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R E S UMEN

Una identificación correcta y rápida de las bacterias es esencial para un diagnóstico y un tratamiento ade-
cuado de los pacientes con infecciones. Hasta hace pocos años se utilizaban pruebas bioquímicas, colorimé-
tricas o incluso de sensibilidad antibiótica para la identificación a niveles de género y especie. Las principa-
les limitaciones de estos métodos son el tiempo necesario para su realización y la dificultad para diferenciar 
microorganismos poco reactivos, muy parecidos entre ellos o de difícil crecimiento. Desde la introducción 
en el laboratorio de la espectrometría de masas (EM) con el uso de MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorp-

tion ionization time-of-flight), muchos de estos problemas se han solventado. Para poder sacar el máximo 
rendimiento a esta tecnología se han de conocer sus puntos fuertes y sus limitaciones. No todos los mi-
croorganismos se identifican con la misma facilidad o fiabilidad mediante MALDI-TOF y es obligación del 
microbiólogo saber cómo interpretar los resultados que de este se obtienen y las alternativas disponibles 
para lograr identificar los microorganismos que generan más problemas. Este trabajo pretende hacer una 
recopilación de la información disponible sobre la correcta identificación de las principales bacterias pató-
genas humanas mediante el uso de la EM MALDI-TOF, centrándose en gramnegativos, grampositivos y mi-
croorganismos anaerobios. Las condiciones del cultivo, la preparación de la extensión con el método de ex-
tracción idóneo y, sobre todo, el uso de una correcta y actualizada base de datos son los principales factores 
que hay que tener en cuenta para la identificación fiable de cualquier bacteria. 

© 2016 Elsevier España, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Application of mass spectrometry to bacterial identification

A B S T R AC T

Correct and rapid identification of bacteria is essential for the correct diagnosis and treatment of infected 
patients. Until a few years ago, biochemical, colorimetric or even antibiotic sensitivity tests were used to 
identify genera and species. The main limitations of these methods were the time needed for their 
performance and the difficulty of distinguishing between microorganisms that were little reactive, highly 
similar, or difficult to culture. Many of these problems have been solved by the introduction of mass 
spectrometry (MS) in the laboratory with the use of MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption 
ionization time-of-flight). Knowledge of the strengths and weaknesses of this technology is essential to be 
able to take maximum advantage of this technique. Not all microorganisms can be identified with the same 
ease and reliability by MALDI-TOF and microbiologists need to know how to interpret the results obtained 
with this technique and the available alternatives in order to identify the microorganisms causing the most 
problems. This article aims to summarise the available information on the correct identification of the 
main human pathogenic bacteria through the use of MALDI-TOF MS, focusing on Gram-negative, Gram-
positive and anaerobic microorganisms. The main factors that must be taken into account for the reliable 
identification of any bacterium are the conditions for culture, sample preparation with the ideal extraction 
method and especially the use of a correct and updated database. 

© 2016 Elsevier España, S.L.U. All rights reserved.
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Bacilos gramnegativos: introducción

Los bacilos gramnegativos (BGN) pueden encontrarse en práctica-
mente la totalidad de las muestras que se reciben en el laboratorio de 
microbiología clínica ya que forman parte de la flora normal de los 
seres humanos y son causantes de numerosas infecciones. Clásica-
mente eran identificados mediante pruebas bioquímicas basadas en 
características típicas de cada género y especie como su morfología, 
el crecimiento selectivo según el medio de cultivo, la composición de 
su pared o la utilización de rutas metabólicas y substratos. Mediante 
el uso de la espectrometría de masas (EM) MALDI-TOF (matrix-assis-

ted laser desorption ionization time-of-flight) se identifican directa-
mente desde una colonia en placa o incluso, en algunos casos, direc-
tamente desde la muestra. Por sus características, la pared de los 
BGN es fácilmente desintegrada mediante el láser del espectrómetro 
de masas y las proteínas contenidas en estas bacterias quedan libe-
radas con mayor facilidad que en otro tipo de bacterias con paredes 
más gruesas o complejas, permitiendo una identificación más fiable.

Preparación de la muestra para la identificación de bacilos 
gramnegativos

A pesar de que la identificación de la mayoría de los BGN no sue-
le suponer un problema siguiendo los protocolos que facilitan los 
fabricantes, hay ciertos aspectos en la preparación de la muestra que 
pueden interferir en la fiabilidad de esta. Se han evaluado diferentes 
variables en la preparación de las colonias bacterianas (la densidad 
de la extensión del microorganismo, el uso de ácido fórmico previo a 
la dispensación de la matriz, la temperatura de incubación del culti-
vo o el tipo de medio de cultivo utilizado), llegando a la conclusión 
de que tanto la temperatura como el medio de cultivo empleado no 
afectan a la calidad de la identificación1. 

Enterobacterias

Ya en 1999 Lynn et al2 utilizaron la EM para poder diferenciar Es-

cherichia coli O157:H7, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica 

subsp. enterica serovar typhi, S. enterica subsp. enterica serovar Du-
blin y Providencia rettgeri tras un ciclo de congelación a –20 ºC. Estos 
autores lograron obtener espectros específicos para el género Entero-

bacteriaceae, específicos de especie para los 2 serovares de Salmone-

lla y específicos de cepa para los E. coli estudiados.
Una de las limitaciones más conocidas del uso de MALDI-TOF con 

las bases de datos comerciales disponibles hasta la fecha es la impo-
sibilidad de diferenciar de manera correcta entre E. coli y Shigella spp. 
En 2010 se evaluó la eficacia de MALDI-TOF para la identificación de 
304 colonias de aislados de heces y se llegó a la conclusión de que el 
sistema Biotyper 2.0 identifica de manera correcta los enteropatóge-
nos más comunes, pero falla a la hora de diferenciar entre 36 aislados 
de Shigella spp. y 3 E. coli enterohemorrágicos3. Otros estudios corro-
boran esta limitación recomendando el uso de pruebas complemen-
tarias para una adecuada diferenciación de estas especies4,5.

K. pneumoniae no presenta habitualmente problemas para su 
identificación mediante MALDI-TOF. Incluso en estudios donde se 
realizan las identificaciones de los microorganismos causantes de 
bacteriemia directamente desde frascos de hemocultivos positivos se 
consigue una tasa de identificación correcta en esta especie próxima 
al 90%6. K. oxytoca es un patógeno habitualmente nosocomial, ínti-
mamente relacionado con K. pneumoniae, que se distingue fenotípi-
camente de este por ser indol positivo. Los géneros Klebsiella y Raoul-

tella son genéticamente muy parecidos. En un estudio para verificar 
la identificación de K. oxytoca obtenida por MALDI-TOF (base de da-
tos Bruker Biotyper 3.0) se analizaron 99 supuestas K. oxytoca de las 
que 8 fueron identificadas como Raoultella. Al realizar la secuencia-
ción genómica del ARNr 16S de estas 8 discordantes, 5 fueron real-
mente Raoultella mientras que las otras 3 fueron K. oxytoca. En este 

mismo estudio también se apuntó la importancia de verificar la dife-
rencia entre las puntuaciones de las identificaciones (score) que ge-
nera MALDI-TOF. Para poder distinguir entre especies muy parecidas 
se recomienda una diferencia entre la mejor pun tuación y la segunda 
de como mínimo el 10%. Aplicando esta regla, aumentaría considera-
blemente la discriminación ente Raoultella y K. oxytoca7.

Las especies del complejo Enterobacter cloacae se encuentran en 
el medio ambiente, aunque también pueden actuar como patógenos 
humanos. Estudios bioquímicos y moleculares han demostrado su 
heterogeneidad genómica, por lo que se divide en 6 especies diferen-
tes: E. cloacae, E. asburiae, E. hormaechei, E. kobei, E. ludwigi y E. nimi-

pressuralis. E. cloacae y E. hormaechei son las más frecuentemente 
aisladas en muestras clínicas. La diferenciación fenotípica de los 
miembros del complejo es muy complicada, por lo que para ello sue-
len usarse técnicas moleculares8. Pavlovic et al9 evalúan la capacidad 
de MALDI-TOF para generar identificaciones a nivel de especie de 
miembros del complejo E. cloacae junto con el uso de una PCR (poly-

merase chain reaction) multiplex casera. Mientras que la PCR no tiene 
ningún problema para la identificación, la técnica MALDI-TOF resultó 
no ser capaz de diferenciar E. asburiae, E. hormaechei, E. kobei y  
E. ludwigii de E. cloacae. Sería necesario mejorar las bases de datos de 
MALDI-TOF para llegar a diferenciar los miembros del complejo  
E. cloacae de manera inequívoca y sin necesidad de pruebas molecu-
lares confirmatorias. 

