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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. La identificación de los microorganismos 

1.1.1. Introducción histórica 

 La identificación de los microorganismos ha sido una de las principales 

tareas del microbiólogo a través de los tiempos. Desde Antoni van 

Leeuwenhoek, uno de los pioneros en la construcción y utilización del 

microscopio, pasando por Robert Koch hasta Louis Pasteur, todos han 

buscado descubrir y clasificar los microorganismos. La asociación de 

características organolépticas a algunos grupos de microorganismos fue una 

primera aproximación a su identificación. Más tarde, con la asociación de 

características fenotípicas, entraríamos en el principio de lo que podemos 

considerar una auténtica taxonomía de los microorganismos. La observación 

de que diferentes microorganismos expresaban diferentes actividades 

enzimáticas, como la hidrólisis de urea o la producción de indol, fue utilizada 

para agruparlos, estableciendo diferentes grupos. 

  

Tradicionalmente, al observar el paisaje cotidiano de un laboratorio de 

microbiología clínica, se podían contemplar filas interminables de tubos en los 

que se desarrollaban diferentes reacciones, cuyos productos con frecuencia 

mostraban vistosos colores. 

 

 

 

 



 

2 
 

 

 

 

Figura 1: Reacciones enzimáticas para la identificación de microorganismos. 
       (https://es.wikipedia.org/wiki/IMVIC) 

 
 
La ejecución de las reacciones enzimáticas en esos tubos, de 10-20ml 

de volumen, limitaba el número de análisis que se podían realizar, por lo que la 

tecnología evolucionó hacia la miniaturización, produciéndose las reacciones 

en pequeñas galerías que concentraban en unos cuantos pocillos todas las 

pruebas, lo que condujo a menor necesidad de espacio y, por tanto, a la 

realización de un mayor número de identificaciones1. Todo esto, siempre 

acompañado por cultivos selectivos que ayudaban en la caracterización de 

muchos géneros y algunas especies. 

 

Y finamente llegó la automatización. Durante muchos años las bacterias 

se han identificado por procedimientos básicamente manuales, pero la 

necesidad de aumentar tanto la calidad como el número de identificaciones ha 

hecho de la automatización un gran aliado en el laboratorio de microbiología 

clínica2. La posibilidad de realizar cientos de pruebas bioquímicas mediante 

procedimientos automatizados ha permitido responder con eficiencia a la 

necesidad de realizar más pruebas con una disponibilidad presupuestaria 

limitada, además de mejorar la trazabilidad y la estandarización, lo que ha 

concluido en una respuesta eficiente a la presión asistencial y económica3. Las 

técnicas fluorométricas realizadas en microplacas han perdurado hasta 

nuestros días, pero el concomitante uso de tarjetas y casetes generaba 

https://es.wikipedia.org/wiki/IMVIC
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muchos residuos y, en ocasiones, los equipos se averiaban paralizando el 

funcionamiento habitual del laboratorio.  

 

Una gran evolución en la identificación ha sido la introducción de la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en los laboratorios4,5 y, sobre todo, 

la implementación de la secuenciación del ARN ribosómico (ARNr) 16S6,7. La 

secuenciación del gen codificante para el 16S rRNA es la técnica de referencia 

para la identificación de las bacterias a nivel de especie. Sin embargo, no 

forma parte de la rutina de la mayoría de los laboratorios de microbiología 

clínica, debido a su alto coste, y a la necesidad de personal especializado. 

 

1.1.2. Introducción a la taxonomía bacteriana 

La taxonomía (taxis=orden, rango) es la ciencia que se encarga de 

agrupar y organizar la gran cantidad de organismos existentes en una 

estructura jerárquica sin superposiciones, en función de sus características, 

asignándoles una nomenclatura o asignación de nombres, estableciendo 

taxones (grupos de organismos semejantes) según unas normas 

preestablecidas e identificándolos asociando un microorganismo a un 

determinado taxón8. 

 

Los primeros microbiólogos intentaron realizar una clasificación similar a 

la realizada por los botánicos, como Carl von Linneo, configurando una 

sistemática filogenética para los metazoos. Sin embargo, los microorganismos 

eran más simples morfológicamente y con un desarrollo muy diferente, lo cual 

les hizo desistir. La introducción del microscopio en los laboratorios hizo posible 
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la clasificación de los microorganismos sin núcleo en el reino de las 

Procariotae, tal y como propuso Murray en 1968. Con las nuevas técnicas de 

biología molecular se clasificaron las estructuras celulares en los tres dominios 

conocidos actualmente, por encima del reino: Bacteria, Archaea y Eukarya9. 

 

1.1.3. Importancia de la identificación de los microorganismos patógenos  

Una de las tareas fundamentales del laboratorio de microbiología clínica 

es la aplicación de una metodología precisa que permita la identificación de los 

microorganismos implicados en procesos clínicos asociados a infecciones que 

tienen relación con el ser humano. Con el objetivo de identificar el agente 

etiológico responsable del proceso infeccioso y para conocer las implicaciones 

patogénicas/patológicas, la evolución clínica, y aplicar una terapia 

antimicrobiana eficaz, un pilar fundamental en la práctica de la microbiología 

clínica hasta finales del siglo pasado lo constituye la identificación a nivel de 

especie de un aislamiento microbiano10. Por ejemplo, en el campo de los 

hongos patógenos que causan infecciones sistémicas, la identificación a nivel 

de especie se consideraba como un mero asunto académico sin demasiada 

importancia práctica. Pero en las dos últimas décadas esta situación ha 

cambiado. Por un lado, aumenta la población susceptible de adquirir una 

infección sistémica causada por hongos, lo que conlleva un aumento de la 

incidencia de esta patología, y por otro, aparecen nuevos antifúngicos. Estos 

dos hechos, entre otros aspectos, conducen a la introducción de nuevas 

especies patógenas que conviven o desplazan a las habituales. Actualmente la 

resistencia secundaria a los antifúngicos no es un problema tan grave como el 

que ocurre con los antibacterianos. Esto significa que las especies patógenas 



 

5 
 

de hongos que causan infección con más frecuencia tienen un patrón de 

sensibilidad o resistencia bastante presumible. Sin embargo, es sólo cuestión 

de tiempo que este panorama cambie. Por tanto, es necesario concienciar a 

todos los profesionales involucrados de la necesidad de aislar, e identificar al 

nivel de especie, el hongo causante de la infección. Esta información ayuda, de 

forma indudable, a elegir el tratamiento más adecuado y nos prepara para 

asumir la siguiente fase, en la que la detección individualizada de las cepas 

resistentes será una necesidad11,12. 

 

1.2. Métodos de identificación de microorganismos 

 1.2.1. Métodos fenotípicos de identificación 

Los métodos de identificación bacteriana fenotípica se pueden clasificar 

en dos grandes grupos: manuales y automatizados. Entre los primeros 

encontramos los sistemas API, que consisten en una serie de pocillos 

dispuestos en una galería, en los que se desarrollan varias reacciones 

enzimáticas o la asimilación de sustratos, producidas por el microorganismo 

inoculado. El resultado de estas reacciones permite generar un código que se 

relaciona con un determinado género, e incluso especie, de bacterias. Estos 

sistemas son baratos pero lentos en su mayoría y poco específicos13,14. 

 

 

 

 

Figura 2: Sistemas API para la identificación microbiana. 
(http://www.ganbaro.com.ve/productos/microbiologia-industrial/identificacion-microbiana/) 

 
 

http://www.ganbaro.com.ve/productos/microbiologia-industrial/identificacion-microbiana/
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La automatización, como hemos mencionado anteriormente, permitió 

aumentar la productividad, a pesar de la escasez en recursos humanos y 

materiales15. Algunos de los sistemas automatizados, comercializados, de 

identificación bacteriana más utilizados han sido: BD Phoenix (BD Diagnostic 

Systems, Franklin Lakes, NJ, EEUU), Vitek 2 (bioMérieux, Marcy l'Etoile, 

Francia) o MicroScan (Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU)16. 

 

- El sistema BD Phoenix, junto con los paneles de identificación, determina el 

crecimiento utilizando una reacción de oxidación-reducción y un desarrollo de 

turbidez, proporcionando resultados precisos y rápidos de identificación y 

sensibilidad para la mayoría de las bacterias gramnegativas y grampositivas, 

aerobias y anaerobias facultativas, clínicamente significativas, así como la 

identificación de levaduras y organismos similares a las levaduras. 

Comparando este sistema con los métodos convencionales de identificación la 

concordancia es alta, oscilando entre el 100% para los cocos grampositivos o 

el 96.0% para los no fermentadores gramnegativos, y el 92.5% para los 

miembros de la familia Enterobacteriaceae17, además del 97,3% para 

levaduras18. Si esta comparación se hace con los modernos sistemas basados 

en proteómica, éstos pueden llegar a identificar correctamente el 85% de los 

aislados de bacilos gramnegativos poco frecuentes a nivel de género y en el 

56% también la especie, mientras que con el BD Phoenix solamente se 

alcanza el 52% a nivel de género y el 34% de las especies19. Sin embargo, en 

el terreno de las levaduras, esa misma comparación entre sistemas revela una 

concordancia de hasta el 95%20. 
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- ViteK 2 es un sistema que utiliza tarjetas con sustratos, las cuales son 

inoculadas con la suspensión de un cultivo puro microbiano y donde el perfil de 

desarrollo fluorométrico es interpretado de forma automática. Los sustratos de 

las tarjetas reactivas miden varias actividades metabólicas como acidificación, 

alcalinización, hidrólisis enzimática y desarrollo en presencia de sustancias 

inhibidoras. Están descritos porcentajes de identificación del 79,8% en cocos 

grampositivos, aislamientos caracterizados utilizando métodos de identificación 

de referencia y pruebas de sensibilidad antimicrobiana, aunque la identificación 

de algunos Enterococcus y especies relacionadas presenta dificultades21. El 

97.8% de las enterobacterias22 y 88,4% de las levaduras se han identificado 

correctamente con este sistema23. Pero también, como otros métodos 

fenotípicos convencionales, tiene dificultades para discriminar el complejo 

Burkholderia cepacia24, o identificar Acinetobacter sp. a nivel de especie25. 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Sistema de identificación automática microbiana Vitek 2. 
(https://spanish.alibaba.com/product-detail/biomerieux-vitek-2-microbiology-analyzer-

and-reagents-62013044368.html) 

 
- MicroScan es otro sistema automatizado que se basa en la fluorimetría, en el 

que se realizan pruebas bioquímicas y cromogénicas en una placa de 

microdilución de 96 pocillos con sustratos deshidratados. Están descritos 

porcentajes de identificación del 88,8% en enterobacterias y bacterias 

https://spanish.alibaba.com/product-detail/biomerieux-vitek-2-microbiology-analyzer-and-reagents-62013044368.html
https://spanish.alibaba.com/product-detail/biomerieux-vitek-2-microbiology-analyzer-and-reagents-62013044368.html
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gramnegativas no fermentadoras26, 94,6% de los Staphylococcus coagulasa 

negativa27, 98,5% para Enterococcus28 y 85,9% para las levaduras23. 

 

Un trabajo interesante, en el que se comparan los tres sistemas, sería el 

publicado por Jin y cols.29, en el que se concluye que el mejor de los tres sería 

Vitek 2, con un 93,7% de identificaciones precisas a nivel de especie, seguido 

muy de cerca por Phoenix (93,0%) y algo más alejado se encontraría 

MicroScan, con un 82,4% de identificaciones correctas29. Pero son muchos los 

trabajos que avalan la validez de los tres sistemas y que se resumen con una 

pequeña muestra en la tabla 1.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Sistema de identificación automática microbiana 
MicroScan. 

(http://dikysa.com.mx/index.php/producto/microscan-autoscan-4-system-beckman-coulter/)
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Tabla 1: Resultados de la identificación microbiológica mediante tres sistemas comerciales automatizados, según bibliografía  

 

 Cocos grampositivos Enterobacterias Levaduras General 

Phoenix 

Stefaniuk E. y cols.17 

Brigante G y cols.30 

Fahr AM y cols.31 

Layer F y cols. 32 

100% 
90,5% 
97,9% 
66,7% 

Stefaniuk E. y cols.17 

Snyder JW y cols.37 

Park BY y cols.38 

Gherardi G y cols.39 

92,5% 
98,7% 
97,2% 
96% 

Grant ML. y cols.18 

Er H y cols.43 

Kanesaka I y cols.44 

97,3% 
99,2% 
96,2% 

Jin WY. y cols.29 93,00% 

Vitek 2 

d'Azevedo PA. y cols.21 

Kim M y cols.33 

Layer F y cols. 32 

Galvão da Silva y cols.34 

79,8% 
87,5% 
74,1% 
77,9% 

Pérez-Vázquez M. y cols.22 

Guo L y cols.40 

Gherardi G y cols.39 

Quesada MD y cols.41 

97,8% 
93,1% 
98% 

96,5% 

Ferrara G. y cols.23 

Riddle DL y cols.45 

Ochiuzzi ME y cols.46 

88,4% 
95% 

98,3% 
Jin WY. y cols.29 93,70% 

MicroScan 

Iwen PC. y cols.28 

Patteet L y cols.35 

Kim M y cols.33 

Grant CE y cols.36 

98,5% 
94,6% 
82,5% 
79% 

O'Hara CM. y cols.26 

Quesada MD y cols.41 

Snyder JW y cols.37 

Gavini F y cols.42 

88,8% 
93,8% 
97,7% 
95,4% 

Ferrara G. y cols.23 

Riddle DL y cols.45 

Germain GSt y cols.47 

85,9% 
82% 

96,6% 
Jin WY. y cols.29 82,40% 
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 Están claras las ventajas de los métodos automatizados respecto a los 

manuales, como son la rapidez de identificación, estandarización o disminución 

de errores post-analíticos, pero aún quedarían desventajas por mejorar, como 

son el alto coste, y el tiempo de respuesta48. 

