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Introducción

Los sistemas de tipificación bacteriana engloban un conjunto de 
métodos microbiológicos que permiten diferenciar cepas pertene-
cientes a una misma especie. El objetivo final de cualquiera de estos 
métodos es establecer la relación entre aislamientos vinculados epi-
demiológicamente. Este tipo de análisis posibilita, entre otros aspec-
tos, el estudio de brotes hospitalarios facilitando tanto su detección 
precoz como la caracterización de modelos de transmisión de infec-
ciones entre personas y el diseño de medidas de control.

Los métodos de tipificación utilizados en microbiología han evo-
lucionado a lo largo de los años, desde los considerados tradicionales 
basados en el fenotipo hasta las técnicas actuales de tipificación mo-
lecular1. Todas deben cumplir una serie de requisitos esenciales: pre-
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R E S UMEN

La espectrometría de masas MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight) se ha con-
vertido rápidamente en una herramienta de indiscutible utilidad para la identificación y caracterización de 
microorganismos en numerosos laboratorios de microbiología clínica. La técnica es rápida, fiable y econó-
mica y ofrece múltiples posibilidades en distintas áreas de la microbiología. En esta revisión se ofrece una 
visión general de su utilidad para los estudios de tipificación y epidemiología bacteriana detallando las 
aproximaciones metodológicas que pueden emplearse tanto para su realización como para el análisis de 
resultados que se obtienen. Por último, se resumen los estudios existentes sobre su uso en la caracteriza-
ción de distintas especies bacterianas.
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Studies of bacterial typing with MALDI-TOF

A B S T R AC T

MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight) mass spectrometry has emerged as 
a potential tool for microbial characterization and identification in many microbiology departments. The 
technology is rapid, sensitive, and relatively inexpensive in terms of both the labour and costs involved. 
This review provides an overview on its utility for strain typing and epidemiological studies and explains 
the methodological approaches that can be used both for the performance of the technique and for the 
analysis of results. Finally, the review summarizes studies on the characterization of distinct bacterial 
species.

© 2016 Elsevier España, S.L.U. All rights reserved.

sentar un elevado poder discriminatorio; ser precisas y aplicables a 
gran variedad de organismos de interés, y ser altamente reproduci-
bles, rápidas, de bajo coste y fáciles de llevar a cabo e interpretar. En 
el caso de estudios de vigilancia epidemiológica, las técnicas además 
deben presentar gran estabilidad a lo largo del tiempo para permitir 
el establecimiento de medidas de control a medio y largo plazo. Tam-
bién son aconsejables métodos de validación que usen controles in-
ternos y externos para obtener datos fiables y de gran calidad. El uso 
de programas informáticos especializados puede ayudar en este últi-
mo punto pues, además de permitir la realización de controles de 
calidad de forma automática, utilizan algoritmos de agrupamiento, 
presentan herramientas que ayudan a la detección de brotes y facili-
tan el almacenamiento y manejo de datos2-5.

En la actualidad existe una gran variedad de técnicas de tipifica-
ción molecular. Entre ellas merecen especial mención la electrofore-
sis en campo pulsado (PFGE, pulsed-field gel electrophoresis) y el mul-

tilocus sequence typing (MLST). La PFGE se basa en la caracterización 
de aislados según los patrones de bandas originados tras digestión 
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del ADN genómico con enzimas de restricción. Tiene un gran poder 
discriminatorio y una gran concordancia epidemiológica, pero es una 
técnica laboriosa, larga y que precisa de personal entrenado para su 
realización. Por otro lado, presenta cierta arbitrariedad en los crite-
rios de interpretación y no es posible diferenciar entre bandas de 
tamaños similares, requiriendo ocasionalmente de un análisis subje-
tivo si aparecen patrones de bandas complejos. El MLST se basa en el 
estudio y caracterización mediante secuencia de distintos genes hou-

sekeeping2. La gran ventaja de MLST frente a PFGE es que los datos 
generados por secuenciación no son ambiguos y se dispone de una 
nomenclatura estandarizada internacionalmente y de una base de 
datos central accesible en internet que recoge todas las secuencias 
alélicas y ST descritos. Las principales desventajas son su precio, su 
laboriosidad y el tiempo que requiere para su realización, que depen-
de en gran medida del número de loci que se estudien. Además, para 
algunos patógenos tiene un poder discriminatorio insuficiente4.

Dentro de las técnicas de tipificación basadas en PCR destacan 
también MLVA (multiple-locus variable-number tandem repeat analy-

sis), AFLP (amplified fragment length polymorphism) y rep-PCR (repe-

titive sequence-based polymerase chain reaction). Todas se pueden 
utilizar en el estudio de brotes y de rutas de transmisión entre pa-
cientes y hospitales, ofreciendo resultados de forma rápida y con un 
buen nivel discriminatorio3,6-8.

Las nuevas metodologías de secuenciación WGS (whole genome 

sequencing) o NGS (next generation sequencing) aparecen como herra-
mientas potentes y atractivas para la detección de variaciones en el 
genoma bacteriano y las investigaciones epidemiológicas. Mediante 
estas técnicas se crean millones de lecturas de secuencias cortas en 
una sola carrera que son posteriormente ensambladas creando una 
secuencia nucleotídica completa del genoma que puede ser compa-
rada con genomas de referencia previamente secuenciados. Sin em-
bargo —aunque estos sistemas de secuenciación de segunda genera-
ción ofrecen un amplio abanico de posibilidades— en el momento 
actual su utilidad es limitada, ya que precisan importantes recursos 
informáticos para el análisis de datos junto con personal especializa-
do y bien entrenado. Además, su precio es elevado y requiere de un 
tiempo de realización largo, por lo que en la actualidad su uso se 
encuentra limitado a ciertos centros de investigación o centros espe-
cializados3,4. 