Cronobacter spp. está muy estrechamente relacionado con el gé-
nero Enterobacter y hasta hace pocos años se denominaba Enterobac-

ter sakazakii. En la base de datos Biotyper de Bruker actual solamen-
te se encuentran espectros para la especie Cronobacter sakazakii. La 
secuenciación del ARN 16S tampoco es útil para diferenciar todas las 
especies de este género, especialmente entre C. sakazakii y C. amalo-

naticus, y en las bases de datos de las pruebas bioquímicas como API 
20E y API ID32E encontramos aún Enterobacter sakazakii. Para la 
identificación a nivel de género y especie se recomienda la secuen-
ciación del gen fusA y MLST (multilocus sequence typing)10,11. 

En un estudio de 2013 en el que se evaluaron un total de 965 ais-
lados de enterobacterias de 17 géneros y 40 especies diferentes se 
consiguieron mediante espectrometría de masas unos porcentajes 
de identificación del 96,7 y el 83,8%, respectivamente. Analizando los 
resultados pormenorizadamente, se identificó correctamente a nivel 
de especie el 100% de los siguientes aislados: Serratia marcescens 
(57), Morganella morganii (52), E. aerogenes (52), E. gergoviae (10), 
Serratia odorifera (30), Providencia stuartii (31), Citrobacter koseri (31), 
Ewingella americana (6), K. oxytoca (49), K. pneumoniae (58), Yersinia 

enterocolitica (14) y Y. pseudotuberculosis. Cinco microorganismos tu-
vieron una identificación correcta de especie en, como mínimo, un 
90% de los aislados: Citrobacter amalonaticus, Leclercia adecarboxyla-

ta, Proteus mirabilis, P. rettgeri, Salmonella enterica y Serratia liquefa-

ciens. Los fallos más frecuentes en la identificación a nivel de género 
se encuentran en Pantoea agglomerans ya que el 13,6% se identifica 
como especies del género Enterobacter. En cambio, a nivel de especie, 
encuentran mayor problema en el género Citrobacter, por lo que pro-
ponen el término “complejo Citrobacter freundii” para C. freundii,  
C. youngae, C. braakii, C. werkmanii y C. sedlakii. C. koseri y C. amalo-

naticus sí presentan una correcta identificación de género y especie12. 
Salmonella es un microorganismo relacionado con toxiinfección 

alimentaria que produce patología gastrointestinal. Para su identifi-
cación de forma clásica se necesita un cultivo de heces sembrado en 
diferentes medios y una sucesión de subcultivos en medios selecti-
vos, pruebas bioquímicas y tests serológicos para la identificación de 
serotipos. Todo esto puede llegar a retrasar el diagnóstico de 2 a 3 
días. Con la incorporación de MALDI-TOF al laboratorio de microbio-
logía clínica se esperaba poder tener toda esta información en el mis-
mo día que se observaran las colonias, por lo que rápidamente em-
pezaron a aparecer publicaciones que sugerían su uso para 
determinar la especie y la tipificación de subespecies. Hay varios 
trabajos que intentan encontrar picos consenso en los espectros que 



10 A. Pascual Hernández et al. / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2016;34(Supl 2):8-18

permitan diferenciar serovares de Salmonella pero no es un proceso 
sencillo y presenta problemas a la hora de reproducirse en otros la-
boratorios2,3,14. En un estudio más reciente de Kuhns et al15 se evaluó 
la posibilidad de discriminar entre S. enterica serovar typhi de otros 
serovares mediante el uso de MALDI-TOF con la base de datos de 
Bruker Biotyper 3.0. Estos autores concluyen que no existe ningún 
problema para diferenciar Salmonella del resto de enterobacterias y 
que, además, S. enterica serovar typhi presenta espectros específicos 
que permiten diferenciar este serovar de otros. En resumen, MALDI-
TOF es útil para la identificación de Salmonella spp. Como herramien-
ta para la distinción de subespecies y tipado de serovares, MALDI-
TOF puede llegar a ser una herramienta muy útil pero aún son 
necesarios más estudios que hagan los protocolos más asumibles por 
la rutina de trabajo y sean tan fiables como los métodos convencio-
nales. 

Las especies patogénicas del género Yersinia (Y. pseudotuberculo-

sis, Y. enterocolitica y Y. pestis), son agentes zoonóticos infrecuentes 
en muestras clínicas. Las infecciones por Y. enterocolitica y Y. pseudo-

tuberculosis ocurren tras la ingestión de comida o agua contaminada 
y causan clínica gastrointestinal. Y. pestis es el agente causal de la 
peste. Es muy importante la distinción de las especies ya que, ade-
más de tener cuadros clínicos muy diferentes, la enfermedad causa-
da por Y. pestis es de declaración obligatoria.

En 2010, Lasch et al16 desarrollan una base de datos propia centra-
da en Enterobacteriaceae y, sobre todo, en el género Yersinia. Debido 
a la peligrosidad de los aislados, se hace un pretratamiento de las 
extensiones con ácido trifluoroacético antes de realizar la identifica-
ción. Los autores encuentran picos en el espectro que pueden utili-
zarse como biomarcadores de enterobacterias junto con otros género 
y especie específicos de Yersinia spp. Ayyadurai et al17 también inves-
tigan el uso de MALDI-TOF de Bruker con Biotyper 2.0 para identifi-
car Yersinia spp. mediante la creación de una base de datos propia 
con una colección de 39 cepas y llegan a la conclusión de que sí es 
capaz de diferenciar Y. pestis de Y. enterocolitica, además de distinguir 
biotipos de Y. pestis. Por todo eso podemos concluir que la EM nos 
permite identificar de forma correcta entre especies de Yersinia ade-
más de poder darnos información sobre los biotipos de Y. pestis siem-
pre que contemos con la base de datos adecuada. 

La única especie del género Plesiomonas es P. shigelloides. Es un 
patógeno emergente causante de diarrea del viajero y raramente 
produce infección extraintestinal. Hasta la introducción de la EM, se 
identificaba mediante pruebas bioquímicas. Hoy en día, puede utili-
zarse MALDI-TOF, sobre todo si se complementa la base de datos dis-
ponible18. 

Aeromonas spp., Vibrio y géneros relacionados

Para estudiar la utilidad de la EM MALDI-TOF para la identificación 
de Aeromonas spp., Lamy et al19 analizan un total de 171 cepas de dife-
rentes orígenes y lo comparan con el resultado obtenido de la secuen-
ciación del gen rpoB. Obtienen una concordancia a nivel de género del 
100% y de especie del 90,6% (29 de 32) para cepas de referencia y del 
91,4% (127 de 139) para cepas clínicas y ambientales. Estos autores 
concluyen que esta tecnología es uno de los métodos más fiables para 
la identificación de estos microorganismos, aunque hacen hincapié en 
la importancia de tener una base de datos completa. 

En un estudio más reciente en el que se evalúa la influencia de 
una correcta identificación a nivel de género de Aeromonas spp. para 
poder dar una correcta información de sensibilidad antibiótica, de 
las 22 cepas estudiadas (5 A. caviae, 9 A. hydrophyla, 8 A. veronii) el 
100% de las identificaciones conseguidas mediante MALDI-TOF se 
correlaciona con los resultados de la secuenciación del gen rpoB20. 

Vibrio cholerae y otras especies de Vibrio (especialmente V. vulni-

ficus, V. parahaemolyticus, V. fluvialis y V. alginolyticus) han demostra-
do ser causantes de gastroenteritis, infección de tejidos blandos y 
septicemia, entre otras infecciones. Dado el potencial de V. cholerae 

para producir brotes, es crucial su correcta identificación en el labo-
ratorio. Tradicionalmente se hacía con métodos fenotípicos, pero son 
muchos los autores que han intentado identificarlo mediante el uso 
de MALDI-TOF. En un estudio en el que se examinan 56 aislados de 
hemocultivos pertenecientes a la especie Vibrio (confirmado por se-
cuenciación del ARN 16S y el gen rpoB) se identifican correctamente 
todos los aislados de V. vulnificus (20), V. parahaemolyticus (20) y V. 

fluvialis (1), pero ningún V. cholerae (30) se llega a identificar a nivel 
de especie hasta que no se crea una base datos propia específica para 
esta21. En un trabajo sobre 30 aislados de aguas residuales de Marrue-
cos también se demuestra la utilidad de MALDI-TOF para la identifi-
cación y diferenciación de las especies de Vibrio spp. ambientales22. 

Bacterias gramnegativas no fermentadoras

La EM es una tecnología prometedora para la identificación co-
rrecta de BGN no fermentadores (BGN-NF). Hay trabajos que logran 
una identificación correcta del 80,4% a nivel de especie y del 92,3% a 
nivel de género y que solo muestran dificultades con los microorga-
nismos que están infrarrepresentados en las bases de datos utiliza-
das23. 