 

1.2.2. Métodos moleculares de identificación. 
 

1.2.2.1. Métodos genéticos 
 

Las técnicas moleculares permiten la detección de material genético, tanto 

ácido desoxirribonucleico (ADN) como ácido ribonucleico (ARN), o de otras 

moléculas que forman parte de la célula bacteriana. Las más utilizadas se 

basan en la detección de ácidos nucleicos, principalmente del ADN. Entre ellas, 

la PCR es la que ha adquirido un mayor valor diagnóstico, permitiendo la 

detección de agentes infecciosos, además de caracterizar sus genotipos de 

virulencia y de resistencia. A partir del material genético se realiza un proceso 

de amplificación de una región específica, delimitada por los llamados 

cebadores o iniciadores, que consiste en 3 fases: (i) desnaturalización del ADN 

por calentamiento a 95ºC, (ii) hibridación de los cebadores a temperatura entre 

50 y 60ºC -en función de la longitud y composición de los cebadores- y (iii) 

extensión catalizada por una polimerasa termoestable. La repetición de este 

proceso durante 20-40 ciclos permite obtener millones de copias de la región 

delimitada por los cebadores, lo que le confiere una elevada sensibilidad49. 

Aunque una versión primitiva de la PCR se había puesto en práctica con 

anterioridad50, su descubrimiento se materializó en 1985 por K. Mullis (premio 

Nobel de Química en 1993), gracias a avances previos como la síntesis in vitro 
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de oligonucleótidos (nucleósidos trifosfato) desarrollada por H. Korana (premio 

Nobel de Medicina en 1968), y la introducción de las polimerasas 

termoestables. 

 

La PCR puede complementarse con la secuenciación de los productos de 

esta reacción. Si se amplifican determinadas secuencias, como la región 

hipervariable del gen ADN ribosómico (ADNr) 16S, donde se concentran la 

mayoría de diferencias nucleotídicas entre especies, su secuenciación posterior 

permite obtener información clave para la identificación de cepas bacterianas, 

como mínimo a nivel de género, y muchas veces a nivel de especie. Esta 

técnica combinaría la realización de una PCR, con cebadores universales, con 

posterior lectura de los fragmentos mediante un secuenciador y final análisis de 

las secuencias utilizando herramientas como EzTaxon51 y BLAST52. El 

resultado obtenido se presenta recogiendo la extensión del fragmento 

solapado, el porcentaje de semejanza y el número de acceso de la secuencia 

de la cepa tipo de la especie que presenta el mayor grado de identidad.  

 

En el caso de los hongos se utilizan, con el mismo objetivo, las regiones 

inter-espaciadoras o ITS (Internal Transcribed Spacer). En el genoma de las 

levaduras se encuentran varias copias de los genes 5,8S, 18S y 23S repetidas 

en tándem, que se denominan unidades de transcripción. Las secuencias de 

estos genes están separadas por dos espaciadores internos, llamados ITS-1 e 

ITS-2, de una longitud de entre 200 y 400 bases. Entre las unidades de 

transcripción hay un espaciador intergénico que no se transcribe, llamado IGS 

(non-transcribed intergenic spacer). Las zonas no codificantes del ADNr nuclear 
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(ITS-1, ITS-2 e IGS) son más susceptibles de acumular mutaciones y por lo 

tanto tienen gran interés en el estudio de la identificación y tipificación de 

especies fúngicas. 

 

La introducción de estos sistemas de identificación basados en la PCR 

supuso un importante avance, que permitía identificar de forma precisa una 

bacteria crecida en placa e incluso directamente a partir de la muestra 

biológica. La PCR básica o convencional evolucionó hacia la PCR a tiempo real 

(RT-PCR), que ofrece una plataforma ideal para el desarrollo de ensayos 

moleculares para una amplia gama de agentes infecciosos con interés clínico, 

debido a sus ventajas, como simplicidad, precisión, reproducibilidad, exactitud, 

procesos de control de calidad, rapidez y menor riesgo de contaminación53. Se 

han descrito varias técnicas basadas en la PCR, y entre ellas mencionamos por 

su gran utilidad en el diagnóstico microbiológico la PCR multiplex54, que utiliza 

cebadores específicos para hasta 15-20 microorganismos diferentes, 

permitiendo incluir a bacterias y hongos en la misma reacción. Estas 

aplicaciones han sido mejoradas y comercializadas, en muchas ocasiones por 

la industria. Entre ellas se puede mencionar, a modo de ejemplo, el sistema 

FilmArray (FA; Idaho Technology, Salt Lake City, UT, USA), que consiste en 

una PCR múltiple que permite detectar 11 especies bacterianas y 5 de 

levaduras en una hora. Su sensibilidad es del 83-100% y la especificidad es 

>99%, dependiendo del patógeno estudiado55. A pesar de todos estos avances 

en tecnologías moleculares, siguen existiendo microbiólogos que los 

compatibilizan con algunos métodos convencionales para la identificación, 

sobre todo, de algunas subespecies de bacterias y hongos56,57. 

https://www.elsevier.es/en-revista-enfermedades-infecciosas-microbiologia-clinica-28-articulo-antibiograma-rapido-microbiologia-clinica-S0213005X14003966#bib0085
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Finalmente, un nuevo sistema en el diagnóstico microbiológico que se está 

introduciendo en los laboratorios de microbiología, es la secuenciación masiva. 

La continua mejora y desarrollo de los métodos de secuenciación ha permitido 

la acesibilidad del genoma completo a los laboratorios, lo cual implica gestionar 

una gran cantidad de información con nuevas herramientas bioinformáticas. 

Una de las grandes ventajas de la secuenciación masiva es la universalidad 

con la posibilidad de obtener el genoma completo de cualquier especie 

microbiana. A pesar de esto, casi todos los esfuerzos se han dirigido a las 

bacterias, pero hay muchos campos dentro de la microbiología, especialmente 

la virología, donde se está descubriendo su relevancia58. 

 

1.2.2.2. Métodos proteómicos 

La espectrometría de masas (EM) es una técnica de análisis que permite 

caracterizar muestras midiendo las masas (estrictamente la relación 

masa/carga) de las moléculas componentes. Cuenta con más de un siglo de 

historia y evolución tecnológica y a lo largo de los años ha ampliado su alcance 

desde los isótopos a moléculas pequeñas, moléculas orgánicas más complejas 

y, en las últimas décadas, macromoléculas (ácidos nucleicos y proteínas). Los 

tubos de Crookes, o tubos de rayos catódicos, fueron los primeros dispositivos 

que se utilizaron para estudiar las propiedades de la materia. Eran tubos de 

cristal que contenían gases muy rarificados a través de los que se hacían pasar 

descargas eléctricas. Arthur Schuster y posteriormente J.J. Thomson —ambos 

en el Laboratorio Cavendish de la Universidad de Cambridge— los utilizaron 

para estudiar la desviación (deflexión) de las trayectorias de los rayos 

producida por campos eléctricos y magnéticos. En 1897, Thomson, Premio 
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Nobel de Física en 1906, llegó a la conclusión de que los rayos catódicos 

estaban formados por partículas muy ligeras con carga negativa (los 

electrones), determinando su relación masa-carga. F.W. Aston, junto con 

Thomson, observó que el gas neón está formado por dos isótopos que pueden 

separarse y diferenciarse por su masa (Ne20 y Ne22). Durante los años 

siguientes, Aston desarrolló el equipo para conseguir mayor resolución y lo 

aplicó al estudio de los isótopos no radioactivos, trabajos por los que recibió el 

Premio Nobel de Química en 1922. Durante las décadas siguientes se 

introdujeron en los equipos modificaciones para enfocar las partículas 

desviadas y mejorar la resolución. Se introdujeron también sistemas de 

ionización que ampliaban el rango de materiales que podían analizarse. 

Durante este período las principales aplicaciones de la EM fueron el análisis y 

la obtención de isótopos. Para esta última aplicación se construyeron grandes 

equipos preparativos, como el Calutron, que se utilizó para producir el uranio-

235 de las primeras bombas atómicas. Los equipos basados en la deflexión 

producida por un campo magnético, o por combinaciones de campos eléctricos 

y magnéticos con diversas geometrías, fueron los más utilizados durante la 

segunda mitad del siglo XX. Sin embargo, ya en los años cuarenta y cincuenta 

del siglo XX aparecieron esquemas de separación de masas diferentes, como 

el tiempo de vuelo (TOF), los cuadrupolos o las trampas de iones. El sistema 

TOF, fue diseñado en 1946 por W.E. Stephens, entonces en la Universidad de 

Pensilvania. En este sistema, la separación de los iones se produce al 

acelerarlos en un campo eléctrico; todos los iones sometidos al campo 

adquieren la misma energía cinética, lo que implica que los de menor relación 

masa-carga alcanzan mayor velocidad. En el diseño más básico, los iones 
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siguen una trayectoria rectilínea de longitud conocida entre el campo eléctrico y 

el detector, y lo que se mide es el tiempo que tardan en llegar de un punto a 

otro. Aunque inicialmente no podían competir en resolución con los equipos de 

deflexión, estos sistemas han resultado ser más rápidos y más baratos, y con 

el tiempo han incorporado mejoras que les han permitido ser muy competitivos 

en diversas áreas. La ionización de la muestra es otro aspecto de la tecnología 

que ha evolucionado para ampliar el rango de muestras analizables. Las 

descargas eléctricas utilizadas en los primeros equipos eran demasiado 

energéticas para permitir el análisis de moléculas complejas. En 1959, la 

introducción de la ionización por impacto de electrones permitió acoplar la 

cromatografía de gases a un espectrómetro de masas de tipo TOF y abrió la 

puerta al análisis de moléculas orgánicas. Durante las décadas siguientes se 

desarrollaron métodos de ionización más suaves (soft ionization), como la 

ionización por haces de iones (SIMS, secondary ion mass spectrometry) en 

1950, la ionización química en 1966, los diferentes métodos de desorción (de 

campo en 1969, por plasma o por láser en 1974, MALDI en 1985), la ionización 

por electroespray (ESI, electrospray ionization) en 1968, o de átomos (FAB, 

fast atom bombardment) en 1981, permitiendo el análisis de moléculas no 

volátiles, frágiles, o de alto peso molecular. Hasta los años 80 del siglo XX no 

se ionizaban moléculas mayores de 1.500 Da, y no se creía posible ionizarlas, 

ya que son muy frágiles y se creía que se fragmentarían al intentar ionizarlas. 

En 1988 Koichi Tanaka demostró que se podía ionizar la lisozima (14.300 Da), 

mezclándola con una solución compuesta por polvo metálico muy fino y 

glicerol59. En el mismo año Michael Karas y Franz Hillenkamp consiguieron 

ionizar la albúmina (66.600 Da)60. Estos tres científicos recibieron el premio 
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Nobel de Química de 2002 por la aplicación de la espectrometría de masas al 

análisis de moléculas biológicas. 

 

  Finalmente, hay que recordar que, durante el último cuarto del siglo XX, 

el desarrollo de los componentes electrónicos y de la informática (hardware y 

software) ha dado un enorme impulso a todo este conjunto de tecnologías 

proporcionando detectores más rápidos y más sensibles, mayor potencia de 

computación y almacenamiento de datos, equipos más pequeños, más baratos 

y más robustos y, en definitiva, sacando la EM del laboratorio especializado y 

convirtiéndola en una herramienta accesible para muchos otros 

laboratorios61,62. 

 

1.3. Aplicaciones de la espectrometría de masas  

 La primera descripción sobre el uso de la EM en bacteriología fue en 

197563. La tecnología se desarrolló para estudiar los perfiles de marcadores de 

algunas especies bacterianas, y utilizó la ionización por bombardeo de átomos 

rápidos y la asociación de cromatografía de gases y EM. La dificultad radicaba 

en detectar las proteínas ribosómicas y de membrana sin destruirlas para 

analizar sus perfiles y obtener espectros de patrones de masas. Este alentador 

estudio no fue seguido por ningún otro desarrollo hasta 1996. En ese año, el 

primer experimento de EM en el que se utilizó el laser de ionización/desorción 

asistido por matriz con tiempo de vuelo (MALDI-TOF) logró identificar bacterias 

directamente de colonias completas basadas en su contenido de proteínas64,65. 

Sin embargo, la novedad más importante correspondió al sistema de detección 

por técnicas de ionización blanda como el MALDI y la ionización por 
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electropulverización (ESI), que permiten el análisis de biomoléculas y 

moléculas orgánicas grandes, que tienden a ser frágiles cuando son ionizadas 

por los antiguos métodos de ionización66. El desarrollo continuo del hardware 

proporcionó precisión y resolución crecientes en la identificación de las 

diferentes proteínas, y el MALDI-TOF empezó a utilizarse de facto para la 

identificación de bacterias en laboratorios de investigación64. Después de este 

período, se desarrollaron los nuevos enfoques para la identificación de 

especies que implicaban el uso de una matriz diferente. Las matrices utilizadas 

en la espectrometría de masas MALDI-TOF son compuestos que contienen en 

su estructura un anillo bencénico conjugado que absorbe la energía UV 

irradiada por el láser y que se volatilizan fácilmente formando iones en una 

cámara de alto vacío. La matriz permite la producción de iones intactos en fase 

gaseosa de biomoléculas de gran tamaño, no volátiles y termolábiles, como las 

proteínas. La matriz más utilizada en microbiología clínica es el ácido alfa-

ciano-3,4-hidroxicinámico (HCCA).  

 

El cambio de matriz permitió la ionización de las proteínas ribosómicas, 

que están más conservadas que las proteínas de superficie67. Esto se 

consideró más fiable para la identificación de rutina de especies bacterianas, 

ya que las condiciones de cultivo no afectan a los resultados de la 

identificación68. Por tanto, la EM se convirtió en una herramienta revolucionaria 

para los laboratorios de bacteriología. 

