
por ejemplo, acetona al 50% en agua o acido férmico al 70% en agua. Se pueden utilizar placas de soporte de
muestras, cuyos puntos de muestra se rellenan previamente con sustancias activas, por ejemplo, aplicando
diferentes tipos de antibidticos/agentes antifungicos o el mismo antibidtico/agente antifingico en cantidades
graduadas (por ejemplo, para determinar la concentracion minima inhibidora). Los puntos de muestra también
pueden contener cantidades de sustancias de referencia insolubles de forma dosificada para evaluaciones
cuantitativas. Las sustancias de referencia deberian poder disolverse en la solucién matriz, pero no en la solucién
tampon de la etapa de lavado.

Otra realizacién del procedimiento segun los principios de la invencién se reproduce en la Figura 3 y se refiere a
microorganismos y otras células que no se cultivan sobre la placa de soporte de muestras, sino que simplemente se
han aplicado sobre el soporte de muestras para una identificacion por espectrometria de masas (clasificacion
taxonémica), pero que contienen en la muestra contaminantes tales como sales, detergentes y otros. Los
contaminantes se pueden adherir, por ejemplo, a los microorganismos de una colonia sobre agar. En la transferencia
automatica de los microorganismos desde las colonias sobre las placas de agar, a menudo se transfieren pequefas
cantidades de agar, incluyendo liquido nutriente. También se pueden encontrar sales nocivas dentro de algunos
tipos de microorganismos. Como en el procedimiento indicado anteriormente, esas muestras también se pueden
descomponer en una etapa de tratamiento distinta sin material matriz. Sus proteinas desnaturalizadas también se
pueden someter directamente a una etapa de lavado sobre el soporte de la muestra.

La ionizacion por desorcién puede ser, en particular, una ionizacion por medio de una desorcion con laser asistida
por matriz, en donde la preparacion para la ionizacion comprende entonces afadir y cristalizar la solucion matriz. La
placa de soporte de muestras puede ser de acero inoxidable, una placa con anclajes hidréfilos en un entorno
hidréfobo ("AnchorChip™") o una placa recubierta con material ceramico.

Las células pueden ser microorganismos. La propiedad de los microorganismos que se va a determinar puede ser
su resistencia o susceptibilidad frente a antibidticos/agentes antifiingicos. Los microorganismos se pueden cultivar
sobre diferentes puntos de la placa de muestras en liquido nutriente con y sin la adicién de antibidticos/agentes
antifingicos, y la resistencia frente a un antibiético/agente antifungico se puede determinar mediante un crecimiento
continuado en presencia de ese antibidtico/agente antifungico. El crecimiento en presencia de un antibiético/agente
antifingico se puede determinar en particular mediante una comparacion con una sustancia de referencia anfadida
de forma dosificada.

En general, sin embargo, las células biolégicas también se pueden examinar por su comportamiento frente a
productos quimicos durante el cultivo sobre el soporte de muestras en presencia de esos productos quimicos. La
respuesta de células cancerosas a diversas sustancias activas medicinales o combinaciones de sustancias activas
se puede mencionar en este caso como ejemplo.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparacion de proteinas a partir de muestras de células biolégicas no purificadas sobre un
soporte de muestras para una determinacién mediante espectrometria de masas de las propiedades celulares, que
comprende las etapas:

- proporcionar las células biolégicas sobre un punto de muestra del soporte de muestras que tiene una
superficie hidrofila o una placa con anclajes hidrofilos en un entorno hidréfobo,

- descomponer las células usando disolventes volatiles desnaturalizantes y/o acidos sobre el punto de muestra,
de modo que las proteinas celulares se liberan de los complejos, salen de las células descompuestas y se
unen por adherencia sobre el punto de muestra,

- lavar las proteinas celulares sobre el punto de muestra con solucién tampén, en donde las sales y otros
componentes solubles se disuelven y se eliminan con la solucién tampén, y

- preparar las proteinas celulares lavadas para una posterior ionizacion por desorcién.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la etapa de lavado se lleva a cabo con una solucién
tampo6n en reposo.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 2, caracterizado porque para la etapa de lavado, se aplican algunos
microlitros de una solucién acuosa sobre el punto de muestra, permanecen alli durante un periodo de tiempo
predeterminado y a continuacion se retiran.

4. Procedimiento segln una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la preparacién para la ionizacién por
desorcién comprende la adicion de una solucién matriz y la cristalizacion en la misma sobre el punto de muestra
para una posterior ionizacion por desorcion con laser asistida por matriz.

5. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque el soporte de muestras para
espectrometria de masas que tiene una superficie hidréfila comprende una placa de acero inoxidable o una placa
recubierta con material ceramico.

6. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque las células biolégicas comprenden
microorganismos.

7. Procedimiento segun la reivindicacién 6, caracterizado porque proporcionar las células biolégicas comprende
cultivar los microorganismos en liquido nutriente (i) directamente sobre el punto de muestra del soporte de muestras
para espectrometria de masas o (ii) en un recipiente para cultivo externo con una transferencia posterior de los
microorganismos cultivados sobre el punto de muestra.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 6 o 7, caracterizado porque la propiedad celular de los microorganismos
que se va a determinar es su comportamiento de resistencia frente a una sustancia antimicrobiana.

9. Procedimiento segun la reivindicacién 8, caracterizado porque los microorganismos se cultivan sobre diferentes
puntos de muestra del soporte de muestras en liquido nutriente, con y sin adicion de la sustancia antimicrobiana, y
porque el comportamiento de resistencia frente a la sustancia antimicrobiana se determina por un crecimiento
continuado en presencia de esa sustancia.

10. Procedimiento segun la reivindicacion 9, caracterizado porque el crecimiento en presencia de la sustancia
antimicrobiana se determina mediante una comparacién con una sustancia de referencia anadida de forma
dosificada.

11. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque las células biologicas se
examinan mediante espectrometria de masas para determinar su comportamiento frente a productos quimicos
durante un cultivo sobre el punto de muestra del soporte de muestras en presencia de esos productos quimicos.

12. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque las propiedades celulares se
determinan basandose en sefnales proteicas mediante espectrometria de masas en el intervalo de masa superior a
m/z 3000.

13. Procedimiento para la preparacién de proteinas a partir de muestras de células biolégicas para una
determinacion mediante espectrometria de masas de las propiedades celulares, que comprende las etapas:

- cultivar las células biolégicas en un liquido nutritivo directamente sobre un punto de muestra de un soporte
de muestras para espectrometria de masas que tiene una superficie hidrofila o una placa con anclajes
hidréfilos en un entorno hidréfobo y secar un material sobrenadante del cultivo sobre el punto de muestra,

- descomponer las células cultivadas sobre el punto de muestra usando disolventes volatiles
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desnaturalizantes y/o acidos organicos, de modo que las proteinas celulares se liberan de los complejos,
salen de las células descompuestas y se unen por adherencia sobre el punto de muestra,

lavar las proteinas celulares sobre el punto de muestra con una solucién tampén, en donde las sales y otros
componentes solubles se solubilizan y se eliminan con la solucién tampén, y

preparar las proteinas celulares lavadas sobre el punto de muestra para una posterior ionizacién por
desorcion.
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