Fernández-Olmos et al24 analizan el uso de esta tecnología para la 
identificación de BGN-NF en muestras de pacientes con fibrosis quís-
tica. El estudio se llevó a cabo en 182 aislados mediante trasferencia 
de la colonia directamente a la placa de MALDI-TOF y el uso del sis-
tema Bruker Biotyper 2.0. Al analizar los resultados, concluyen que la 
espectrometría es significativamente mejor para identificar los aisla-
dos que los métodos fenotípicos. MALDI-TOF discrimina más eficien-
temente los miembros de los géneros Achromobacter y Pandoraea, 
además de diferenciar mejor los miembros de la especie Burkholderia 

cepacia complex, pero no logró identificar el género Ralstonia, Borde-

tella petrii, Chryseobacterium (actualmente denominado Elizabethkin-

gia) ni Sphingobacterium spiritivorum ya que la base de datos no con-
tenía espectros adecuados para ello. 

En otro estudio, Abdul Wahab et al25 identificaron 123 aislados de 
50 pacientes con fibrosis quística mediante métodos fenotípicos y 
MALDI-TOF y resolvieron las discrepancias por secuenciación del ARNr 
16S. MALDI-TOF identificó 122 de 123 aislados a nivel de género y 118 
de 123 a nivel de especie. Además, mostró un 100% de correlación a 
nivel de especie con los métodos fenotípicos para la identificación de 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influen-

zae, Streptococcus pyogenes, Achromobacter xylosoxidans, Stenotropho-

monas maltophilia y otros microorganismos menos comunes como 
Chryseobacterium gleum y E. cloacae. 

En 2012 se publicó un artículo en el que se comparaban 2 siste-
mas de EM (Bruker Biotyper y VITEK MS) para la identificación de 
BGN-NF procedentes de pacientes con fibrosis quística. La concor-
dancia combinada a nivel de especie/complejo/género fue mayor 
para Bruker Biotyper (97%) que para VITEK MS (89,5%) aunque el pri-
mero necesitó en más ocasiones un paso extra de extracción en el 
procesamiento de la colonia26. 

La principal ventaja del uso de la EM MALDI-TOF es que proporciona 
una rápida y fiable identificación de los BGN-NF más comunes en fibro-
sis quística. Aun así, esta tecnología no es perfecta con microorganis-
mos poco habituales, de los que se dispone de pocos espectros pa-
trón o de aquellos genéticamente muy parecidos. Estos problemas se 
pueden solventar añadiendo los espectros que faltan o creando nue-
vas bases de datos.

El género Pseudomonas spp. es complejo y comprende un número 
elevado de especies que difieren en su significación clínica. Actual-
mente su identificación en muchos hospitales europeos se realiza 
directamente con MALDI-TOF, pero en aquellos más pequeños o en 
los que no disponen de esta tecnología se siguen usando los métodos 
clásicos de identificación. En un estudio hecho en 2011 se analiza un 
total de 133 cepas del género Pseudomonas. Se comparan los resulta-
dos con los obtenidos por MLST y afirman que MALDI-TOF es un 
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buen método para identificar esta especie hasta el nivel de grupo y 
subgrupo. Los autores concluyen que el uso de MLST es necesario 
para el análisis filogenético más exhaustivo pero que MALDI-TOF 
proporciona una rápida y fiable identificación que permite diferen-
ciar entre especies ambientales y clínicas, siempre que la base de 
datos de estas esté actualizada y completa27. 

Por otra parte, la identificación de las especies de Acinetobacter 
basada en las diferencias en sus propiedades bioquímicas es proble-
mática. La mayoría de los sistemas contienen un número pequeño de 
especies clínicamente relevantes en sus matrices de identificación y 
muchas veces son necesarias otras técnicas, como por ejemplo la ca-
pacidad de crecer a 44 ºC. La manera más fiable de identificar estos 
microorganismos es utilizando métodos genotípicos, como la se-
cuenciación del ARNr 16S, del espaciador ARNr 16S-23S o de la subu-
nidad b de la ARN polimerasa (rpoB). 

El uso de MALDI-TOF para la identificación de las especies de Aci-

netobacter, especialmente de aquellas causantes de brotes nosoco-
miales, es un tema complejo que muchos autores han tratado de di-
lucidar. Kishii et al28 realizaron un estudio en el que identificaron un 
total de 128 cepas de Acinetobacter spp., procedentes de hemoculti-
vos, y lo compararon con el resultado de la secuenciación del gen 
rpoB. Sin ninguna modificación de la base de datos Biotyper 3.0, solo 
se consiguió identificar a nivel de especie 89 de 123 aislados y la 
mayoría de las discrepancias fueron consecuencia de los cambios 
más frecuentes en la taxonomía o de la falta de patrones. Posterior-
mente realizaron una actualización de su base de datos con la incor-
poración de 16 espectros de cepas de referencia y consiguieron me-
jorar los porcentajes de identificación del 74,8 al 82,4%. Estos autores 
concluyeron que MALDI-TOF no era eficiente para identificar Acine-

tobacter a nivel de especie y sugirieron la ampliación de la base de 
datos para incluir otras especies que no fueran Acinetobacter bau-

mannii para que pudiera llegar a ser una herramienta útil en la iden-
tificación de todas las especies de Acinetobacter nosocomiales. En 
otro estudio más reciente se obtienen mejores resultados en identi-
ficación utilizando también el espectrómetro de masas de Bruker 
(98,6% A. baumannii, 72,4% A. nosocomialis y 97,6% A. pittii), siendo de 
manera general para el complejo A. calcoaceticus-A. baumannii del 
85,3%. Estos autores también recomiendan la ampliación de la base 
de datos disponible con más espectros de A. nosocomialis y de espe-
cies de Acinetobacter relacionadas con la genoespecie 13TU29. 

MALDI-TOF es una buena herramienta con S. maltophilia. Como en 
la mayoría de los BGN-NF, la dificultad para esta técnica consiste en 
tener la base de datos actualizada a los cambios en taxonomía y tener 
el número suficiente de espectros, incluyendo las cepas ambientales. 
Vasileuskaya-Schulz et al30 analizan 21 cepas pertenecientes a este 
género mediante MALDI-TOF (Bruker) y secuenciación multilocus 
(MLSA, multilocus sequence analysis). Los resultados demuestran una 
concordancia de la identificación total entre las 2 técnicas tanto a 
nivel intraespecie como interespecie. 

El complejo B. cepacia está compuesto por BGN-NF de origen am-
biental que pueden causar infecciones oportunistas graves, sobre 
todo en pacientes inmunodeprimidos o con fibrosis quística31. La 
identificación precoz de estos microorganismos es importante ya 
que la infección por B. cepacia complex se ha asociado con aumento 
de la morbimortalidad y un mayor índice de mortalidad en pacientes 
con fibrosis quística colonizados sometidos a trasplante de pul-
món32,33. En el estudio realizado por Fehlberg et al34 se analiza la ca-
pacidad de MALDI-TOF (Biotyper 3.0) para identificar las especies del 
complejo B. cepacia comparándolo con los resultados de secuencia-
ción del gen recA. El 100% de los aislados se identificó correctamente 
a nivel de género, pero el 23,1% falló a nivel de especie. Las más pro-
blemáticas fueron Burkholderia contaminans (el 100% no se identificó 
ya que en esa base de datos no se incluyen perfiles de esta especie) y 
B. cepacia (33,3%). Estos autores concluyen que la utilización de MAL-
DI-TOF para la identificación de las especies del complejo B. cepacia 

es una técnica rápida y fiable. 

Actualmente no existen referencias sobre la validez de la identifi-
cación de Moraxella spp. mediante MALDI-TOF usando las bases de 
datos disponibles en los laboratorios de microbiología clínica35. Tam-
poco hay suficiente evidencia científica para evaluar la fiabilidad de 
otros BGN-NF como Cupriavidus, Brevundimonas, Comamonas, Delftia, 

Acidovorax o Chryseobacterium. 

Neisseria spp. y Haemophilus spp.