 

 EM MALDI-TOF permite obtener en unos minutos la identificación de 

microorganismos tales como bacterias (incluyendo micobacterias), levaduras y 
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hongos filamentosos69. La denominación «MALDI» proviene de Matrix-Assisted 

Laser Desorption/Ionization, y «TOF» alude al analizador de iones que se 

acopla al MALDI, que es del tipo de tiempo de vuelo (time of flight)70. Para 

realizar el análisis mediante MALDI-TOF es necesario que las proteínas de los 

microorganismos se ionicen. Para ello, las colonias de microorganismos se 

depositan sobre una placa, y a continuación sobre esa muestra se deposita 

una solución matriz. Después, la placa es introducida en la cámara de alto 

vacío, donde la superficie cristalina de la muestra es expuesta a disparos de un 

láser de 337 nm de longitud de onda en la zona ultravioleta del espectro, con lo 

que la matriz absorbe la energía del láser produciéndose la sublimación del 

analito y de la matriz. La irradiación tiene lugar en forma de pulsos cortos, para 

evitar un calentamiento excesivo y la degradación de la muestra. El láser, 

además, se centra en una porción mínima del pocillo y se va moviendo a través 

del mismo con una trayectoria definida, que normalmente viene programada 

por el fabricante, dependiendo del propósito de lectura de la muestra.  

 

La interacción entre los fotones del láser y la muestra provoca que la 

matriz sublime al estado gaseoso, arrastrando consigo la muestra problema y 

produciéndose inmediatamente la ionización. Además, como la mayor parte de 

la energía es absorbida por la matriz, la muestra se ionizará sufriendo 

fragmentaciones mínimas. Ya en fase gaseosa, la estabilización de la matriz 

tiene lugar mediante la liberación de protones que, en parte, son captados por 

las proteínas de las bacterias, generándose fragmentos de proteínas con carga 

positiva, pero también un ión sodio o potasio, lo cual tendrá que ser tomado en 

cuenta en la relación de masas final de la muestra a analizar. Por otro lado, hay 
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que tener en cuenta que es despreciable el porcentaje de moléculas cargadas 

con una carga superior a 1 por lo que, en realidad, los fragmentos se separan 

en función de su masa. Mediante un electrodo se genera un campo eléctrico 

que acelera los iones formados desde las proximidades de la muestra hacia el 

analizador de masas. De esta forma, los iones entran en un tubo (de 1 a 4 m 

de longitud) con la misma energía cinética y siguiendo una trayectoria lineal. 

Así, el tiempo que tardan los iones en recorrer el tubo es proporcional a la 

relación masa/carga (m/z) de los mismos. En última instancia está el detector 

de los iones previamente separados. Si la carga (z) es igual a uno, como es 

habitual en la ionización blanda de la técnica MALDI-TOF, el espectro de 

masas es la representación de la intensidad frente a la masa de los iones 

formados71,72.  

 

Entre todos los sistemas basados en proteómica, EM MALDI-TOF se ha 

convertido, en la última década, en una herramienta fundamental para la 

identificación microbiana en los laboratorios de microbiología clínica, ya que 

resulta más rápido y fiable que los sistemas tradicionales de identificación73. El 

rango de masas de interés está entre los 2.000 y los 20.000 Da. La mayoría de 

los picos de masas obtenidos en este rango representan proteínas 

ribosómicas. El conjunto de estos picos de masas constituye el espectro del 

microorganismo, o huella peptídica, concepto que hace alusión a la 

singularidad del espectro generado para cada especie microbiana. La 

identificación de los microorganismos se realiza en base a su huella peptídica. 

En este método, las proteínas del microorganismo a identificar son hidrolizadas 

en pequeños péptidos y se obtiene el correspondiente espectro de masas del 
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hidrolizado. Esta huella, que es única para cada microorganismo, es 

comparada con las huellas de microorganismos conocidos presentes en la 

base de datos, de tal forma que la huella problema se puede asociar con la 

huella más semejante y obtener así la identificación del microorganismo74,75. 

 

En el mercado existen en la actualidad básicamente dos plataformas 

comerciales de espectrometría de masas para el análisis de microorganismos: 

VITEK®MS (bioMérieux, Marcy l'Etoile, Francia) y sistema MALDI Biotyper 

(Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA, EEUU)76. Aunque los principios técnicos 

de los sistemas VITEK®MS y MALDI Biotyper® son similares, existen 

diferencias en las bases de datos de espectros de referencia, en los sistemas 

operativos y en los algoritmos empleados para la identificación, por lo que los 

resultados numéricos de ambos sistemas no son directamente comparables77.  

 

- Sistema VITEK®MS: La base de datos SARAMIS fue creada por AnagnosTec 

GmbH (Zossen, Alemania) y comercializada por Shimadzu junto con los 

espectrómetros de masas Axima (Shimadzu, Columbia, MD), antes de ser 

adquirida por bioMérieux en el año 2010 para su incorporación a la plataforma 

VITEK®MS78.  
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Figura 5: Sistema de identificación por espectrometría de masas 
Vitek MSTM. 

(https://www.biomerieux-industry.com/es/products/vitek-ms-rapid-identification-
microorganisms-mass-spectrometry) 

 
 En la actualidad el sistema VITEK®MS posee dos configuraciones: In 

Vitro Diagnostic (IVD) y Research Use Only (RUO), completamente separadas. 

El módulo RUO está avalado para uso en investigación y posee una base de 

datos abierta de espectros de referencia y “super espectros”, siendo éstos 

últimos conglomerados de espectros de al menos 15 aislamientos, obtenidos 

bajo diferentes condiciones de crecimiento e identificados por métodos 

ampliamente aceptados, como fenotipificación bioquímica o genotipificación. 

Este módulo permite determinar la relación de los diferentes aislamientos y 

llevar a cabo una agrupación jerárquica de los mismos, representando los 

resultados en dendrogramas. Permite también la creación de nuevos “super 

espectros” que sean representativos de un entorno particular76. Para la 

configuración IVD del sistema VITEK®MS, el software compara el espectro 

obtenido con el espectro esperado de cada organismo o grupo de organismos 

contenido en la base de datos, obteniendo una identificación con un nivel de 

confianza que se calcula con base al porcentaje de probabilidad y el número de 

opciones de microorganismos posibles. El porcentaje de probabilidad o 

similitud se refiere al tanto por ciento en que el espectro observado se asemeja 

al espectro típico de cada organismo (índice poblacional). El rango de 

https://www.biomerieux-industry.com/es/products/vitek-ms-rapid-identification-microorganisms-mass-spectrometry
https://www.biomerieux-industry.com/es/products/vitek-ms-rapid-identification-microorganisms-mass-spectrometry
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porcentajes para una identificación correcta es 60-99% y valores cercanos a 

99,9% indican una aproximación más exacta. Cuando el porcentaje de 

probabilidad es menor del 60% el microorganismo se considera como no 

identificado78. La base de datos tiene un total de 1.046 especies en IVD, con un 

5% de especies consideradas no patógenas.  

 

- Sistema MALDI Biotyper®: fue creado y comercializado por Bruker Daltonics 

(Billerica, MA). El paquete del software Biotyper®, acoplado a los 

espectrómetros de masas de la línea Flex, es una plataforma abierta que 

permite guardar los espectros analizados para expandir la base de datos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Sistema de identificación por espectrometría de masas 
MALDI Biotyper. 

(https://www.directindustry.es/prod/bruker-daltonics/product-30029-
1572777.html) 

 
También posee dos configuraciones (IVD y RUO) pero no están 

separadas y se obtiene la información del tipo de configuración, de donde se 

https://www.directindustry.es/prod/bruker-daltonics/product-30029-1572777.html
https://www.directindustry.es/prod/bruker-daltonics/product-30029-1572777.html
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ha obtenido el espectro tipo, en el resultado impreso. En el sistema MALDI 

Biotyper® el espectro del microorganismo es traducido electrónicamente a una 

lista de picos que es comparada, mediante el uso de un algoritmo estadístico, 

con las listas de picos de los microorganismos contenidos en la base de datos 

de referencia según una cepa tipo (índice de tipicidad). El sistema emplea un 

valor de puntuación que oscila entre 0,000 y 3,000, que correlaciona la similitud 

del microorganismo de prueba, a nivel del género y de la especie, dentro de la 

base de datos. Una puntuación que oscila entre 2,300 y 3,000 es interpretada 

por el software como una identificación altamente probable a nivel de especie. 

Las puntuaciones de registro entre 2,000 y 2,299 representan la identificación 

segura del género y la identificación probable a nivel de especie. En ambos 

casos, los resultados suelen liberarse como una identificación positiva. Las 

puntuaciones de registro que van desde 1,700 a 1,999 representan una 

probable identificación de género, que requiere pruebas adicionales para 

identificar la especie. Las puntuaciones de registro que van desde 0,000 a 

1,699 no se consideran una identificación fiable79,80. La base de datos en la 

v4.0.0.0, a modo de ejemplo, tenía un total de 2.428 especies en IVD y 2.509 

en RUO, con un 15% de especies no patógenas. Respecto a las micobacterias, 

la base de datos disponía de un número idéntico en IVD y RUO: 164 especies. 

Para hongos solo había en RUO y contaba con 127 especies (datos aportados 

por la empresa en fecha 22/09/2017). 

 

Ya desde su introducción, se señaló que esta tecnología cambiaría la 

práctica rutinaria de la microbiología clínica. Esta percepción fue confirmada 

por numerosos estudios, que han justificado su asentamiento en la rutina 
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diaria76. Seng y cols. fueron los primeros en informar de la viabilidad del 

MALDI-TOF como el sistema de primera línea para la identificación bacteriana 

rutinaria en laboratorios de microbiología clínica a partir de colonias bacterianas 

que crecen en placas de agar81. En su trabajo se identificaron un total de 1.660 

aislados bacterianos, y se verificaron las discrepancias entre los resultados del 

MALDI-TOF y la identificación fenotípica convencional, mediante la 

secuenciación del gen rpoB y el gen codificante para el 16S rRNA. En ese 

momento, los autores identificaron correctamente sólo el 84,1% de los aislados 

a nivel de especie mediante un análisis directo de colonias sin extracción 

adicional de proteínas. Los errores más frecuentes se observaron en los casos 

de Stenotrophomonas maltophilia y Shigella sonnei, que fueron frecuentemente 

identificadas de forma errónea (7/10 [70%] y 5/5 [100%] de los aislados, 

respectivamente). En el caso de S. maltophilia, la identificación errónea fue 

debida a que las referencias de Pseudomonas hibiscicola y Pseudomonas 

beteli, incluidas en la base de datos Biotyper, eran en realidad S. maltophilia. 

La mayoría de las otras especies no identificadas estaban ausentes de la base 

de datos en el momento del estudio. En la primera comparación de las dos 

plataformas disponibles comercialmente, Cherkaoui y cols. compararon los 

sistemas Bruker Biotyper y bioMérieux con sus respectivas bases de datos, 

Biotyper y una versión temprana de SARAMIS82, utilizando la secuenciación del 

16S rRNA como referencia. Se identificaron 720 aislados clínicos a nivel de 

especie, siendo el 99,1% identificado con el espectrómetro Bruker EM MALDI-

TOF y el 88,8% con el espectrómetro Shimadzu EM MALDI-TOF. No es de 

extrañar que la mayoría de las especies no identificadas fueran anaerobios, 

debido a la escasa presencia de espectros de referencia en las bases de datos. 
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Como en casi todos los demás estudios, se observó una mala identificación de 

Streptococcus, con una tasa de identificación del 41% con ambos sistemas. 

Mellmann y cols. identificaron 1.116 aislados clínicos por EM MALDI-TOF 

mediante el paquete de software MALDI Biotyper 2.0 (Bruker Daltonik, GmbH, 

Bremen, Alemania) y la base de datos MALDI Biotyper, en comparación con los 

métodos fenotípicos manuales y automatizados y utilizando la secuenciación 

del 16S rRNA para resolver las discrepancias como estándar de referencia. 

Para Enterobacteriaceae, bacterias gramnegativas no fermentadoras, 

Staphyococcus, Enterococcus y Streptococcus, lograron identificaciones 

correctas a nivel de especie para el 95,5, 79,7, 99,5, 100 y 93,7% de los 

aislados, respectivamente83. Los 7 aislados de Shigella spp. y los 6 de 

Streptococcus mitis/Streptococcus oralis fueron identificados erróneamente por 

EM MALDI-TOF. Por el contrario, en otro estudio, se obtuvieron identificaciones 

correctas a nivel de especie para la totalidad de los Staphylococcus y la 

mayoría de los Enterococcus (95,7%) y Enterobacteriaceae (83,2%)84. van 

Veen et al. publicaron resultados similares para 980 aislados microbianos 

clínicos, incluyendo 61 aislados de levaduras, siendo la tasa global de 

identificación a nivel de especie del 92%. Después de resolver las 

discrepancias entre la identificación basada en MALDI-TOF y la identificación 

bioquímica mediante la secuenciación del 16S rRNA, se obtuvieron 

identificaciones correctas a nivel de especie para Enterobacteriaceae, bacterias 

gramnegativas no fermentadoras, Staphylococcus, Streptococcus y levaduras 

para el 97,7, 92, 94,3, 84,8 y 85,2% de los aislados, respectivamente85. Las 

identificaciones erróneas se justificaron por la falta de espectros para algunas 

especies raras en la base de datos y problemas en la identificación de 
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Streptococcus del grupo viridans (VGS) y Streptococcus pneumoniae: 12/21 

(57,1%) aislados de Streptococcus del grupo viridans fueron falsamente 

identificados como S. pneumoniae. En otro estudio, Prod'hom y cols. 

informaron de la identificación correcta de 1.278/1.371 aislados clínicos 

(93,2%) a nivel de especie86. Los resultados discordantes fueron analizados, y 

la mayoría de los errores se debieron a la identificación falsa de Enterobacter 

cloacae como Enterobacter hormaechei y S. maltophilia como P. hibiscicola y 

P. beteli. También se observaron problemas con la identificación de Shigella 

spp. y Propionibacterium acnes. En otro estudio, también se observaron las 

mismas limitaciones de la base de datos para la identificación de algunas 

especies, incluidas las bacterias anaeróbicas; los autores propusieron que 

podría ser necesaria una etapa de extracción previa para mejorar la 

identificación de algunas especies87. El nivel de identificación mejoró del 82,6 al 

97,3% cuando se realizó un paso de extracción. Por último, Martin y otros 

compararon las tres bases de datos comerciales en un estudio en el que se 

examinaron 1.129 aislados, incluidos 73 anaerobios. Las bases de datos 

Bruker Biotyper y Vitek MS proporcionaron una identificación correcta del 93% 

de los aislados88. 