El género Neisseria incluye 2 patógenos humanos N. meningitidis y 
N. gonorrhoeae. En un estudio en el que se intentó identificar me-
diante el software Biotyper estas 2 especies y diferenciarlas de otras 
especies de Neisseria no patogénicas se obtuvieron muy buenos re-
sultados. El 100% de las cepas se identificaron correctamente y se 
incluyeron 57 cepas de Neisseria spp., 29 de N. meningitidis y 13 de N. 

gonorrhoeae36. Resultados muy parecidos se obtuvieron en otro estu-
dio más reciente realizado en Italia sobre 93 cepas de N. gonorrhoeae, 

en el que se consiguió identificar correctamente 92 de ellas37. 
El aislamiento de Haemophilus spp. en cultivo suele ser complica-

do, ya que son nutricionalmente exigentes. H. influenzae es un pató-
geno muy relevante en patología respiratoria y es importante poder 
diferenciarlo de otras especies, ya que pueden estar colonizando el 
tracto respiratorio38. Con este fin, Frickmann et al39 elaboran un estu-
dio multicéntrico en el que analizan una colección de 84 cepas de 
Haemophilus spp. (50 de H. influenzae, 25 de H. parainfluenzae, 7 de H. 

haemolyticus y 2 de H. parahaemolyticus) mediante EM e hibridación 
in situ con sondas fluorescentes. Tras añadir ácido fórmico a las ex-
tensiones, el espectrómetro de masas permitió identificar correcta-
mente el 88% de las cepas; 4 cepas obtuvieron resultados no inter-
pretables y 6 fueron identificaciones erróneas. Los autores apuntan 
que estos errores podrían haberse subsanado añadiendo espectros 
de referencia para H. haemolyticus en la base de datos utilizada y re-
marcan que ninguna de las técnicas evaluadas está libre de identifi-
caciones erróneas. En resumen, existe cierta dificultad para diferen-
ciar las especies de Haemophilus spp. utilizando las bases de datos 
comerciales disponibles hasta la fecha, aunque mediante la amplia-
ción de estas se pueden llegar a conseguir resultados muy fiables de 
estas especies40,41. 

Grupo HACEK y otros bacilos gramnegativos poco comunes

Haemophilus, Aggregatibacter, Cardiobacterium, Eikenella y Kingella 
pertenecen al grupo HACEK; se caracterizan por su lento crecimiento, 
necesidades nutricionales exigentes y por formar parte de la flora 
orofaríngea. Es difícil llegar a una correcta y rápida identificación de 
estos microorganismos mediante pruebas bioquímicas. No existen 
muchos artículos que estudien la utilidad de MALDI-TOF para estas 
bacterias. En 2013 se publicó un trabajo en el que se analizaban 140 
aislados de Aggregatibacter, Eikenella, Haemophilus y Kingella de 
muestras pediátricas. En él se comparaba la EM (bioMérieux VITEK) 
con técnicas bioquímicas junto con secuenciación. Para Aggregatibac-

ter spp., A. actinomycetemcomitans (10) y A. segnis (1) la identificación 
mediante MALDI-TOF fue correcta. Dos de los 13 A. aphrophilus se 
confundieron con A. segnis y H. parainfluenzae. Todos los aislados de 
Eikenella corrodens (29), Kingella denitrificans (4) y Kingella kingae (20) 
se identificaron correctamente. En términos generales, mediante EM 
se obtuvo mayor número de identificaciones y hubo menos errores de 
identificación que con las técnicas bioquímicas42. Un estudio similar 
utilizó el espectrómetro de masas de Bruker (Biotyper 2.0) sobre una 
colección de 24 H. parainfluenzae, 20 A. aphrophilus, 5 A. actinomyce-

temcomitans, 14 Cryptosporidium hominis, 35 E. corrodens, 5 K. kingae 
y 20 H. influenzae. El 93% de los aislados fueron identificados a nivel 
de género y el 66% a nivel de especie. Solamente un aislado de A. 

aphrophilus se identificó erróneamente como H. influenzae. Cuando 
estos autores ampliaron su base de datos fueron capaces de identifi-
car el género de todos los aislados y el 79% de las especies43. 
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Asimismo, se han descrito más de 20 especies diferentes de Legio-

nella capaces de causar infección en humanos. Su identificación es de 
gran ayuda para diferenciar entre infección y contaminación e ini-
ciar, en caso necesario, un tratamiento adecuado. En un estudio ca-
nadiense se evaluó la capacidad de la EM (Bruker, Biotyper) para la 
identificación de un total de 83 cepas clínicas y de referencia de Le-

gionella spp. De manera general, se identificaron correctamente el 
61,4% de las cepas a nivel de especie. Si se analizan solamente las 
cepas para las cuales existen patrones en la base de datos, este por-
centaje aumenta hasta el 86,4%, identificando el 100% de L. pneumo-

phila y un 77,1% de otras especies de Legionella44. 
La identificación fenotípica de Bartonella es complicada, ya que 

presenta pocas pruebas bioquímicas distintivas de género. Por ello, la 
EM se ha convertido en una herramienta prometedora —siempre y 
cuando se implementen en las bases de datos espectros para Barto-

nella spp.—, puesto que hoy en día o no los contienen o hay muy 
pocos45. La misma consideración es necesaria para la identificación 
de Brucella spp. y Francisella spp.46,47. 

Preparación de las muestras para la identificación de bacterias 
grampositivas

Las bacterias grampositivas incluyen un gran número de especies 
patógenas humanas. Estos microorganismos suelen tener una pared 
con una gruesa capa de peptidoglicano que las hace más resistentes 
a la lisis, en comparación con las gramnegativas, y pueden requerir 
procedimientos adicionales como el uso de lisostafina, lisozima u 
otras moléculas que contribuyen a su rotura. No es ilógico, por tanto, 
que el rendimiento de la EM sea inferior al que se consigue en bacte-
rias gramnegativas si no se utilizan protocolos de extracción que fa-
ciliten la liberación de las proteínas celulares. Con el pretratamiento 
de las colonias se obtiene una mejora significativa en su identifica-
ción en comparación con la obtenida directamente de colonia, en 
particular en determinadas especies48. El número de pases de un 
mismo aislamiento hace más difícil su identificación, pero la tempe-
ratura de incubación o el medio de cultivo no parecen ser factores 
que afecten49. La actualización de las bases de datos comerciales, así 
como la posibilidad de elaborar colecciones propias con cepas de re-
ferencia o identificadas mediante procedimientos moleculares, son 
necesarias en la identificación de especies menos frecuentes50. 

Estafilococos

Las especies de Staphylococcus constituyen algunos de los patóge-
nos más frecuentemente aislados de infecciones nosocomiales y ad-
quiridas en la comunidad. S. aureus es la especie con mayor capaci-
dad patógena; el resto de las especies se agrupan en los denominados 
estafilococos coagulasa negativos entre los que destacan, entre otros, 
S. epidermidis, S. lugdunensis, S. saprophyticus y S. haemolyticus. Estas 
especies de estafilococos coagulasa negativos se reconocen cada vez 
más como causantes de infecciones nosocomiales, habitualmente 
relacionadas con dispositivos intravasculares o protésicos. La identi-
ficación precisa a nivel de especie es importante para guiar la terapia, 
distinguir bacteriemia de contaminación e identificar los posibles 
focos de infección. 

La tecnología MALDI-TOF se ha comparado con la fenotípica y mo-
lecular para la identificación del género Staphylococcus a nivel de es-
pecie. Dupont et al51 evaluaron la utilidad de la EM para la identifica-
ción de 20 especies de estafilococos coagulasa negativos, con un 
porcentaje de aciertos del 93,2% cuando se comparaba con la secuen-
ciación del gen sodA, muy superior al que ofrecían los sistemas de 
identificación bioquímica. Comparando con la secuenciación del gen 
tuf algunos autores mejoran estos resultados, consiguiéndose un 98-
100% de concordancia entre ambas técnicas52,53. Además, el uso de 
esta tecnología ha revelado el aislamiento en muestras clínicas de 
especies recientemente descritas (como S. pettenkoferi, S. condimenti 

y S. piscifermentans) y ha confirmado la relevancia clínica de especies 
como S. lugdunensis54. Asimismo, permite también la correcta identi-
ficación de especies coagulasa positivas diferentes a S. aureus —como 
el grupo S. intermedius, que incluye S. intermedius, S. pseudintermedius 

y S. delphini— a menudo incorrectamente identificadas como S. aureus 
y que se relacionan con infecciones asociadas a mordeduras de pe-
rros55. MALDI-TOF permite identificar subespecies de estafilococos, 
como demuestra el estudio de Spanu et al56, en el que se identifican 
correctamente S. capitis subsp. capitis y subsp. urealyticus, S. cohnii 

subsp. urealyticus, S. hominis subsp. novobiosepticus y subsp. hominis, 

S. saprophyticus subsp. saprophyticus, S. schleiferi subsp. schleiferi y S. 

sciuri subsp. sciuri. La identificación de S. aureus no ofrece ningún pro-
blema usando MALDI-TOF, consiguiéndose en más del 95% de las ce-
pas puntuaciones superiores a 2,057. En los últimos años se ha inten-
tado utilizar esta tecnología para tipado-detección de resistencia a la 
meticilina58,59, o para identificación de la producción de leucocidina 
de Panton-Valentine60.