 

En el contexto de un dramático aumento de la resistencias bacterianas y 

teniendo en cuenta el coste ecológico de las terapias antimicrobianas de 

amplio espectro, la identificación rápida y precisa de las bacterias es esencial 

para el control de las infecciones. Los métodos de identificación 

convencionales requieren al menos de 4 a 12 horas, y los métodos moleculares 

no son adecuados para la identificación de rutina a gran escala. La conclusión 
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es que los sistemas basados en EM, rápidos y rentables, están reemplazando 

a los métodos fenotípicos convencionales para la identificación rutinaria de 

bacterias89. 

 

1.3.1. Complejo Acinetobacter baumannii. 

Acinetobacter baumannii pertenece al complejo Acinetobacter 

calcoaceticus-Acinetobacter baumannii (ABC), que incluye los patógenos 

nosocomiales más relevantes del género Acinetobacter, causantes de 

infecciones graves en pacientes con enfermedades críticas e 

inmunocomprometidos90. A. baumannii representa un problema importante de 

salud por ser responsable de infecciones con altas tasas de morbilidad y 

mortalidad, especialmente en las unidades de cuidados intensivos (UCI), 

debido a su capacidad para persistir en el medio ambiente y desarrollar 

resistencia a múltiples antibióticos91,92,93. Acinetobacter nosocomialis y 

Acinetobacter pittii, otras dos especies importantes del complejo ABC, también 

son capaces de causar infecciones nosocomiales, pero se asocian más 

raramente con situaciones de brotes y, generalmente, muestran una mayor 

sensibilidad a los agentes antimicrobianos. Por lo tanto, una identificación 

precisa de estos microorganismos a nivel de especie es esencial para 

minimizar el fracaso en el tratamiento o implementar medidas para el control de 

las infecciones94,95. 

 

Dado que todas las especies de Acinetobacter incluidas en el complejo 

ABC son muy similares desde el punto de vista fenotípico y genómico (no se 

diferencian por hibridación de ADN96), las pruebas fenotípicas sencillas y otros 
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sistemas de identificación bioquímica automatizados que se utilizan 

habitualmente en los laboratorios clínicos no pueden diferenciarlos97,98. En este 

contexto, el MALDI-TOF es una herramienta que ha sido adaptada para la 

identificación de diferentes microorganismos a nivel de género, especie o 

subespecie, con alta fiabilidad89,99. Sin embargo, algunos estudios han 

destacado la dificultad del MALDI-TOF para la discriminación entre miembros 

del complejo ABC, así como otras especies de Acinetobacter, particularmente 

porque muchas especies nuevas han sido recientemente incluidas en este 

taxón100,101,102. El MALDI-TOF puede ser una herramienta precisa para la 

identificación de estos microorganismos a nivel de especie, siempre que las 

bases de datos estén actualizadas103. 

 

1.3.2. Rhodococcus equi y Dietzia spp. 

El actinomiceto saprofito Rhodococcus equi, que habita en el suelo, es 

un patógeno intracelular facultativo de los macrófagos que causa infecciones 

piogranulomatosas en varias especies de animales domésticos, en particular, 

en potros jóvenes y cerdos104. Además, R. equi infecta a los humanos105, 

siendo los grupos de riesgo las personas inmunodeprimidas, como los 

pacientes con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o con cáncer, y 

los pacientes receptores de órganos trasplantados. La infección por R. equi en 

estos pacientes da como resultado una forma granulomatosa de neumonía, 

cuyos síntomas se asemejan a los signos clínicos y patológicos de la 

tuberculosis pulmonar y que tiene una alta tasa de mortalidad.  
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Dietzia spp. son bacterias ambientales que se han asociado con 

infecciones humanas en un pequeño número de casos106. La morfología con la 

tinción de Gram y el aspecto de las colonias de las especies del género Dietzia 

son notablemente similares a las observadas con R. equi. En los laboratorios 

de microbiología clínica, R. equi se identifica de forma rutinaria mediante un 

enfoque convencional basado en las características de crecimiento, la 

morfología de las colonias, la reacción CAMP (acrónimo para Christie, Atkins y 

Munch Petersen, test de hemólisis sinérgica o cooperativa, en el que se analiza 

la lisis de los eritrocitos de sangre de caballo por la acción de enzimas 

producidas por dos bacterias que destruyen la estructura de su membrana) y 

las pruebas bioquímicas. Estas últimas se realizan con frecuencia utilizando el 

sistema API Coryne (bio-Mérieux, Marcy l'Etoile , Francia), un kit comercial 

multi-sustrato que incluye R. equi en su base de datos107. Sin embargo, este 

método requiere mucho tiempo y su fiabilidad para la identificación de 

Rhodococcus a nivel de especie es baja, lo que puede dar lugar a una 

identificación errónea de R. equi como otra especie de rodococo o incluso 

como otros actinomicetos108. A partir de 1995 se inició el desarrollo de las 

aplicaciones de la tecnología de amplificación de ácidos nucleicos a la 

identificación de microorganismos. Algunos métodos y aplicaciones fueron 

patentados, y la incipiente industria biotecnológica puso en el mercado kits 

para la detección e identificación de los principales patógenos microbianos. En 

el caso de R. equi, en 1995 se habían publicado dos métodos de PCR que 

utilizaban cebadores complementarios al gen 16S rDNA, pero no se habían 

validado con un número suficiente de especímenes clínicos. A partir del 

clonado y la secuenciación del gen choE de la estirpe R. equi 103, codificante 
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de una colesterol oxidasa109, se diseñaron cebadores complementarios a este 

gen resultando un método de identificación de R. equi por PCR que fue 

validado con un grupo numeroso de cepas que incluía aislados de origen 

humano, animal y ambiental110. Todavía en la actualidad el método de PCR 

choE es la técnica de referencia a nivel mundial (“gold standard”) para 

identificar R. equi, gracias a su alta especificidad. Sin embargo, otros 

actinomicetos albergan en sus genomas genes codificantes para colesterol 

oxidasas, por lo que existe un pequeño riesgo de que se produzcan 

identificaciones incorrectas. En este sentido, EM MALDI-TOF podría 

representar un método alternativo, rápido y útil para una identificación fiable de 

R. equi y Dietzia spp.111. 

 

1.3.3. Candida spp. 

La candidemia es la presentación clínica más común de candidiasis 

invasiva, pero más del 30% de estas infecciones no se manifiestan con 

hemocultivos positivos. El manejo de la candidemia es un desafío debido a la 

dificultad de su diagnóstico y la complejidad de pautar un tratamiento eficaz 

adaptado a cada paciente. Candida albicans sigue siendo la etiología 

predominante y representa en torno al 50% de todos los casos. Sin embargo, 

ha habido un cambio epidemiológico en las últimas décadas. Algunas especies 

de Candida diferentes de C. albicans han surgido como una causa importante 

de candidemia grave, ya que pueden presentar resistencia al fluconazol y otros 

agentes antifúngicos112. La creciente incidencia de las especies de Candida 

más resistentes como Candida glabrata y Candida krusei hace precisamente 

necesaria una identificación precoz y certera de estas cepas113. 
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La alta precisión, el procedimiento simple de extracción, que permite la 

identificación de levaduras en el mismo flujo de trabajo que la identificación 

bacteriana, la posibilidad de evitar subcultivos y la alta calidad de las bases de 

datos integradas, subrayan el claro potencial de los sistemas MALDI-TOF-MS 

para realizar una mejora importante en la identificación de levaduras en 

laboratorios de microbiología clínica con un alto rendimiento de muestras, tanto 

en cuanto a eficiencia como precisión114. 

 

1.4. Otras aplicaciones de la espectrometría de masas  

Existen otras aplicaciones para la espectrometría de masas en el 

laboratorio de microbiología clínica además de la identificación de bacterias y 

hongos. Una aplicación que se está desarrollando actualmente es la 

identificación a partir de muestra directa, como la orina o de botellas de 

hemocultivos positivas115,116, lo que ha acortado el tiempo de diagnóstico para 

los pacientes a los que se les realiza este tipo de pruebas. También se ha 

puesto en marcha la tipificación de cepas individuales, pudiendo realizarse 

dendrogramas o árboles de tipificación117,118. Actualmente las investigaciones 

se están centrando en la resistencia antibiótica, con el fin de acelerar el 

diagnóstico. En este sentido, tres enfoques principales están muy avanzados 

para el uso clínico: la detección de modificaciones de antibióticos debido a la 

actividad enzimática de las bacterias, la detección de resistencia a los 

antimicrobianos mediante el análisis de los patrones máximos de las bacterias 

o perfiles de picos de masa, y la detección de resistencia por semi-
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cuantificación del crecimiento bacteriano en presencia de un antibiótico 

determinado119,120.  

 

El futuro nos deparará la expansión de la espectrometría en otros 

campos de la microbiología, como así lo demuestran diversos estudios sobre la 

identificación de parásitos como Leishmania, Giardia, Cryptosporidium o 

Entamoeba121. También en el campo de la virología el uso experimental es muy 

prometedor, tanto para la identificación a partir de muestra clínica directa, como 

de su crecimiento en líneas celulares122-126. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

La hipótesis planteada fue que la espectrometría de masas MALDI-TOF 

es una técnica fiable, rápida y precisa que permite identificar a nivel de especie 

la mayor parte de los microorganismos presentes en muestras de origen 

humano clínicamente relevantes, de manera que puede utilizarse en la rutina 

diaria de un laboratorio de microbiología clínica como alternativa o 

complemento a las técnicas tradicionales. 

 

Para validar esta hipótesis se planteó el objetivo inicial de evaluar la técnica 

en una colección de cepas que incluía una variedad de especies representativa 

de las aisladas con más frecuencia en nuestro laboratorio. A continuación, nos 

planteamos evaluar la aplicación de la técnica para resolver la identificación a 

nivel de especie de 3 grupos de microorganismos que habían planteado 

problemas de identificación en nuestro laboratorio: 

 

• El complejo Acinetobacter baumannii. 

• Rhodococcus equi y Dietzia spp. 

• Candida spp. procedente de hemocultivos 
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3. MATERIAL Y METODOS  

Se ha dividido esta sección en 4 apartados, correspondientes a los 4 

objetivos planteados, para mostrar con mayor claridad las colecciones de 

cepas estudiadas y los procedimientos utilizados, asumiendo que lo descrito en 

algunas secciones resultará reiterativo para el lector. 

 

3.1. Evaluación inicial de la tecnología: 

3.1.1. Cepas bacterianas: Se analizaron 950 aislamientos clínicos [699 

(73,6%) bacterias gramnegativas, 233 (24,5%) grampositivas y 18 (1,9%) 

levaduras] recogidos entre los meses de noviembre de 2011 a enero de 2012 

en el Servicio de Microbiología del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla 

(HUMV) de Santander, que es un hospital terciario con algunas especialidades 

médico/quirúrgicas referentes de otras áreas sanitarias de su entorno y que 

tiene asignada una población de alrededor de 300.000 habitantes. Las cepas 

estudiadas procedían de muestras de orina (54,1%), exudados de herida 

(24,9%), esputo (5,6%), hemocultivos (3%), otros orígenes (12.3%) (abscesos 

pulmonares, lavados broncoalveolares, exudados vaginales, otros fluidos 

orgánicos). 

 

3.1.2. Identificación mediante métodos clásicos: Los microorganismos 

fueron identificados con el sistema bioquímico VITEK 2 (bioMérieux, Marcy 

l'Etoile, Francia) para bacterias gramnegativas y Enterococcus, con galerías 

API 20 Strep (bioMérieux, Marcy l'Etoile, Francia)127 para Streptococcus y con 

galerías API 32C (bioMérieux, Marcy l'Etoile, Francia)127 para levaduras. Los 

resultados del API 20 Strep y API 32C se obtuvieron después de 24-48 horas 
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de incubación a 35-37º C como un perfil numérico generado por lectura visual, 

de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Los resultados de 

identificación se obtuvieron introduciendo los códigos en el software apiwebTM 

(https://apiweb.biomerieux.com/).  

 

3.1.3. Identificación molecular: La identificación molecular de los aislados con 

resultados no concordantes se realizó mediante la amplificación y 

secuenciación del gen 16S rRNA en el caso de bacterias128 y de la región ITS 

en el caso de levaduras129. Los productos de PCR se purificaron mediante un 

kit NucleoSpin®Gel (Macherey-Nagel, Duren, Alemania), y la secuenciación 

bidireccional de ADN fue realizada por Macrogen Inc. (Seúl, Corea del Sur). 

Las búsquedas de homología se realizaron con la herramienta BLAST en el 

sitio web del Centro Nacional de Información Biotecnológica, USA 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

 

3.1.4. Identificación mediante MALDI-TOF: Se obtuvieron colonias tras 16-24 

horas de crecimiento, en placas de agar sangre (Oxoid, Wesel, Alemania) en el 

caso de bacterias, y CHROMagar (Becton Dickinson, Heidelberg, Alemania) en 

el caso de las levaduras. Además, se utilizó como control de calidad una cepa 

Escherichia coli (ATCC8739) de cultivo reciente para el equilibrado del 

aparato. 

 

MALDI-TOF VITEK MSTM (bioMérieux, Marcy l'Etoile, Francia): Los 

portaobjetos fueron inoculados con un asa estéril de 1L. Se añadió 1L de la 

solución matriz (VITEK MS-CHCA: mezcla de 3,10g de ácido 2,5-dihydroxi 

https://apiweb.biomerieux.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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benzoico disuelto en 100mL de agua-etanol-acetonitrilo en proporción 1/1/1) a 

cada pocillo y se dejó secar a temperatura ambiente. En el caso de las 

cándidas se añadieron primero 0,5L de ácido fórmico (VITEK MS-FA) y 

después la solución matriz (Figura 7). 

 

Los espectros de masas fueron generados con el sistema Axima 

Assurance (Shimadzu Corporation), usando el programa Shimadzu Launchpad 

software y la aplicación de la base de datos SARAMIS MS-ID v1 (AnagnosTee 

GmbH) para la medición automática e identificación (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Esquema general para la identificación de bacterias y 
hongos usando el MALDI-TOF MS, tomado de Clark AE, et al. Clin. 