Sin embargo, no todos los estudios consiguen resultados tan pro-
metedores. Los porcentajes de identificación parecen depender de 
los diferentes protocolos de extracción proteica, del número de répli-
cas, de las especies estudiadas y de los puntos de corte que se utili-
cen61. La base de datos y el algoritmo utilizado también influyen: la 
versión actual de Bruker (v 4.0.0.1) incluye 201 espectros de 39 espe-
cies de Staphylococcus. Respecto al método de extracción, la transfe-
rencia directa a la placa es simple y rápida pero los resultados no son 
muy fiables. Matsuda et al62 comparan la extracción en placa (colonia 
más ácido fórmico al 70%, secado y acetonitrilo antes de la matriz), la 
extracción estándar (etanol más acetonitrilo utilizando el sobrena-
dante tras 2 centrifugaciones) y la transferencia directa a la placa, 
identificando el 89,5, el 80,8 y el 60,2%, respectivamente. Otros auto-
res consiguen buenos resultados con otras variantes, como la extrac-
ción durante 30 min en ácido fórmico al 70%57. En cuanto a las dife-
rencias entre especies, se ha objetivado que las puntuaciones más 
bajas son dependientes de la especie, ya que solamente el 5% de S. 

epidermidis y el 4,8% de S. aureus puntúan por debajo de 2,0, mientras 
que el 100% de S. cohnii, el 75% de S. sciuri y el 60% de S. caprae pro-
ducen puntuaciones más bajas, aunque seguras57. Ello ha llevado a 
algunos autores a proponer nuevos puntos de corte. Richter et al63 
sugieren una puntuación ≥ 2,0 para S. aureus, S. capitis, S. epidermidis, 

S. hominis, S. lugdunensis, S. saprophyticus, S. simulans y S. xylosus; y 
una puntuación ≥ 1,7 para la identificación a nivel de especie de S. 

caprae, S. intermedius, S. schleiferi, S. sciuri, S. succinus y S. warneri, 

mientras que S. cohnii puede ser identificado con una puntuación  
≥ 1,6. Por todo ello, se ha propuesto un algoritmo que incluya un 
punto de corte de 1,7, la extracción en placa, realizar el test por du-
plicado y utilizar la última versión de la base de datos de Bruker para 
conseguir una tasa de identificación superior al 99%61.

Estreptococos

El género Streptococcus es un grupo muy numeroso y heterogéneo 
de bacterias, algunas de las cuales son importantes patógenos para el 
ser humano. Este género ha sido objeto de numerosas revisiones y su 
nomenclatura se ha modificado con frecuencia. En estos últimos 
años, con la aplicación de técnicas moleculares, su taxonomía y cla-
sificación ha experimentado algunas modificaciones. Para estructu-
rar este apartado, utilizaremos la clasificación de los estreptococos 
en 2 grandes grupos en función de su hemólisis y, dentro de cada 
uno, la clasificación de Lancefield y la basada en la secuencia del gen 
del ARNr 16S.

La clasificación de los estreptococos betahemolíticos según los 
grupos de Lancefield tiene cierta dificultad, pues hay especies que 
pueden clasificarse en diferentes grupos y grupos con más de una 
especie. Streptococcus dysgalactiae puede contener los grupos C y G y 
algunas cepas poco frecuentes pueden clasificarse dentro del grupo 
A. S. canis puede contener el grupo G y S. equi spp. zooepidemicus 
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puede contener el grupo C. S. pyogenes únicamente contiene el grupo 
A de Lancefield. La identificación mediante MALDI-TOF de estas es-
pecies ofrece resultados variables, siendo muy fiable para S. pyogenes 
(94% identificaciones correctas) y S. canis (100%)64. Un estudio recien-
te65 confirma la utilidad de esta técnica en S. pyogenes, ya que incluso 
permitiría discriminar entre distintos serotipos mediante el análisis 
de los espectros5. Sin embargo, es menos eficaz para S. dysgalactiae y 
el porcentaje de aciertos para esta especie oscila entre el 5164 y el 
66%66.

La identificación mediante MALDI-TOF de Streptococcus agalactiae 
es muy fiable y son varios los estudios que informan de la correcta 
identificación de todas las cepas estudiadas64,67, incluso cuando se 
incluyen cepas de diferentes serotipos y secuenciotipos68. Como se 
sabe, esta bacteria causa infecciones graves en mujeres embarazadas, 
durante el posparto y, sobre todo, en neonatos; de ahí el interés en 
identificar precozmente a las mujeres portadoras para administrar-
les profilaxis durante el parto. En este sentido, se ha publicado re-
cientemente un protocolo para la identificación de S. agalactiae di-
rectamente del caldo selectivo de enriquecimiento utilizado para el 
cultivo del exudado vaginal69.

S. constellatus, S. anginosus y S. intermedius constituyen el grupo 
anginosus. Estas especies se asocian con infecciones piógenas de teji-
dos profundos, incluido el sistema nervioso central. La heterogenei-
dad de este grupo ha dificultado tradicionalmente su correcta iden-
tificación. Recientemente, S. constellatus se ha dividido en 3 
subespecies (S. constellatus subsp. pharyngis, S. constellatus subsp. 
constellatus y S. constellatus subsp. viborgensis) y S. anginosus en otras 
2: S. anginosus subsp. anginosus (anterior S. anginosus) y S. anginosus 
subsp. whileyi. Según el estudio de Woods et al70, la identificación de 
este grupo mediante MALDI-TOF es buena en general y correcta a 
nivel de especie en un 93,1% de las cepas. No obstante, este porcen-
taje de aciertos se obtiene tras aplicar el protocolo completo de ex-
tracción; utilizando la transferencia directa a la placa y la extracción 
in situ con fórmico al 70%, los porcentajes son del 77,6 y del 83,6% 
respectivamente. Existe además una amplia variabilidad en estos 
porcentajes según la especie y la técnica MALDI-TOF es muy fiable 
para la identificación de S. anginosus y S. constellatus, pero no para S. 

intermedius. En cuanto a la identificación de subespecies, la base de 
datos de Bruker (versión 3.3.1.1.) únicamente contiene S. constellatus 
subsp. pharyngis y S. constellatus subsp. constellatus y no es capaz de 
identificarlas correctamente71, aunque probablemente esta limita-
ción carece de repercusión clínica, ya que la necesidad de la identifi-
cación de las subespecies no está claramente definida.

En la actualidad el grupo S. bovis ha pasado a considerarse un 
complejo y se denomina S. bovis/equinus. En él se incluyen tanto es-
pecies aisladas en infecciones en humanos (S. gallolyticus, S. infanta-

rius y S. lutetiensis) como en animales (S. bovis, S. equinus y S. alacto-

lyticus). La aplicación de técnicas moleculares basadas en hibridación 
ADN-ADN y en la secuenciación del gen ARNr 16S produjo el primer 
cambio en la clasificación de este complejo y se describieron 3 nue-
vas especies: S. gallolyticus subsp. gallolyticus, S. gallolyticus subsp. 
macedonicus y, finalmente, S. gallolyticus subsp. pasteurianus72. Su 
importancia clínica radica en su participación como agente etiológi-
co en endocarditis y sepsis y en su asociación con el cáncer de colon. 
Aunque se han llevado a cabo pocos estudios acerca de la eficacia de 
MALDI-TOF en la identificación de estos patógenos, en las series pu-
blicadas se observa una elevada concordancia entre los resultados 
mediante esta tecnología y el análisis de la secuencia de los genes 
sodA, rnpB o rpoB73, con mejores resultados en la identificación de las 
subespecies cuando se usa VITEK MS74-76 o un software específico 
para el análisis de espectros (Biotech Launchpad)77.

En el grupo mitis se incluyen las especies S. pneumoniae, S. mitis, 

S. oralis y S. pseudopneumoniae. Sus propiedades patogénicas difieren 
significativamente porque, a diferencia de S. pneumoniae (patógeno 
bien conocido), las otras especies suelen ser comensales y rara vez 
causan infección o se presentan en pacientes inmunocomprometi-

dos. La identificación de las especies de este grupo es difícil, incluso 
utilizando la secuenciación de distintos genes, ya que existe un altí-
simo grado de similitud. Desde el principio de su desarrollo se sugi-
rió que la tecnología MALDI-TOF podría ser útil para la identificación 
rápida de S. pneumoniae. Sin embargo, usando la base de datos de 
Bruker 3.0 o la de VITEK MS (bioMérieux), las especies S. mitis y S. 

oralis se clasificaban erróneamente como S. pneumoniae, por lo que 
algunos autores propusieron la utilización de algoritmos para resol-
ver este problema mediante programas como el ClinPro Tools 2.1 
(Bruker) tras la identificación de picos característicos de las diferen-
tes especies78. En este sentido, Werno et al79 describieron 6 patrones 
tras el análisis visual de los espectros: MP1 (que contiene los picos 
m/z 2.937,5 y 5.877) es representativo de S. pneumoniae; MP2 (con 
los picos m/z 2.625, 2.937,5, 5.253 y 5.877) y MP3 (que incluye los 
picos m/z 2.625, 5.253 y 5.877) identifican a S. pseudopneumoniae, 
mientras que MP4 (con los picos m/z 2.911, 5.824 y 6.955), MP5 (pi-
cos m/z 6.955) y MP6 (que contiene los picos m/z 2.625, 2.937,5, 
5.877 y 6.955) fueron representativos de otras especies incluidas en 
este grupo. Con la versión VITEK MS v2.0 los resultados en la identi-
ficación de este grupo mejoran notablemente64, mientras que sigue 
habiendo problemas con la versión de Bruker más actualizada en 
este momento (v 4.0.0.1): esta identifica correctamente todas las ce-
pas de neumococos, pero existe un alto porcentaje de cepas de S. 

oralis/S. mitis identificadas como S. pneumoniae, por lo que en artícu-
los recientes se sigue aconsejando la revisión de espectros para la 
búsqueda de picos característicos80, ya sea visualmente o utilizando 
el software ClinPro Tools. La utilidad de este programa en el serotipa-
do de S. pneumoniae mediante EM MALDI-TOF también se ha descri-
to recientemente81. 

Son diversos los estudios que han comprobado la utilidad de la 
técnica MALDI-TOF para la identificación de las numerosas especies 
incluidas en los grupos mutans, salivarius y sanguis64,74,82,83.

Enterococos

No hay muchos estudios que analicen el uso de MALDI-TOF en la 
identificación de las especies incluidas en este género. Los resultados 
en general son buenos y fiables (90-100%), tanto en las especies más 
habituales (Enterococcus faecalis y E. faecium) como en otras menos 
aisladas en clínica (E. casseliflavus, E. durans, E. gallinarum y E. 

avium)64,82,84,85. Fang et al86 realizaron un estudio comparativo de mé-
todos fenotípicos, moleculares y de las 2 plataformas MALDI-TOF 
más utilizadas (Bruker Biotyper 3.0 y VITEK-MS) para la identifica-
ción a nivel de especie de 132 aislados clínicos de Enterococcus en el 
que se obtuvieron excelentes resultados para los 2 espectrómetros. 
En un trabajo reciente que compara la identificación de 21 cepas de 
referencia de Enterococcus de las especies E. faecalis, E. faecium, E. 

hirae, E. durans, E. casseliflavus, E. gallinarum, E. avium, E. cecorum y E. 

columbae, y 47 cepas porcinas de Enterococcus identificadas median-
te análisis de restricción con endonucleasas del producto ITS (inter-

genic transcribed spacer) con la obtenida por MALDI-TOF se comprue-
ba también la utilidad de esta tecnología, ya que se identificaron 
correctamente todas las cepas87. 

Otros cocos grampositivos 

Aunque la utilidad de MALDI-TOF para la identificación de estos 
géneros poco habituales en clínica no se ha evaluado ampliamente, 
hay algunas publicaciones que confirman su buen rendimiento. Rat-
cliffe et al88 evaluaron la utilidad de esta tecnología para la identifica-
ción de 14 cepas invasivas de Granulicatella y Abiotrophia (10 de 
Granulicatella adiacens, 1 de G. elegans y 3 de A. defectiva), consi-
guiendo mediante MALDI-TOF la correcta identificación de todas 
ellas a nivel de especie. La identificación de Lactococcus garviae (im-
portante patógeno emergente) y de Rothia mucilaginosa también se 
considera fiable mediante MALDI-TOF89-91. Para Pediococcus claussenii 
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y varias especies de Leuconostoc, la tecnología MALDI-TOF ha demos-
trado ser simple y rápida, consiguiendo buenos resultados incluso a 
nivel de especie92,93. Respecto a Micrococcus luteus y Gemella haemo-

lysans, aunque el número de cepas estudiadas no es muy elevado, los 
resultados también son excelentes y únicamente un 2% de cepas de 
M. luteus no se han identificado64. En un estudio sobre micrococos 
ambientales, los aislados se identificaron correctamente a nivel de 
género, pero la identificación a nivel de especies no fue posible por 
la ausencia de los espectros correspondientes en la base de datos94.

Bacilos grampositivos

En cuanto al género Bacillus, las 2 especies patógenas más impor-
tantes son B. cereus y B. anthracis y ambas están muy relacionadas 
genéticamente entre sí y comparten un 90% de su genoma, aunque 
tienen un significado patógeno muy diferente. B. anthracis se puede 
diferenciar en el laboratorio por la producción de cápsula en medios 
que contienen sangre y su perfil bioquímico y, sin embargo, la tras-
cendencia de su rápida identificación surge del uso potencial de esta 
bacteria con fines militares y bioterroristas. Mediante la utilización 
de una base de datos específica con perfiles de proteínas ribosomales 
se consigue una diferenciación superior al análisis de secuencia del 
gen del ARNr 16S95. No obstante, en un trabajo reciente en el que se 
estudia la identificación por MALDI-TOF de microorganismos muy 
virulentos se encuentran dificultades para diferenciar B. anthracis de 
B. cereus y B. thuringiensis96. 

El género Listeria comprende 6 especies de las cuales solo 2 se 
consideran patógenas: Listeria monocytogenes y L. ivanovii. La prime-
ra, L. monocytogenes, es predominante, responsable de la contamina-
ción de alimentos y causa de infecciones graves como meningitis, 
sepsis y encefalitis y es más frecuente en pacientes inmunodeprimi-
dos. También es un riesgo su colonización en mujeres embarazadas, 
ya que puede atravesar la barrera placentaria y ser responsable de 
infecciones graves en el feto y el recién nacido. 

Aunque la identificación bioquímica es fácil a nivel de especie, re-
quiere incubaciones adicionales y subcultivos que prolongan el tiempo 
de diagnóstico. La identificación a nivel de subespecie es importante 
en brotes relacionados con alimentos contaminados. MALDI-TOF ha 
demostrado ser una alternativa rápida y eficaz a los métodos fenotípi-
cos y genéticos en la identificación a nivel de especie e incluso es capaz 
de discriminar líneas clonales en concordancia con la PFGE (pulsed-

field gel electrophoresis) utilizada como método de referencia en el sub-
tipado molecular97.

Lactobacillus contiene numerosas especies con diferente nivel de 
implicación en el hospedador humano, manteniendo el ecosistema 
microbiano a nivel vaginal y protegiendo de las infecciones urina-
rias. Sin embargo, algunas especies están relacionadas con infeccio-
nes odontológicas y producción de caries. La identificación de espe-
cie por criterios fenotípicos es difícil y los métodos genotípicos son 
complejos. MALDI-TOF permite identificar en la microbiota vaginal 
las especies Lactobacillus iners, L. crispatus, L. jensenii y L. gasseri, es-
tando la primera de ellas asociada con estadios previos al desarrollo 
de una vaginosis bacteriana. A nivel oral, en las lesiones iniciales de 
caries participa flora cariogénica, como Streptococcus mutans, que 
genera el ambiente adecuado para la colonización con bifidobacte-
rias y lactobacilos. De la biocapa subgingival se pueden cultivar es-
pecies como Lactobacillus salivarius, L. gasseri, L. rhamnosus y L. para-

casei, que pueden identificarse correctamente por MALDI-TOF, 
aportando una herramienta diagnóstica que permite profundizar en 
la patogénesis de estos procesos relacionados con cambios en la flo-
ra habitual98.

Corynebacterium es un grupo heterogéneo de bacterias pleomórfi-
cas que colonizan habitualmente la piel y puede ser responsable de 
infecciones oportunistas, a veces graves. Corynebacterium diphtheriae 

es el miembro más significativo del género por su patogenicidad y por 
su capacidad toxigénica, que comparte con C. ulcerans y C. pseudotu-

berculosis. Aunque la prevalencia de las infecciones por C. diphtheriae 
es muy baja debido a la cobertura vacunal, la identificación rápida es 
importante por motivos de salud pública. Desde los primeros estudios 
de identificación por MALDI-TOF en este grupo de bacterias se ha de-
mostrado su enorme potencial y precisión en comparación con la 
identificación molecular mediante secuenciación del gen rpoB. La EM 
también ha demostrado ser útil en la identificación de cepas poten-
cialmente toxígenas99,100 y en el control de un brote por C. pseudodi-

phtheriticum en pacientes pediátricos con fibrosis quística101. 
Como ocurre con otras bacterias, la actualización de las bases de 

datos es determinante en la precisión de la identificación. Alatoom et 
al102 evalúan Bruker Biotyper comparando los resultados con la se-
cuenciación del gen rpoB e identifican correctamente el 87% de los 
aislados con puntuación > 1,7 con la excepción de C. aurimucosum, 
que se identifica como C. minutissimum, especie muy cercana a la 
anterior. Otras especies de Corynebacterium importantes responsa-
bles de infecciones oportunistas, como C. jeikeium o C. striatum, se 
identifican correctamente con las bases de datos actuales utilizadas 
por las plataformas existentes82. 