Microbiol. Rev. 2013;26(3): 547-603. 
 
 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=3719498_zcm9990924310001.jpg


 

37 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Esquema general para el análisis de MS de los 
aislamientos microbiológicos ionizados, tomado de Clark AE, et al. Clin. 

Microbiol. Rev. 2013;26(3): 547-603. 
 
 
 
 

Todas las cepas se analizaron por duplicado y sólo se repitieron 

aquellos pocillos en los que se detectó error en la preparación de la muestra. 

No se utilizó ningún tipo de pre-tratamiento a las cepas antes de su inoculación 

en el portaobjetos. Cuando la puntuación era igual o superior a 97% se 

consideró la identificación de alta confianza. Si no discriminaba entre dos 

especies se aceptaba el género. Se caracterizaron como “no leídos” aquellos 

resultados obtenidos con una mala adquisición (error P201) en ambas 

muestras, así como las especies no incluidas en la base de datos y que no 

pudieron ser identificadas. En estos casos el equipo VITEK MS informa de error 

tipificado como P150. 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=3719498_zcm9990924310002.jpg
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3.2. Identificación de cepas clínicas del complejo Acinetobacter baumannii: 

3.2.1. Cepas analizadas: Para el estudio se utilizaron 84 cepas clínicas de 

Acinetobacter spp., aisladas entre 2004 y 2008 en el Servicio de Microbiología 

del HUMV. La relación clonal entre las cepas pertenecientes a la misma 

especie de Acinetobacter se evaluó mediante electroforesis en gel de campo 

pulsado (PFGE)130. 

 

3.2.2. Identificación de especies mediante el análisis de restricción de 

ADN ribosomal amplificado (ARDRA). La metodología ARDRA se utilizó 

como identificación de referencia para confirmar la especie de Acinetobacter131. 

Para ello el ADN fue extraído utilizando resina Chelex comercial, mediante el kit 

InstaGeneTM Matrix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.). El 16S 

rRNA se amplificó en todas las cepas utilizando cebadores universales. 

Posteriormente se digirió por separado con las enzimas de restricción CfoI, 

AluI, MboI, RsaI, MspI y BfaI (Promega Biotech Ibérica, Madrid, España). La 

discordancia en la identificación de la especie entre los sistemas ARDRA y 

MALDI-TOF se resolvió mediante la secuenciación parcial del gen rpoB132. 

 

3.2.3. Identificación mediante secuenciación del gen rpoB: El gen rpoB se 

amplificó con cebadores específicos y el resultado de la amplificación fue 

secuenciado, previa purificación mediante el kit NucleoSpin®Gel (Macherey-

Nagel, Duren, Alemania). Las secuencias parciales obtenidas de los genes 

rpoB se compararon con las secuencias de referencia disponibles en la base 

de datos de GenBank, siguiendo la metodología descrita para el gen 16S 

rDNA. Para establecer la identificación correcta, se seleccionaron como 
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especies más probables secuencias de una alineación de paridad con el valor 

E más bajo y el número más alto de identidades (>98%). El análisis estadístico 

se realizó con el software IBM SPSS Versión 20.0 incluyendo el análisis de 

curvas ROC y el cálculo del índice kappa de concordancia de Pearson. 

 

3.2.4. Identificación por MALDI-TOF: 

3.2.4.1. MALDI-TOF VITEK MSTM: La identificación por Vitek MSTM 

(bioMérieux, Marcy l'Etoile, Francia) se realizó según las recomendaciones del 

fabricante, ya explicado en el apartado 3.1.  

 

 En este caso los espectros capturados se analizaron con el software de 

identificación Shimadzu Launchpad pero con distintas bases de datos 

SARAMIS MS-IVD v1.0, v2.0 v3.0 y v3.2 (Anagnos Tee GmbH). 

 

3.2.4.2. EM MALDI-TOF Biotyper. Todas las cepas se analizaron con el 

sistema MALDI-TOF MS Biotyper (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania) 

siguiendo las instrucciones del fabricante, como se describe a continuación: las 

colonias fueron aplicadas a una placa metálica MALDI-TOF MSP de 96 pocillos 

(Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania) y cubiertas con 1μL de una 

solución de ácido α-ciano-4-hidroxycinámico al 50% y ácido trifluoroacético-

acetonitrilo al 2,5%. La placa MSP de 96 pocillos se secó a temperatura 

ambiente durante 5 minutos. Cuando el primer intento de identificación no 

facilitó resultados con un alto grado de confianza, las cepas se identificaron 

usando una extracción con ácido fórmico-acetonitrilo. 
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Brevemente: dos o tres colonias bacterianas se transfirieron a un tubo 

de 1,5mL que contienia 300µL de agua destilada y se mezcló con 900µL de 

etanol absoluto. Esta suspensión se centrifugó a 11.400 g durante 2 minutos, 

dejándose evaporar hasta quedar seco el precipitado, y se reconstituyó con 

50µL de ácido fórmico al 70% (Sigma Aldrich, Madrid, Spain). Después de 

incubar durante 30 segundos, se añadieron 50µL de acetonitrilo (Sigma Aldrich, 

Madrid, Spain), y la suspensión se centrifugó a 11.400 g durante 2 minutos. 

Seguidamente, 1µL del sobrenadante se aplicó a la placa metálica de 96 

pocillos (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania) y se dejó secar a 

temperatura ambiente. Se aplicó 1µL de matriz (ácido alfa-ciano-4-

hidroxycinámico [HCCA]; Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania) a cada 

muestra y se dejó secar a temperatura ambiente. Las mediciones se realizaron 

con MALDI-TOF Bruker usando el software FlexControl con Compass Flex 

Series versión 1.3 y un láser de nitrógeno de 60-Hz (longitud de onda 337 nm). 

El rango del espectro de proteínas de 2 a 20 kDa fue analizado con el software 

Bruker Biotyper 3.1 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania) con la 

configuración predeterminada y comparando con los espectros de referencia 

presentes en la base de datos, mostrando los 10 patrones más similares para 

cada aislado. Las bases de datos utilizadas fueron la de Biotyper con las 

versiones v4.0 y v8.0 5,627 MSP (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania), 

La similitud en los espectros se representa con un valor numérico (>2,000, 

identificación a nivel de especie; de 1,700 a 1,999, identificación a nivel de 

género; <1,700, no hay identificación de confianza). Como control para la 

calibración y como referencia para el control de calidad se usó la cepa E. coli 

ATCC 25922 133,134. 
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3.2.5. Tipificación de las cepas. Las relaciones clonales de las cepas 

pertenecientes a la misma especie de Acinetobacter fueron estudiadas 

mediante electroforesis en campo pulsado (PFGE), utilizando la enzima de 

restricción ApaI (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Los fragmentos de 

restricción se separaron en geles de agarosa al 1% (wt/vol), en tampón Tris-

borato-EDTA (TBE) al 0,5%, en un sistema de electroforesis CHEF-DR (campo 

eléctrico homogéneo con pinzas de contorno y regulado dinámicamente) III 

Mapper (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA), durante 19 h a 14°C, utilizando 

una velocidad de rampa de pulso que cambia de 5 a 20 s a 6 V/cm. Los 

patrones de ADN fueron interpretados según lo recomendado por Tenover y 

cols135. Las cepas de referencia A. baumannii RUH-875 y RUH-134, 

representantes de los principales clones internacionales I y II, respectivamente, 

también se utilizaron como comparadores de referencia130. 

 

3.3. Identificación de R. equi y Dietzia spp.:  

3.3.1. Cepas incluidas en el estudio: Se incluyeron en el estudio un total de 

154 aislamientos identificados originalmente como R. equi. La colección incluyó 

cepas aisladas de pacientes infectados por el VIH de diferentes hospitales 

españoles (n=71), aislados de potros neumónicos (n=34), y cepas aisladas de 

muestras de suelo recolectadas del medio ambiente (n=49). Se cultivaron en 

placas de medio Columbia con sangre de caballo a 37°C y se almacenaron en 

viales criogénicos a -80°C en caldo de infusión cerebro-corazón con glicerol al 

20%. Un total de 129 de los 154 aislamientos habían sido previamente 

identificados como R. equi mediante amplificación por PCR del gen choE, que 
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codifica una colesterol oxidasa de R. equi110. Ocho de los 154 aislamientos 

fueron negativos para el gen choE y se identificaron como especies del género 

Dietzia mediante secuenciación del gen 16S rRNA136. Las 17 cepas restantes 

(15 R. equi y 2 Dietzia sp.) fueron aislados en el laboratorio de microbiología 

clínica del HUMV, durante el período 2010 a 2014, a partir de muestras 

clínicas.  

 

3.3.2. Identificación mediante MALDI-TOF: 

3.3.2.1. MALDI-TOF VITEK MSTM: Se utilizaron dos protocolos de extracción 

diferentes para la preparación de las muestras: (i) extracción directa de 

colonias, como recomienda el fabricante, ya explicado en apartados anteriores, 

y (ii) extracción con etanol. Para el procedimiento de extracción con etanol se 

transfirió una colonia a un tubo Eppendorf de 1,5mL que contenía 300µL de 

medio de suspensión API (bioMérieux) y se mezcló minuciosamente usando un 

agitador tipo vórtex. Se añadió etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemania) 

(900µL) y la mezcla se homogeneizó completamente de nuevo. Después de 

una centrifugación a 11.400 g durante 2 min, se descartó el sobrenadante y el 

sedimento se disolvió en el etanol residual. Se cargó un volumen de 1μL del 

sedimento disuelto en la placa de acero, se secó, se añadió 1μL de matriz Vitek 

MS-CHCA (solución saturada de ácido alfa-ciano-4-hidroxycinámico [HCCA] -

acetonitrilo / etanol / agua [1: 1: 1] acidificada con ácido trifluoroacético al 3% 

[vol / vol]) y de nuevo se dejó secar al aire. 

 

Cada cepa analizada se colocó por duplicado en el mismo portaobjetos. 

Las mediciones se realizaron en un espectrómetro de masas Vitek MS con la 
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configuración sugerida por el fabricante, utilizando espectros recopilados 

automáticamente. Los espectros capturados se analizaron con el software de 

identificación Shimadzu Launchpad que incluía la base de datos SARAMIS MS-

ID versión 2.0 (Anagnos Tee GmbH). El sistema proporciona los resultados de 

identificación expresados en porcentaje de confianza, en el rango 0-100%. 

Para una identificación fiable a nivel de especie, solo se aceptaron aquellos 

resultados con puntuaciones del 99,9%. Las coincidencias de picos que 

arrojaron resultados de identificación con valores de confianza entre 50% y 

99,8% se consideraron como aceptables a nivel de género, pero requirieron el 

análisis mediante secuenciación del 16S rRNA para asignar la especie. 

Cuando no se obtuvo una buena identificación con el método de extracción 

directa de colonias, se realizó un análisis posterior con el método de extracción 

con etanol. 

 

3.3.2.2. MALDI-TOF Bruker Biotyper: Todas las cepas se sometieron a 

análisis con el sistema Bruker Biotyper mediante el procedimiento 

recomendado por el fabricante y ya explicado en apartados anteriores. Las 

mediciones se realizaron con un sistema Bruker MALDI-TOF MS utilizando el 

software FlexControl, para el ulterior procesamiento de los espectros, con el 

software Compass Flex Series versión 1.3 y un láser de nitrógeno de 60 Hz 

(longitud de onda de 337 nm). Los espectros de proteínas con relaciones de 

masa a carga (m/z) que van de 2 a 20 kDa se exploraron con el paquete de 

software Bruker Biotyper 3.1 con la configuración predeterminada y se 

compararon con los espectros de referencia presentes en la base de datos, 

mostrando los 10 patrones más similares para cada aislamiento. La base de 
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datos para la identificación fue la de Biotyper, de referencia v4.0 5.627 MSP 

(Bruker Daltonic), que incluía 5.627 especies. La similitud de patrones se 

expresó con un valor en unos rangos ya indicados en el apartado 3.2.4.2.137. 

 

3.3.3. Método de referencia en la identificación: Consideramos que la PCR 

basada en la amplificación del gen choE es el método de referencia para la 

identificación de R. equi, y en todas las cepas se llevó a cabo dicha PCR, 

siguiendo métodos descritos110. Los aislados choE negativos se identificaron 

mediante la secuenciación de una región del 16S rRNA128. Los productos de la 

PCR se secuenciaron siguiendo la metodología expuesta en el apartado 3.1. 

 

3.4. Identificación de Candida spp.: 

Es importante destacar que el presente estudio se desarrolló en el 

HUMV, que cuenta con un programa de trasplante de órganos que le posiciona 

como líder a nivel nacional en materia de donación de órganos, con una tasa 

récord de 86,2 donantes por millón de personas alcanzada en 2018, cifra que 

casi duplica la registrada en España con 47,9 donantes por millón de personas. 

Además, el HUMV está acreditado como centro de referencia (CSUR) para 

trasplante de pulmón, páncreas, renal cruzado y progenitores hematopoyéticos 

infantiles; asimismo dispone de la acreditación de calidad ISO 9001 en todos 

los programas de trasplante y tiene capacidad para realizar trasplantes renales 

de alta complejidad (combinados, retransplantes y a testigos de Jehová) a 

pacientes que son remitidos de otras comunidades autónomas a pesar de 

disponer de un programa de trasplante propio. Todo esto supone una población 

hospitalaria inmunodeprimida muy elevada con gran riesgo para la infección 
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fúngica invasora (IFI) que constituye una amenaza para este tipo de pacientes. 

La identificación precoz de la especie de Candida causante de la infección 

mejoraría el tratamiento y la profilaxis aplicada a dichos pacientes. 

 

3.4.1. Cepas de levaduras incluidas en el estudio: Se incluyeron 298 

aislados de Candida spp. de hemocultivos que se recibieron entre el 1 de enero 

de 2005 y el 31 de diciembre de 2011. El grupo de pacientes incluía desde 

neonatos hasta ancianos, con una edad media de 61,35 años. Se analizó una 

cepa por paciente, excepto cuando se produjo un positivo nuevo, por 

candidiasis en el mismo paciente, un mes después del brote inicial. 

 

3.4.2. identificación por métodos convencionales: Los cultivos de sangre se 

procesaron utilizando el sistema Bactec 9240 (Becton Dickinson, Franklin 

Lakes, EE.UU.). Los aislamientos de C. albicans fueron identificados de forma 

preliminar por el crecimiento de la muestra en agar Sabouraud con 

cloranfenicol y agar Sabouraud con cloranfenicol-actidiona (Bio-Rad, Her-cules, 

CA, EE.UU.) y en CHROMagar Candida (Becton Dickinson, Heidelberg, 

Alemania). Además, para los aislamientos de Candida spp. diferentes a C. 

albicans, se utilizó el sistema de identificación API-ID32C (bioMérieux)127. Se 

incubaron las galerías API-ID32C a 30ºC y los resultados se leyeron después 

de 24 horas, prolongando la incubación hasta 48 horas cuando se 

recomendaba, según la información recogida en la apiwebTM. Se utilizaron 

como controles negativos 10 cepas de Cryptococcus neoformans y 40 de 

Rhodotorula mucilaginosa, de la colección de cepas del servicio de 

Microbiología del HUMV. 
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3.4.3. Identificación mediante MALDI-TOF Vitek MSTM: La identificación de 

los microorganismos con el equipo Vitek MSTM se realizó siguiendo las 

recomendaciones del fabricante: las células de una sola colonia aislada en una 

placa CHROMagar Candida, incubadas durante 24 horas a 37ºC, se colocaron 

directamente en el portaobjetos, se lisaron por suspensión en 0,6µL de ácido 

fórmico al 28,9% (VITEK MS-FA) y se secaron durante 2 minutos a temperatura 

ambiente. Se añadió 1µL de matriz (alfa-ciano-4-hidroxicinámico) VITEK®MS-

CHCA y nuevamente se dejó secar al aire. La identificación se realizó con la 

base de datos SARAMIS MS-IVD v2 (Anagnos Tee GMBH, bioMérieux), en 

modo lineal positivo (no en modo reflector), que incluye proteínas con un rango 

de masa de 2–20 kDa, utilizando la cepa ATCC®8739TM de E. coli como 

referencia. La intensidad del láser de nitrógeno de 50 Hz estaba bajo el control 

del software de adquisición en los ajustes recomendados por el fabricante. Se 

aplicaron dos muestras de cada cepa y solo se aceptaron puntuaciones del 

99,9% para validar la identificación a nivel de especie. Cuando la cepa 

analizada pertenecía a un taxón no incluido en la base de datos, el equipo 

comunicó el resultado como erróneo (error P150).  

 

3.4.4. Método de referencia en la identificación: 

3.4.4.1. Identificación mediante PCR específica: También se utilizó un método 

molecular (PCR) con cebadores específicos para C. albicans. Los pares de 

cebadores específicos de cada especie fueron diseñados a partir de los datos 

de secuencia para la región del espaciador transcrito interno (ITS) en la base 

de datos de GenBank para amplificar específicamente C. albicans. Los 
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cebadores de avance fueron diseñados dentro de la región ITS1, y los 

cebadores de retroceso fueron diseñados de la región ITS2138. 

 

3.4.4.2. Identificación mediante el análisis de la región ITS: Para la 

amplificación y secuenciación de la región ITS del ADN ribosómico, el ADN se 

extrajo de colonias individuales cultivadas en placas CHROMagar utilizando la 

resina Chelex-100 en formato comercial (matriz Instagene, Bio-Rad). La región 

ITS fue amplificada con los cebadores ITS1 e ITS4, descritos anteriormente por 

White y cols.129. El producto de PCR fue purificado con el kit NucleoSpin®Gel 

(Macherey-Nagel, Duren, Alemania) y la secuenciación bidireccional de ADN 

fue realizada por Macrogen Inc. (Seúl, Corea del Sur). Las secuencias 

obtenidas se compararon con las depositadas en la base de datos GenBank 

usando la herramienta BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Se 

asignó la especie con mayor porcentaje de identidad, por encima del 97%. 

Para determinar la concordancia entre las dos técnicas de identificación (una 

convencional y la otra basada en el sistema Maldi-TOF), se calculó el 

coeficiente Kappa (Ƙ), correspondiente a la proporción de concordancias 

observadas entre el número total de observaciones, habiendo excluido la 

concordancia producida por azar139. Los resultados de los parámetros de 

diagnóstico se obtuvieron con el programa Stata®v.14.  

 

 

 

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Evaluación inicial de la plataforma Vitek MSTM  

De los 950 aislamientos clínicos incluidos en el estudio [E.coli 372 

(39.1%), Pseudomonas aeruginosa 101 (10,6%), Staphylococcus aureus 83 

(8,7%), Proteus mirabilis 51 (5,3%), Klebsiella pneumoniae 39 (4.1%), 

Staphylococcus epidermidis 39 (4,1%), Enterococcus faecalis 37 (3,8%), 

Enterococcus faecium 24 (2,5%), Morganella morganii 12 (1,2%), Klebsiella 

oxytoca 12 (1,2%), Enterobacter cloacae complex 10 (1,05%) y otros 170 

(17,8%)] en 913 se obtuvo un espectro interpretable. VITEK MSTM identificó 

correctamente el 95,3% de las bacterias gramnegativas, el 97,8% de las 

bacterias grampositivas y el 100% de las levaduras. Treinta y siete no pudieron 

ser identificados, debido a que no se obtuvo un espectro de calidad suficiente 

para su identificación (n=25, 2,6%; incluyendo 23 bacterias gramnegativas, 1 

bacteria grampositiva y 1 levadura), o correspondían a taxones no incluidos en 

la base de datos SARAMIS MS-ID v1 del equipo VITEK MSTM (n=12, 1,3%). En 

los casos en los que la secuenciación permitió resolver las discrepancias entre 

ambos sistemas, ésta confirmó en un 81,2% la identificación obtenida con 

VITEK MSTM frente a los sistemas VITEK 2 y API 32C (Tabla 2). 

 

Si bien el número de grampositivos analizados ha sido menor que el de 

los gramnegativos, no se obtuvieron discordancias entre las identificaciones 

obtenidas por VITEK MSTM y los métodos de referencia. Las corinebacterias, 

en general, fueron identificadas correctamente, pero no se discriminó entre las 

especies Corynebacterium xerosis y Corynebacterium amycolatum. De las 
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bacterias gramnegativas las especies más frecuentes fueron E. coli, P. 

aeruginosa, P. mirabilis y K. pneumoniae. Se encontraron dificultades al 

preparar las muestras de cepas mucosas de K. pneumoniae y E. coli. En el 

género Enterobacter hemos apreciado que no distingue entre las especies 

Enterobacter cloacae y Enterobacter asburiae, como tampoco diferencia a nivel 

de especie las pertenecientes al complejo ABC. En el grupo de bacilos 

gramnegativos no fermentadores, la técnica fue muy eficiente en los casos de 

P. aeruginosa y S. maltophilia, pero en otros géneros, como Burkholderia, es 

necesaria la aplicación de algún tipo de pre-tratamiento. Las levaduras fueron 

identificadas con gran fiabilidad. 

 

 

Tabla 2: Correlación del sistema MALDI-TOF con los sistemas tradicionales de 

identificación en microbiología clínica 

 

Número de aislamientos Espectro interpretable 

 
Totales P150* P2/P201** Totales Concordantes 

Bacterias 
gramnegativas. 

699 8 23 
668 

(95,5%) 
637 

(95,3%) 

Bacterias 
grampositivas. 

233 4 1 
228 

(97,8%) 
223 

(97,8%) 

Levaduras 18 0 1 
17 

(94,4%) 
17 

(100%) 

Totales 950 12 25 913 (96,1%) 877 (92,3%) 

 
*P150: el espectro no se encuentra en la base de datos.**P2: picos insuficientes en el espectro. 
**P201: mal espectro durante la adquisición. Totales: eliminados los espectros incorrectos y los que no 
están en la base de datos. Concordantes: de los espectros interpretables los que coincidieron en la 
identificación por los dos métodos. 
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4.2. Identificación de cepas clínicas del complejo Acinetobacter baumannii-

calcoaceticus (ABC) 

4.2.1. Asignación previa de las cepas: 

De las 84 cepas clínicas estudiadas de Acinetobacter spp., 72 fueron 

identificadas por la técnica de ARDRA como pertenecientes al complejo ABC: 

A. pittii (n=36), A. baumannii (n=33), A. calcoaceticus (n=1) y Acinetobacter 

dijkshoorniae (n=2). Adicionalmente, fueron identificadas otras 12 cepas no 

incluidas en el complejo: Acinetobacter bereziniae (n=5), A. gen. sp. 16 (n=1), 

Acinetobacter gyllenbergii (formalmente denominada A. phenon 3 por ARDRA; 

n=2), Acinetobacter haemolyticus (n=2) y Acinetobacter vivianii (n=2), como 

controles negativos. En el caso de la cepa identificada por ARDRA como A. 

phenon 5, fue identificada como A. dijkshoorniae mediante secuenciación del 

gen rpoB. 

 

4.2.2. Aplicación de la tecnología MALDI-TOF MS a la identificación de 

cepas clínicas del complejo ABC. 

Los sistemas Vitek MSTM y Biotyper, respectivamente, identificaron de 

forma correcta a nivel de especie 70 (97,22%) y 71 (98,61%) de las 72 cepas 

pertenecientes al complejo ABC identificadas por ARDRA. Sólo dos cepas de 

A. baumannii fueron identificadas erróneamente como A. nosocomialis por 

Biotyper v4.0, y como A. pittii por Biotyper v8.0. 

 

En el grupo control, Vitek MSTM v3.2 identificó erróneamente una cepa 

como A. bereziniae y un A. gen. sp. 16 como A. pittii y A. gyllenbergii, 
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respectivamente. No hubo resultados para los espectros obtenidos en ocho 

cepas del grupo control, por no encontrarse en la base de datos. Por otra parte, 

el equipo Biotyper v8.0 identificó erróneamente un A. bereziniae como A. pittii 

(n=1), dos A. vivianii como A. haemolyticus y A. haemolyticus/parvus, dos A. 

gyllenbergii como Acinetobacter proteolyticus y A. proteolyticus/haemolyticus, y 

un A. gen. sp. 16 como A. proteolyticus/haemolyticus (Tabla 3). 

 

Vitek MSTM. v3.2 y Biotyper presentaron una alta sensibilidad (> 80%) y 

un área bajo la curva ROC (AUC)> 0,8, demostrando que ambos sistemas son 

eficaces discriminando el complejo ABC de aquellas especies que no 

pertenecen al mismo. Por otra parte, de acuerdo con los criterios de 

interpretación propuestos por Landis y Koch, el alto valor del índice de Pearson 

Kappa positivo (> 0,75) refleja una correlación excelente con los datos de 

identificación obtenidos por la técnica ARDRA. Merece la pena señalar que el 

equipo Biotyper v 8.0.0.0 obtuvo los mejores resultados (Tabla 4). 
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Tabla 3. Resultados de identificación por los dos sistemas EM MALDI-TOF evaluados. 

P150: No hay resultados en la base de datos para este espectro. En negrita marcadas especies identificadas por ARDRA o por secuenciación del gen rpoB 

pertenecientes al complejo ABC 

ARDRA/rpoB seq Vitek MSTM  v3.2 Biotyper  v8.0.0.0 

36 A. pittii 37 +1(A. bereziniae) 39 +3(n=1/A. bereziniae, n=1/A.  baumannii, n=1/ A. pittii/dijkshoorniae)  

33 A. baumannii 33 A. baumannii 32 -1(A. pittii) 

1 A. calcoaceticus 1 A. calcoaceticus 1 A. calcoaceticus 

2 A. dijkshoorniae 0 n=2/P150* 2 A. dijkshoorniae 

5 A. bereziniae 0 n=4/P150* 4 n=4/ A. bereziniae 

1 A. genomic species 16 0 -1(A.  gyllenbergii ) 0 n=1/ A. proteolyticus/haemolyticus 

2 A. gyllenbergii 3 +1(A. genomic species 16) 0 n=2/A. proteolyticus, A. proteolyticus/haemolyticus 

2 A. haemolyticus 2 A. haemolyticus 2 A. haemolyticus 

2 A. vivianii 0 n=2/P150 0 n=2/ A. haemolyticus ,A. haemolyticus/parvus 

  8 P150*   
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Tabla 4: Comparación de los resultados de identificación de las especies de Acinetobacter pertenecientes al complejo ABC 

mediante distintas versiones de bases de datos de los sistemas Vitek MSTM y Biotyper. 

Abreviaturas: ni: no identificado; AUC: área bajo la curva 

  

Identificación 
Vitek MSTM  Biotyper 

v.1.0 v.2.0 v.3.0 v.3.2  v4.0.0.0 v8.0.0.0 

Complejo ABC 76 76 75 ni  ni ni 

A. baumannii ni ni ni 33  32 32 

A. calcoaceticus ni ni ni 1  1 1 

A. nosocomialis - - - -  1 0 

A. pittii ni ni ni 37  39 39 

A. dijkshoorniae ni ni ni ni  ni 2 

Total 76 76 75 71  73 74 

Indice Kappa - - - 0.78  0.77 0.81 

Sensibilidad 97.3% 96.1% 92.4% 98.6%  98.6% 100% 

AUC 0.89 (0.74-1) 0.84 (0.67-1) 0.69 (0.48-0.9) 0.94 (0.83-1)  0.94 (0.83-1) 0.99 (0.97-1) 
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4.3. Identificación de R. equi y Dietzia spp. 

4.3.1. Asignación previa de las cepas: 

En el período 1995-2010 se recibieron 144 cepas bacterianas 

procedentes de laboratorios de centros universitarios y de centros hospitalarios, 

aislados de humanos y animales, que pasaron a formar parte de la colección 

de actinomicetos de Cantabria. Las 144 cepas habían sido identificadas en 

origen como R. equi, en su mayoría mediante el sistema API-Coryne. En 

algunos casos se informaba de la necesidad de confirmar la identificación 

inicial. En algunas cepas de origen animal se había confirmado la identificación 

mediante la prueba CAMP, ya descrita en el apartado 1.3.2. 