Arcanobacterium haemolyticum es una causa significativa de farin-
gitis y su identificación en el laboratorio clínico es difícil debido a su 
lento crecimiento con respecto a otras bacterias que crecen a partir 
de la misma muestra y por la lenta producción de hemólisis. MALDI-
TOF permite identificar de manera sencilla A. haemolyticum a nivel 
de especie103. El género Actinotignum contiene 3 especies: Actinotig-

num schaalii (anteriormente Actinobaculum schaalii), Actinotignum 

urinale y Actinotignum sanguinis. A. schaalii está relacionado con in-
fecciones en humanos (especialmente del tracto urinario) y no crece 
en los medios de cultivo sin suplementar con sangre, por lo que pue-
de no identificarse si solamente se utilizan medios selectivos o cro-
mogénicos. Bruker Biotyper permite su identificación siempre que se 
utilicen los medios y el período de incubación adecuados, lo que ha 
permitido comprobar su importancia en la etiología de las infeccio-
nes urinarias104. 

Nocardia es un actinomiceto ubicuo que se aísla del ambiente y no 
se considera flora normal aislada en muestras clínicas. Algunas espe-
cies producen infecciones, con más relevancia en pacientes inmuno-
deprimidos. El diagnóstico de la nocardiosis supone el aislamiento 
de la bacteria (que requiere hasta 2 semanas para su crecimiento) y 
su posterior identificación de especie mediante la combinación de 
métodos bioquímicos y moleculares. La utilización de MALDI-TOF 
permite una identificación precisa cuando se utilizan bases de datos 
actualizadas, comerciales o preparadas en el propio laboratorio105. 
Paściak et al106 utilizaron una base de datos propia de Corynebacte-

rium y Nocardia y un procedimiento modificado de extracción e iden-
tificaron Nocardia farcinica en un caso de absceso cerebral que pudo 
tratarse con monoterapia de trimetoprim-sulfametoxazol de forma 
rápida y eficaz. Aunque las características de la pared de estas bacte-
rias requieren procedimientos de extracción para su correcta identi-
ficación con MALDI-TOF, la rapidez de identificación es muy superior 
a los métodos convencionales o moleculares107.

Bacterias anaerobias

MALDI-TOF es un método especialmente útil en la identificación 
rutinaria de bacterias que requieren incubación prolongada y son 
inertes bioquímicamente. Ambas características son comunes en las 
bacterias anaerobias; por ello su uso se ha generalizado en la identi-
ficación de estas. Se ha evaluado con buenos resultados mediante la 
aplicación directa de colonias en la placa de análisis del espectróme-
tro en la identificación de especies de Porphyromonas108, Bacteroides109 
y Prevotella110. La preparación de la muestra no exige extracción previa 
si se considera aceptable un umbral de la puntuación en 1,7. Fournier 
et al111 consideran que la extracción química puede causar cambios en 
el espectro proteómico que dificultan la identificación precisa, pero 
en otro trabajo112 en el que se ha ensayado esta técnica se obtienen 
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resultados similares al análisis sin extracción. El tiempo óptimo de 
incubación del cultivo es de 48 h para bacterias gramnegativas y 72 h 
para grampositivas. La exposición al oxígeno no influye en los resul-
tados de los bacilos grampositivos pero sí en los BGN si esta excede 
las 48 h, con la excepción de Fusobacterium necrophorum113. Nagy et 
al114, utilizando la versión 3.0 Biotyper de Bruker estudiaron 283 ais-
lamientos anaerobios con significación clínica e identificaron a nivel 
de especie el 77% de las cepas (puntuación > 2,0) y a nivel de género 
el 11% (puntuación, 1,7-2,0). De los 44 resultados discordantes entre 
MALDI-TOF e identificación convencional, solo 3 fueron mal identifi-
cados por EM utilizando la secuenciación del gen del ARNr 16S como 
referencia. Cuando se comparan sistemas diferentes, como Bruker y 
Shimadzu, los resultados son similares (el 75 frente al 76,7%) en bases 
de datos no actualizadas115, mientras que, cuando se utilizan bases de 
datos construidas específicamente, el 96% de los cocos anaerobios 
grampositivos pueden identificarse116-118. Justesen et al119 compararon 
los sistemas Bruker Biotyper 3.1 y SARAMIS y encontraron que el sis-
tema de Bruker realiza más identificaciones correctas a nivel de espe-
cie y enfatiza la importancia de la actualización de la base de datos y 
la necesidad de ajustar los niveles de la puntuación a 1,7 para estable-
cer identificaciones de confianza a nivel de especie. Otros estudios 
recientes que evalúan VITEK MS muestran niveles de identificación 
superiores (91,2%)120, pero no incluyen algunos géneros de bacilos y 
cocos grampositivos, como Eggerthella y Peptoniphilus121. Sin embargo, 
Barba et al122 sí identifican con el sistema Bruker Biotyper Eggerthella 

lenta, aunque Peptoniphilus indolicus lo identifican como P. harei.

Propionibacterium acnes se considera una bacteria comensal de la 
piel con baja patogenicidad. Sin embargo, su papel patógeno está 
emergiendo como oportunista en infecciones protésicas, osteomieli-
tis, endocarditis, endoftalmitis y otras infecciones asociadas a neuro-
cirugía. Los filogrupos se asocian a diferentes tipos de infección y 
situaciones clínicas. MALDI-TOF puede distinguir los filogrupos bási-
cos (I, II y III) evitando utilizar una técnica más discriminativa pero 
más compleja, como MLST123.

Bacteroides está implicado en infecciones mixtas de diversos orí-
genes anatómicos y lo componen especies con características fenotí-
picas muy similares, lo que conduce a identificaciones incorrectas 
mediante métodos convencionales cuyas bases de datos para la in-
terpretación de resultados tampoco están actualizadas. La taxonomía 
de estas bacterias ha cambiado en los últimos años con la creación de 
los géneros Porphyromonas y Prevotella y la descripción de otros me-
nos habituales (Anaerorhabdus, Dichelobacter, Dialister, Fibrobacter, 

Megamonas, Mitsuokella, Rikenella, Sebaldella, Tannerella, Tissierella, 
Alistipes y Parabacteroides). El uso de MALDI-TOF está especialmente 
indicado en este escenario, ya que aporta rapidez y precisión en la 
identificación, con resultados superiores al 97% y discriminando las 
especies más importantes como B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B. ova-

tus, B. vulgatus, B. uniformis y Parabacteroides distasonis109. Barba et 
al122 identifican correctamente la mayoría de las especies de Bacteroi-

des, excepto B. dorei, que Bruker Biotyper 3.1 no incluye en su base de 
datos e identifica como B. vulgatus. Culebras et al124 demuestran la 
superioridad de Bruker Biotyper 2.0 sobre métodos convencionales 
como RapID 32A (87 frente a 52% de identificación a nivel de especie) 
y con posibilidad de mejorar los resultados utilizando bases de datos 
más completas que pueden incluso permitir el subtipado de algunas 
especies.

Fusobacterium nucleatum es un patógeno oportunista asociado a 
enfermedad periodontal, infecciones extraorales y cáncer colorrec-
tal. Es una especie heterogénea con 5 subespecies: animalis, nuclea-

tum, polymorphum, vincentii y fusiforme. El interés de identificar la 
subespecie radica en los diferentes perfiles patogénicos de cada una 
de ellas. La identificación por MALDI-TOF permite una identificación 
precisa de F. nucleatum y un estudio reciente consigue identificar la 
subespecie en 28 de 34 cepas analizadas125. 