 

Desde 2010 hasta 2014 se aislaron en el Servicio de Microbiología del 

HUMV 10 cepas que fueron identificadas como R. equi por el sistema API-

Coryne, pero la morfología y color de las colonias sugerían que podría tratarse 

de especies diferentes.  

 

Un total de 144 de los 154 aislamientos fueron positivos en el ensayo de 

amplificación por PCR dirigido a choE y, por lo tanto, se asignaron a R. equi. 

Los 10 aislados restantes obtuvieron un resultado de PCR choE negativo. 

Mediante secuenciación parcial del 16S rRNA, se identificaron como D. maris 

(n=5), D. natronolimmnaea (n=3) y D. cinnamea (n=2)134. Esta identificación se 

consideró el método de referencia. 
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4.3.2. Aplicación de la tecnología MALDI-TOF MS a la identificación de R. 

equi y Dietzia spp. 

Las cepas se estudiaron con un equipo VITEK MSTM del servicio de 

Microbiología del HUMV y con un sistema Biotyper del servicio de Microbiología 

del Hospital Clinic de Barcelona. De esta manera, pudieron compararse las 

prestaciones del VITEK MS con el sistema Biotyper. 

 

4.3.2.1. Identificación mediante la plataforma VITEK MSTM 

 

En las pruebas directas de colonias bacterianas con Vitek MSTM, el 

sistema identificó correctamente 35 (22,7%) de los 144 aislamientos a nivel de 

especie en su mejor rendimiento. En la mayoría de los casos, el fallo del 

sistema para dar una identificación precisa se debió a su incapacidad para leer 

las muestras. Cuando se extrajeron las proteínas con etanol, Vitek MSTM 

identificó correctamente a nivel de especie un total de 130 (84,4%) aislados: 

124 se identificaron como R. equi y 6 como Dietzia spp. (Tabla 5). Dentro de la 

colección de 144 aislados de R. equi, Vitek MSTM identificó correctamente 124 

(86,1%) aislados con la puntuación máxima (99,9%). Cuando la puntuación de 

confianza se redujo al 50%, se identificó correctamente un aislado adicional 

como R. equi. 

 

Considerando el grupo de 10 aislados de Dietzia spp., Vitek MSTM 

identificó 6 (60%) cepas con la puntuación máxima (99,9%) y 2 (20%) cepas 

(D. natronolimnaea y D. maris) con una puntuación del 50%, mientras que las 2 

https://jcm.asm.org/content/55/7/2255.long#T1
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cepas restantes (D. natronolimnaea y D. cinnamea) no se identificaron (Tabla 

6). 

 

4.3.2.2. Identificación mediante la plataforma Biotyper 

El sistema Biotyper identificó 141 (91,6%) cepas a nivel de especie 

analizando directamente las colonias. Las 13 cepas restantes (10 Dietzia spp. y 

3 R. equi) fueron identificadas cuando las colonias se extrajeron con 

acetonitrilo (Tabla 6). Considerando por separado las 144 cepas de R. equi, 

todas fueron identificadas correctamente a nivel de especie. Sin embargo, hay 

que precisar que 130 se identificaron cuando el punto de corte del sistema que 

marca el límite de confianza se estableció en >2 (como recomienda el 

fabricante), mientras que en 14 cepas no se pudo asignar la especie. Si el 

punto de corte se reducía a 1,750, todas las cepas de R. equi se identificaban 

correctamente. De las 10 Dietzia spp., solamente se identificó inicialmente una, 

D. maris, a nivel de especie. Cuando el punto de corte se redujo a 1,750, 7 más 

fueron identificadas: 4 como D. maris y 3 como D. natronolimnaea. De las dos 

cepas restantes, una se identificó a nivel de género, mientras que la última no 

pudo ser identificada. 

 

 El sistema Biotyper proporcionó identificaciones de alta confianza, sin 

extracción de las proteínas, para 141 (91,6%) aislamientos. Por el contrario, un 

grupo de 13 aislamientos, incluidos las 10 cepas de Dietzia spp. y las 3 de R. 

equi, requirieron extracción con acetonitrilo (Tabla 6). El sistema identificó 

correctamente a nivel de especie 131 (85%) aislamientos (130 R. equi y 1 

Dietzia sp.), mostrando puntuaciones ≥2,000 en todos los casos. Los 130 

https://jcm.asm.org/content/55/7/2255.long#T2
https://jcm.asm.org/content/55/7/2255.long#T2
https://jcm.asm.org/content/55/7/2255.long#T1


 

57 
 

aislamientos identificados como R. equi fueron positivos para la PCR del gen 

choE, mientras que el aislado identificado como Dietzia sp. resultó negativo. 

Los restantes aislados de R. equi (n=14), que habían recibido puntuaciones en 

el rango de 1,700 a 1,900, se volvieron a analizar utilizando un valor de corte a 

nivel de especie de ≥1,750. El resultado fue que todos ellos se identificaban 

como R. equi, resultado coincidente con la identificación obtenida por el 

método de referencia (PCR choE). Considerando el grupo de 10 cepas de 

Dietzia spp., Biotyper identificó 1 (10%) cepa (puntuación, ≥2,000) a nivel de 

especie y 8 (80%) cepas a nivel de género (las puntuaciones oscilaron entre 

1,700 y 1,999) y otra 1 (10%) no pudo ser identificada (puntuación <1,700). 

Cuando el punto de corte del nivel de especie se redujo a una puntuación de 

≥1,750, 7 de 8 Dietzia spp. fueron también identificadas correctamente a nivel 

de especie, como se confirmó posteriormente mediante la secuenciación del 

16S rRNA (Tabla 5).  

https://jcm.asm.org/content/55/7/2255.long#T2
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Tabla 5: Identificación de R. equi (n=144) y Dietzia spp. (n=10) mediante Vitek MSTM versus Bruker Biotyper. 

 

 

Microorganismo Cepas       

VITEK MSTM Bruker Biotyper 

Identificación 
correcta a nivel 

de especie 
 

Correcto 
con baja 

puntuación 
(50%) 

No 
identificado  

Identificación 
a nivel de 

género 

 
Identificación 

correcta a 
nivel de 
especie 

 

Correcto 
con baja 

puntuación 
(1.7-2) 

No 
identificado 

Identificación 
a nivel de 

género 

R. equi 144 124 (86.1%) 1 (0.7%) 19 (13.2%) 0 130 (90.3%) 14 (9.7%) 0 0 

Dietzia spp. 10 6 (60%) 2 (20%) 2 (20%) 0 1 (10%) 7 (70%) 1 (10%) 1 (10%) 

  D. maris 5 4 1 0 0 1 4 0 0 

  D. natronolimnaea 3 1 1 1 0 0 3 0 0 

  D. cinnamea 2 1 0 1 0 0 0 1 1 

    Nº total de cepas 154 130 (84.4%) 3 (1.9%) 21 (13.6%) 0 131 (85.1%) 21 (13.6 %) 1 (0.6%) 1 (0.6%) 
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Tabla 6: Comparación de los resultados de identificación de los 154 aislamientos de R. equi y Dietzia spp. con los sistemas Vitek 
MSTM y Biotyper MALDI-TOF MS utilizando dos métodos para la preparación de las muestras  

 
 

Sistema MALDI-TOF MS 

Número de aislamientos identificados por: 

Análisis directo de colonias Análisis de colonia por extracción 

Total R. equi Dietzia spp. No identificado Total R. equi Dietzia spp. No identificado 

Vitek MSTM 35 35 0 119 130 (35 + 95 *) 124 (35 + 89 *) 6 (0 + 6 *) 24 

Bruker Biotyper 141 141 0 13 153 (141 + 12 *) 144 (141 + 3 *) 9 (0 + 9 *) 1 

 * El número de cepas que requirieron un segundo análisis sobre la misma preparación de la muestra para dar una identificación fiable.
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4.4. Identificación de Candida spp. 

Las identificaciones de las 298 cepas de Candida spp. incluidas en el 

estudio con los métodos convencionales fueron las siguientes: 114 C. albicans, 

95 Candida parapsilosis, 41 Candida tropicalis, 29 Candida glabrata, 6 Candida 

guilliermondii, 5 Candida krusei, 4 Candida lusitaniae, 3 Candida lipolytica y 1 

Candida haemulonii. El sistema Vitek MSTM identificó correctamente a nivel de 

especie 279 cepas (93,62%). Diez (3,36%) se identificaron erróneamente y 9 

(2,69%) no fueron identificadas (Tabla 7). El sistema Vitek MSTM identificó 

109/114 (95,6%) C. albicans, con 5 aislamientos restantes erróneamente 

identificados como Candida dubliniensis. Estos 5 aislamientos fueron 

identificados como C. albicans por el sistema API ID32C, una PCR específica 

diseñada por Luo y colaboradores138 además de por secuenciación de la región 

ITS. En el grupo “psilosis” el sistema Vitek MSTM identificó 89/95 (93,7%) de los 

aislamientos, con 88 (92,6%) identificados correctamente como C. parapsilosis 

y un aislamiento (1,05%) identificado erróneamente como Candida dattila. Las 

restantes 6 cepas (6,3%) no identificadas de este grupo fueron identificadas 

por métodos convencionales como Candida metapsilosis (n=4), Candida 

orthopsilosis (n=1) y C. parapsilosis (n=1). Las especies C. metapsilosis y C. 

orthopsilosis no estaban incluidas en la versión de la base de datos (v2) 

utilizada para este estudio. Vitek MSTM identificó correctamente 37 de las 41 C. 

tropicalis (90,2%), 2 (4,8%) fueron identificadas erróneamente como C. 

albicans y Geotrichum fermentans, respectivamente, mientras que las dos 

restantes (2,4%) no pudieron ser identificadas. Cuando se crecieron en medio 

de cultivo CHROMagar Candida, 31 cepas de C. tropicalis (75,6%) presentaron 

un color azul característico a las 24 horas, las restantes 8 (19,5%) presentaron 
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color crema a las 24 horas y color azul a las 48 horas, y 2 (4,9%) presentaron 

un color violeta tanto a las 24 como a las 48 horas. Veinte y ocho aislamientos 

de C. glabrata (96,5%) fueron correctamente identificados, mientras que uno 

(3,5%) no fue identificado. 

 

 Todas las cepas de C. guilliermondii (n=6), C. krusei (n=5) y C. lipolytica 

(n=3) fueron identificadas correctamente mediante Vitek MSTM. Dos de los 

cuatro aislamientos en el grupo de C. lusitaniae fueron correctamente 

identificados mediante Vitek MSTM, mientras que las otras 2 fueron identificadas 

erróneamente como C. tropicalis y Cryptococcus humicola. La única cepa de C. 

haemulonii fue correctamente identificada por Vitek MSTM. Sin embargo, el 

sistema API-ID32C la identificó erróneamente como C. sake (Tabla 7).
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Tabla 7: Identificación de Candida sp. mediante API 32C y Vitek MSTM 

Métodos moleculares 
(seq/PCR) 

API 32C VITEK MSTM MALDI-TOF 

109 C. albicans: PCR esp.                                          
5 C. albicans 

109 No realizado 
   5 C. albicans 

109 C.  albicans 
5 C. dubliniensis 

C. parapsilosis group (n=95) 
          90 C. parapsilosis 
           4 C. metapsilosis 
           1 C. orthopsilosis 

95 C. parapsilosis 
88 C. parapsilosis 
6 No identificado(P150*) 
1 Error de identificación [C. dattila] 

C. tropicalis (n=41) 41 C. tropicalis 

37 C. tropicalis 
1 No identificado (P150*) 
2 Error de identificación [C.  albicans y 
Geotrichum fermentans] 
1 No leido (P201**) 

C. glabrata (n=29) 29 C. glabrata 
28 C. glabrata 
1 No identificado (P150*) 

C. guilliermondii (n=6) 6 C. guilliermondii 6 C. guilliermondii 

C. krusei (n=5) 5 C. krusei 5 C. krusei 

C. lipolytica (n=3) 3 C. lipolytica 3 C. lipolytica 

C. lusitaniae (n=4) 4 C. lusitaniae 
2 C. lusitaniae 
2 Error de identificación [C. tropicalis y 
Cryptococus humicola] 

C. haemulonii (n=1) 1 C. sake 1 C. haemulonii 
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Entre las técnicas de identificación convencionales y el sistema MALDI-

TOF MS, el coeficiente Kappa (ƙ) resultó 0,855, valor que, de acuerdo con los 

índices establecidos por la escala de Landis y Koch, indica una muy buena 

concordancia. Si se calcula el coeficiente Kappa comparando cada uno de los 

dos métodos con el de referencia, el valor para Vitek MSTM (0,91) es bueno, 

mientras que el de los métodos convencionales se aproxima a 1 (0,97). La 

sensibilidad y especificidad del sistema Vitek MSTM alcanza el 82% (Intervalo 

de confianza [IC] 95%: 70–90,6%) y el 97.2% (IC 95%: 94,5–98,8%), 

respectivamente, con un valor predictivo positivo y negativo de 86,2% (IC 95%: 

74,60–93,9%) y 96.1% (IC 95%: 93,2–98,1%), respectivamente. Por otra parte, 

la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo 

del sistema API resultaron del 100% (IC 95%:92,9–100%), 98% (IC 95%: 95,6–

99,2%), 89.3% (IC 95%: 78,1–96%), y 100% (IC 95%: 98,7–100%), 

respectivamente. La prevalencia de la candidiasis en el HUMV durante esos 

años alcanzó sólo el 2%. La prevalencia no influye sobre las propiedades 

intrínsecas de la prueba pero podría hacerlo sobre los valores predictivos.  
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5 DISCUSIÓN 

En la actualidad, la EM MALDI-TOF es una de las técnicas más 

utilizadas en el trabajo diario en los laboratorios de microbiología clínica para la 

identificación de microorganismos, tanto de bacterias como de levaduras y 

hongos filamentosos. En este trabajo hemos querido reflejar una parte de 

nuestra experiencia con el equipo Vitek MSTM aplicado a resolver algunos de 

los problemas que surgen en nuestra rutina para identificar correctamente a 

nivel de especie los microorganismos patógenos para el ser humano. El 

sistema MALDI-TOF Vitek MSTM es un buen sistema de identificación para el 

trabajo diario de bacterias y levaduras, ya que hemos demostrado una alta 

correlación entre los resultados obtenidos mediante este sistema y los métodos 

de referencia. Y los resultados son satisfactorios, tanto en grampositivos como 

en gramnegativos, aunque el tamaño de la muestra de los primeros ha sido 

reducido. No hemos encontrado dificultades en la identificación de patógenos 

relevantes, como son S. aureus, S. epidermidis y E. faecalis, pudiéndose 

diferenciar bien S. pneumoniae de otros Streptococcus, como los del grupo 

viridans, al contrario de lo que han reportado otros autores140. También 

identifica bien las corinebacterias más relevantes que se presentan como 

patógenos (oportunistas) humanos, aunque no discrimina entre las especies C. 

xerosis y C. amycolatum83, debido a que presentan un perfil proteómico muy 

similar, reflejado en el hecho de que en la base de datos se encuentran 

definidos como taxón C. xerosis-amycolatum (versión v1).  

 

En cuanto a los gramnegativos se han experimentado también 

dificultades de preparación de la muestra en cepas mucosas de K. pneumoniae 
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o E. coli, dificultad también habitual para los sistemas de identificación 

automáticos y manuales. En el género Enterobacter hemos observado que no 

distingue entre las especies E. cloacae y E. asburiae, esto puede deberse a 

que la taxonomía de las Enterobacteriaceae es muy compleja y rápidamente 

cambiante desde el advenimiento de técnicas que miden la distancia evolutiva, 

por ejemplo, la hibridación de ácido nucleico y la secuenciación141. Tampoco 

identifica aquellas pertenecientes al complejo ABC por el mismo motivo, por 

estar filogenéticamente muy relacionadas142. En el grupo de bacilos 

gramnegativos no fermentadores ha sido muy eficiente en los casos de P. 

aeruginosa y S. maltophilia, corroborando los datos de estudios previos133, pero 

en otros géneros, como Burkholderia, sería necesario la aplicación de algún 

tipo de pre-tratamiento por la complejidad de obtener unos espectros 

adecuados, al igual que lo anteriormente comentado para las cepas mucosas, 

así como implementar las bases de datos con más especies de este género, 

conociendo la dificultad histórica a la hora de identificar este género143.  

 

Las levaduras han sido identificadas con gran efectividad, a pesar del 

reducido número de cepas incluidas en este trabajo, en consonancia con otros 

estudios publicados144, si bien han aparecido dificultades en las tres especies 

del grupo psilosis. 

En el estudio del complejo ABC, tanto Vitek MSTM como Biotyper han 

permitido una identificación aceptable de las especies del complejo. Como dato 

de interés, los resultados también han corroborrado que la técnica ARDRA es 

un método muy resolutivo, de utilidad para aquellos laboratorios que carezcan 

del sistema MALDI-TOF, aunque por su complejidad es difícilmente implantable 
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en el día a día de los laboratorios de microbiología clínica. En estudios 

anteriores ya se habían comunicado algunas de las limitaciones que hemos 

encontrado nosotros, en particular la necesidad de actualizar 

permanentemente las bases de datos100, incorporando las nuevas especies 

descritas, en especial las del ámbito clínico. También está descrita la dificultad 

en diferenciar especies de Acinetobacter spp. del clado hemolítico, con una 

relación filogenética muy estrecha, que podía resolverse utilizando una 

solución matriz alternativa (ácido ferúlico fuertemente acidificado)101. A pesar 

de todo esto, se recomienda la identificación a nivel de especie mediante EM 

MALDI-TOF, tanto por los sistemas Vitek MSTM como Biotyper para cepas de 

otros taxones menos comunes pertenecientes al género Acinetobacter, aunque 

con la debida precaución para este fin. En efecto, si bien las discrepancias de 

identificación halladas en Biotyper tienen un impacto clínico mínimo, o ningún 

impacto, en el tratamiento del paciente, las discrepancias encontradas en Vitek 

MSTM tendrían un enorme impacto clínico. La base de datos actual de Vitek 

MSTM v3.2 debe revisarse, como ya se ha hecho con versiones anteriores, para 

incluir las nuevas especies de Acinetobacter, de manera que se obtengan 

identificaciones al menos a nivel de género, lo que también es de interés en la 

práctica rutinaria.  

 

La identificación de R. equi por métodos convencionales, basados en la 

morfología de la colonia y las reacciones bioquímicas, no es fiable y requiere 

métodos moleculares para diferenciarlo de Dietzia spp. Los resultados 

obtenidos en este trabajo, en que se han aplicado las dos plataformas más 

comunes de EM MALDI-TOF a la identificación de una colección de cepas de 
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estos actinomicetos estrechamente relacionados, indican que es una técnica 

fiable y rápida que permite diferenciarlos entre sí e identificar la mayoría de las 

cepas de Dietzia spp. Si bien el número de cepas de R. equi incluidas en el 

estudio permite calificar la colección como representativa, no puede afirmarse 

lo mismo sobre el tamaño del grupo de Dietzia spp., limitado a 10 cepas 

clínicas. El control de la pandemia debida al VIH hace que desde hace 

aproximadamente 10 años no se han vuelto a aislar R. equi en nuestro entorno 

hospitalario. Por otra parte, Dietzia spp. es una bacteria ambiental y en todo el 

mundo se han relacionado muy pocos casos con infecciones en humanos145. 

Recientemente se ha propuesto la utilización de una estirpe de Dietzia spp. 

como probiótico para controlar infecciones por micobacterias en animales146. 

 

En general, con el método de extracción directa de colonias, Biotyper 

permitió la identificación del 91,6% de las cepas de R equi y Dietzia spp 

analizadas, en contraste con solo el 22,7% para Vitek MSTM. Estudios previos 

reportaron que los resultados de identificación a nivel de especie con el 

sistema Biotyper mejoran si se disminuye el valor a partir del cual una 

identificación se considera como fiable, de 1,900147 a 1,700148, sin que 

aumenten los falsos positivos. En nuestro estudio, al reducir la puntuación de 

≥2,000 a ≥1,750, pudimos identificar a nivel de especie prácticamente todas las 

cepas analizadas, 144 (100%) de R. equi y 8 (80%) de 10 de Dietzia spp, sin 

errores de identificación. Solo una cepa obtuvo una puntuación inferior a 1,700 

y, por lo tanto, no pudo identificarse con Biotyper MS. Esta cepa fue 

identificada como D. cinnamea mediante secuenciación del gen 16S rRNA. Si 

bien D. cinnamea se aisló por primera vez de un frotis perianal de un paciente 
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con un trasplante de médula ósea149, es más conocida por su capacidad para 

degradar una amplia variedad de compuestos orgánicos y rara vez por su 

potencial patógeno150. El comportamiento del Biotyper en la identificación de R. 

equi, distinguiéndola de Dietzia spp., es comparable al observado entre la PCR 

del gen choE y la secuenciación del 16S rRNA. Cuando el valor de corte de la 

especie se redujo a una puntuación de ≥1,750, Biotyper identificó 

correctamente todos los aislados de R. equi. La amplificación por PCR del gen 

choE es un método fiable para la identificación de R. equi, pero EM MALDI-

TOF es más rápido y más rentable en términos de coste laboral y económico. 

No obstante, es una tecnología que no está disponible fuera del entorno 

hospitalario en nuestro país. Muchos países tampoco han podido implementar 

esta tecnología en la mayoría de sus hospitales, por motivos principalmente 

económicos. Aunque Dietzia spp. no se asocia comúnmente con infecciones 

humanas151, los casos esporádicos requieren una identificación precisa de 

Dietzia spp. a nivel de especie. La secuenciación del 16S rRNA es actualmente 

el único método que garantiza la identificación definitiva y concluyente del 

género Dietzia al rango de especie. 

 

Los resultados obtenidos en este estudio indican que el pre-tratamiento 

de las colonias bacterianas con etanol mejora sustancialmente el número de 

identificaciones correctas obtenidas con el sistema Vitek MSTM. Actinomicetos 

como R. equi y Dietzia spp. contienen en sus paredes celulares ácidos 

micólicos de cadena larga, así como una gran cantidad de lipopolisacáridos, lo 

que impide la absorción completa de energía cuando se dispara el láser. En 

consecuencia, no se generan espectros de masas. Con el uso de etanol en el 
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método de extracción se elimina una cantidad sustancial de los ácidos 

micólicos y polisacáridos, mientras se conservan las proteínas diana, lo que 

permite la generación de espectros de alta calidad152. Gracias al uso del 

método de extracción, el sistema Vitek MSTM ha logrado alcanzar un 84,4% de 

muestras correctamente identificadas a nivel de especie. Sin embargo, no pudo 

identificar 20 aislamientos de R. equi ni distinguir adecuadamente 4 Dietzia 

spp. de R. equi, mientras que el análisis por PCR de gen choE identificó 

correctamente todos los aislamientos de R. equi. La base de datos SARAMIS 

2.0 incluye tres especies del género Dietzia: D. maris, D. natronolimnaea y D. 

cinnamea. Sin embargo, Vitek MSTM identificó a nivel de especie solo 6 de los 

10 aislamientos de Dietzia analizados. 

 

En general, en las comparaciones de los dos sistemas, el sistema 

MALDI Biotyper proporcionó una mayor precisión que el sistema Vitek MSTM 

para la identificación de R. equi, así como para la diferenciación de R. equi de 

Dietzia spp.. Si bien es cierto que son necesarios más estudios, sobre todo en 

modo IVD que se adecua más al trabajo diario, para incrementar las bases de 

datos de los sistemas MALDI-TOF, ya sea mejorando la identificación de 

algunas especies, como Rhodococcus spp., Dietzia spp. o Burkholderia spp., 

que por la composición de su pared pudieran hacer difícil su identificación, 

como por la inclusión en las bases de datos de subespecies y especies 

crípticas que son importantes como patógenos emergentes nosocomiales 

capaces de adquirir genes de resistencia y ser necesaria su pronta 

identificación130. Aunque los datos fueron limitados, porque solo se incluyeron 

10 aislamientos de Dietzia spp. en el estudio, los resultados indicaron que la 
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identificación adecuada de las especies de este género requiere confirmación 

mediante secuenciación del 16S rRNA. Este es uno de los ejemplos que 

indican que los fabricantes deben actualizar periódicamente las bases de datos 

espectrales para mejorar las tasas de identificación. 

 

Por último, hemos constatado que MALDI-TOF es un método más rápido 

y preciso que el sistema API para la identificación de Candida spp., permitiendo 

adelantar el diagnóstico en 24 o 48 horas. Nuestros resultados muestran una 

excelente concordancia entre las técnicas de identificación convencionales y el 

sistema EM MALDI-TOF. Vitek MS TM identificó correctamente el 89,9% cepas, 

pero no identificó los organismos a nivel de especie en el 10,1% casos. 

Nuestros resultados están en consonancia con otros trabajos de la literatura153, 

quizás con resultados de concordancia algo más bajos, pero cuando el análisis 

se hace por complejos de levadura nuestros datos se igualan a los de la 

literatura154. Esto se justifica porque en nuestro estudio el número de 

aislamientos de C. albicans es menor que el de otras especies del género, y no 

se realizaron nuevas pruebas cuando hubo fallos espectrales en la adquisición, 

(valores en bruto). De esta forma el trabajo ha aportado más realidad de la 

rutina diaria y se le ha otorgado un valor añadido, ya que algunas publicaciones 

no dejan claro si se llegó a sus valores por agotamiento en la muestra o por 

repeticiones.  

 

Dentro de este apartado también añadir que el MALDI-TOF es una gran 

herramienta en los laboratorios de microbiología para la identificación de 

hongos filamentosos. Lo hace con gran éxito para la mayoría de los hongos 
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clínicamente relevantes, con tiempos de respuesta significativamente reducidos 

y con resultados de alta precisión. Aunque el rendimiento sigue dependiendo 

de las diferentes bases de datos y de los diferentes protocolos de preparación 

de las muestras155,156. 
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6 CONCLUSIONES 

1.- Hemos demostrado una alta correlación entre los resultados 

obtenidos mediante el sistema MALDI-TOF Vitek MSTM para la identificación de 

micoorganismos de interés clínico y los métodos de referencia, lo que afianza a 

este sistema como una buena alternativa en el trabajo diario como método de 

identificación de bacterias y hongos. 

2.- El análisis proteómico mediante MALDI-TOF, tanto a través de la 

plataforma Vitek MS como con el sistema Biotyper, es una tecnología rápida y 

precisa para la identificación de especies del complejo ABC, mostrando una 

buena correlación con el ARDRA, considerado como el “gold estándard” para la 

identificación del complejo.  

3.- El MALDI-TOF es una herramienta alternativa a la PCR del gen choE 

para la identificación y diferenciación de cepas de R. equi y Dietzia spp., 

aunque, como hemos visto, la composición de la pared de estos 

microorganismos siga marcando alguna limitación para la aplicación de esta 

técnica. 

4.- En el caso de Candida spp. MALDI-TOF también es un sistema 

válido de identificación, con una alta sensibilidad y especificidad, 

proporcionando resultados con rapidez, lo que permite anticipar el diagnóstico 

respecto a los sistemas habituales de identificación. Es necesario mejorar las 

bases de datos, para poder discriminar entre C. albicans y C. dubliniensis. 

5.- Para los géneros Acinetobacter y Rhodococcus el sistema Biotyper 

se ha mostrado superior que el sistema Vitek MS en la identificación a nivel de 

especie. 
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6.- Como conclusión global final, la tecnología MALDI-TOF es una buena 

metodología para la actividad rutinaria en laboratorios de microbiología clínica, 

ya que identifica una amplia gama de especies bacterianas y levaduras de 

importancia clínica, con rapidez y precisión. 
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