Estudios preliminares con las primeras bases de datos ya demos-
traron la utilidad de la identificación de especies de Clostridium me-

diante MALDI-TOF126. En un estudio reciente, realizado con la versión 
3.1 de Bruker Biotyper y VITEK MS, Chean et al127 obtienen buenos 
resultados para identificar especies de Clostridium; sin embargo, con 
la primera plataforma se obtienen mejores identificaciones extra-
yendo directamente sobre la placa de análisis. Mayor interés tiene la 
posibilidad de ribotipar los aislamientos de Clostridium difficile te-
niendo en cuenta su importancia epidemiológica. Reil et al128, con 
una base de datos propia y el sistema SARAMIS MALDI-TOF MS, son 
capaces de identificar todas las cepas y los ribotipos 001 y 027. Estos 
resultados no se pueden obtener comparando los sistemas de IVD 
SARAMIS y Biotyper en 50 cepas clínicas129. Bases de datos más com-
pletas, con la introducción de aislamientos de diversas regiones geo-
gráficas, serán necesarias para discriminar cepas muy relacionadas. 

Actinomyces forma parte de la microbiota intestinal y también se 
encuentra en el tracto genitourinario y la piel. Se reconocen al menos 
36 especies y 20 de ellas están relacionadas con procesos infecciosos 
asociados a actinomicosis cervicofacial, abscesos orales o cerebrales, 
caries y periodontitis. Su aislamiento e identificación por métodos 
convencionales es difícil y lento, por lo que los métodos fenotípicos 
existentes se complementan con técnicas moleculares. MALDI-TOF 
es muy útil en la identificación rápida de Actinomyces, pero requiere 
utilizar bases de datos específicas y actualizadas. Ng et al130 han ob-
tenido buenos resultados de identificación (97%) con cepas de Acti-

nomyces aerotolerantes aisladas en infecciones de tejidos blandos y 
Stingu et al131 han identificado 674 cepas aisladas de la biocapa sub-
gingival utilizando un análisis de similitud y algoritmos propios.
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In-House Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass 
Spectrometry Corynebacterineae Database Overcomes Difficulties in Identification 
of Nocardia farcinica Clinical Isolates. J Clin Microbiol. 2015;53:2611-21. 

107. Seng P, Abat C, Rolain JM, Colson P, Lagier J-C, Gouriet F, et al. Identification of rare 
pathogenic bacteria in a clinical microbiology laboratory: impact of matrix-



18 A. Pascual Hernández et al. / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2016;34(Supl 2):8-18

assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry. J Clin 
Microbiol. 2013;51:2182-94. 

108. Shah HN, Keys CJ, Schmid O, Gharbia SE. Matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight mass spectrometry and proteomics: a new era in 
anaerobic microbiology. Clin Infect Dis. 2002;35:S58-64. 

109. Nagy E, Maier T, Urban E, Terhes G, Kostrzewa M, Nord CE, et al. Species 
identification of clinical isolates of Bacteroides by matrix-assisted laser-
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry. Clin Microbiol Infect. 
2009;15:796-802. 

110. Stîngu CS, Rodloff AC, Jentsch H, Schaumann RE. Rapid identification of oral 
anaerobic bacteria cultivated from subgingival biofilm by MALDI-TOF-MS. Oral 
Microbiol Immunol. 2008;23:372-6. 

111. Fournier R, Wallet F, Grandbastien B, Dubreuil L, Courcol R, Neut C, et al. Chemical 
extraction versus direct smear for MALDI-TOF mass spectrometry identification 
of anaerobic bacteria. Anaerobe. 2012;18:294-7. 

112. Schmitt BH, Cunningham SA, Dailey AL, Gustafson DR, Patel R. Identification of 
anaerobic bacteria by Bruker Biotyper matrix-assisted laser desorption 
ionization-time of flight mass spectrometry with on-plate formic acid 
preparation. J Clin Microbiol. 2013;51:782-6. 

113. Veloo ACM, Elgersma PE, Friedrich AW, Nagy E, Van Winkelhoff AJ. The influence 
of incubation time, sample preparation and exposure to oxygen on the quality of 
the MALDI-TOF MS spectrum of anaerobic bacteria. Clin Microbiol Infect. 
2014;20:O1091-7. 

114. Nagy E, Becker S, Kostrzewa M, Barta N, Urbán E. The value of MALDI-TOF MS for 
the identification of clinically relevant anaerobic bacteria in routine laboratories. 
J Med Microbiol. 2012;61:1393-400. 

115. Veloo AC, Knoester M, Degener JE, Kuijper EJ. Comparison of two matrix-assisted 
laser desorption ionisation-time of flight mass spectrometry methods for the 
identification of clinically relevant anaerobic bacteria. Clin Microbiol Infect. 
2011;17:1501-6. 

116. Veloo AC, Erhard M, Welker M, Welling GW, Degener JE. Identification of Gram-
positive anaerobic cocci by MALDI-TOF mass spectrometry. Syst Appl Microbiol. 
2011;34:58-62. 

117. Veloo AC, Welling GW, Degener JE. The identification of anaerobic bacteria using 
MALDI-TOF MS. Anaerobe. 2011;17:211-2. 

118. Fedorko DP, Drake SK, Stock F, Murray PR. Identification of clinical isolates of 
anaerobic bacteria using matrix-assisted laser desorption ionization-time of 
flight mass spectrometry. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2012;31:2257-62. 

119. Justesen US, Holm A, Knudsen E, Andersen LB, Jensen TG, Kemp M, et al. Species 
identification of clinical isolates of anaerobic bacteria: a comparison of two 
matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry 
systems. J Clin Microbiol. 2011;49:4314-8. 

120. Martiny D, Busson L, Wybo I, Ait El Haj R, Dediste A, Vandenberg O. Comparison 
of the Microflex LT and Vitek MS systems for routine identification of bacteria by 
matrix-assisted laser desorption ionization - time of flight mass spectrometry. J 
Clin Microbiol. 2012;50:1313-25. 

121. Lee W, Kim M, Yong D, Jeong SH, Lee K, Chong Y. Evaluation of VITEK mass 
spectrometry (MS), a matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight 
MS system for identification of anaerobic bacteria. Ann Lab Med. 2015;35:69-75. 

122. Barba MJ, Fernández A, Oviaño M, Fernández B, Velasco D, Bou G. Evaluation of 
MALDI-TOF mass spectrometry for identification of anaerobic bacteria. Anaerobe. 
2014;30C:126-8. 

123. Nagy E, Urbán E, Becker S, Kostrzewa M, Vörös A, Hunyadkürti J, et al. MALDI-TOF 
MS fingerprinting facilitates rapid discrimination of phylotypes I, II and III of 
Propionibacterium acnes. Anaerobe. 2013;20:20-6. 

124. Culebras E, Rodríguez-Avial I, Betriu C, Gómez M, Picazo JJ. Rapid identification 
of clinical isolates of Bacteroides species by matrix-assisted laser-desorption/
ionization time-of-flight mass spectrometry. Anaerobe. 2012;18:163-5. 

125. Nie S, Tian B, Wang X, Pincus DH, Welker M, Gilhuley K, et al. Fusobacterium 
nucleatum subspecies identification by matrix-assisted laser desorption 
ionization-time of flight mass spectrometry. J Clin Microbiol. 2015;53:1399-402. 

126. Grosse-Herrenthey A, Maier T, Gessler F, Schaumann R, Böhnel H, Kostrzewa M, 
et al. Challenging the problem of clostridial identification with matrix-assisted 
laser desorption and ionization-time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF 
MS). Anaerobe. 2008;14:242-9. 

127. Chean R, Kotsanas D, Francis MJ, Palombo EA, Jadhav SR, Awad MM, et al. 
Comparing the identification of Clostridium spp. by two Matrix-Assisted Laser 
Desorption Ionization-Time of Flight (MALDI-TOF) mass spectrometry platforms 
to 16S rRNA PCR sequencing as a reference standard: a detailed analysis of age of 
culture and sample. Anaerobe. 2014;30:85-9. 

128. Reil M, Erhard M, Kuijper EJ, Kist M, Zaiss H, Witte W, et al. Recognition of 
Clostridium difficile PCR-ribotypes 001, 027 and 126/078 using an extended 
MALDI-TOF MS system. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2011;30:1431-6. 

129. Kiyosuke M, Kibe Y, Oho M, Kusaba K, Shimono N, Hotta T, et al. Comparison of 
two types of matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometer for the identification and typing of Clostridium difficile. J Med 
Microbiol. 2015;64:1144-50. 

130. Ng LSY, Sim JHC, Eng LC, Menon S, Tan TY. Comparison of phenotypic methods 
and matrix-assisted laser desorption ionisation time-of-flight mass spectrometry 
for the identification of aero-tolerant Actinomyces spp. isolated from soft-tissue 
infections. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2012;31:1749-52. 

131. Stingu CS, Borgmann T, Rodloff AC, Vielkind P, Jentsch H, Schellenberger W, et al. 
Rapid identification of oral Actinomyces species cultivated from subgingival 
biofilm by MALDI-TOF-MS. J Oral Microbiol. 2015;7:26110.