En general, aunque todas las técnicas moleculares descritas han 
probado su utilidad a lo largo de los años, resultan en su mayoría 
excesivamente laboriosas, caras y con tiempos de realización largos, 
lo que limita su utilidad en aplicaciones a tiempo real. Es en este 
contexto donde, gracias a su rapidez, bajo coste y simplicidad en su 
realización, la espectrometría de masas (EM) MALDI-TOF (matrix-

assisted laser desorption ionization time-of-flight) aparece como una 
alternativa prometedora para el estudio epidemiológico de las bacte-
rias de interés clínico. Sin embargo, a día de hoy, esta aplicación aún 
está poco desarrollada y carece de protocolos estandarizados y de 
guías que ayuden a la interpretación de los datos obtenidos9,10. 

Aspectos metodológicos

El análisis epidemiológico mediante EM se puede llevar a cabo 
con 2 enfoques diferentes: mediante el uso de librerías espectrales 
y/o por aproximaciones informáticas.

Los análisis basados en librerías implican la construcción de es-
pectros de referencia con subespecies cuya identidad esté bien con-
trastada por métodos fenotípicos o genotípicos. La comparación de 
estos espectros de referencia debe realizarse con algoritmos que per-
mitan la exclusión de los picos comunes (aquellos que se utilizan 
para la identificación a nivel de especie) y que, por contrapartida, 
potencien aquellos que se asocian a subespecies concretas.

Las aproximaciones bioinformáticas se basan en identificar picos 
característicos (biomarcadores) dentro de un espectro y valorar tanto 
su presencia como la deriva que puedan sufrir como resultado de 

mutaciones en los genes que los codifican o bien por modificaciones 
postraduccionales. En general, estos picos significativos presentan 
una intensidad por encima de 1.000 unidades arbitrarias y una rela-
ción señal-ruido > 10. Las isoformas de una proteína pueden ser 
identificadas por cambios de masa entre 5-50 m/z11.

Sea cual sea el enfoque que se utilice, es un hecho contrastado que 
los métodos de subtipado y agrupamiento (clustering) son muy sen-
sibles a las condiciones de crecimiento bacteriano, a la intensidad de 
los picos y a la calidad del espectro de masas utilizado, por lo que, 
para conseguir repetitividad en los ensayos, es muy importante in-
tentar normalizar en lo posible una serie de puntos críticos que abar-
can todas las fases del proceso: desde el cultivo bacteriano y la pre-
paración de la muestra hasta la adquisición y posterior análisis de los 
espectros9. A continuación se ofrecen unas recomendaciones genera-
les que pueden ayudar a la estandarización de todo el proceso.

Condiciones de cultivo y preparación de las muestras

Conviene utilizar medios de cultivo no selectivos como el Luria-
Bertani, el BHI (Brain Heart Infusion) o el agar sangre con base Co-
lumbia. Estos medios pueden ser líquidos o sólidos, si bien se ha 
comprobado que el cultivo en caldo tiende a producir poblaciones 
bacterianas más homogéneas al proporcionar un crecimiento más 
sincronizado12. Además, a nivel de subespecie, es muy importante 
que siempre se comparen espectros de masas de bacterias en simila-
res condiciones de crecimiento, preferiblemente en fase logarítmica 
o estacionaria13. 

Tras el crecimiento, lo más común es realizar una extracción de 
proteínas mediante etanol-ácido fórmico12. El empleo de células in-
tactas, aunque a priori supone un ahorro de trabajo, conlleva una se-
rie de inconvenientes (no permite una distribución homogénea de la 
muestra en la matriz, dificulta el empleo de una cantidad adecuada 
y similar de biomasa) que afectan a la calidad y reproducibilidad de 
los espectros14.

Como matriz para el análisis suele emplearse una solución satu-
rada de ácido alpha-ciano-4-hidroxicinámico (̃-HCCA) en 50% de 
acetonitrilo y 2,5% de ácido trifluoroacético. Esta matriz HCCA puede 
mezclarse con un calibrador interno que proporciona una mayor pre-
cisión en la determinación de las masas de los picos. Sin embargo, en 
el proceso de calibración no debe olvidarse que la calibración externa 
convencional proporciona una mayor intensidad en los picos del es-
pectro, presumiblemente por una menor competencia de carga entre 
los péptidos del calibrador y los de la muestra15.

Adquisición del espectro

Con independencia del espectrómetro de masas utilizado, la for-
ma de adquisición de los picos afecta a la calidad y reproducibilidad 
del espectro obtenido. Aunque la adquisición automática aumenta la 
resolución base de los picos, otras medidas de calidad como la rela-
ción señal-ruido, abundancia de picos y reproducibilidad se redu-
cen16. Por este motivo, para el trabajo epidemiológico parece más 
conveniente una adquisición manual de los espectros o —en caso de 
optar por la adquisición automática— se debe establecer una cuida-
dosa configuración de los parámetros de adquisición, según lo des-
crito por Zhang et al17. En cualquier caso, y para reducir la variabili-
dad asociada a las condiciones de cultivo y la preparación de la 
muestra, es necesario realizar replicados. 

Análisis bioinformático

Una vez obtenido el espectro en bruto (crude spectrum), este se 
debe procesar y analizar mediante programas asociados a los espec-
trómetros de masas (p. ej., Biotyper para sistemas Flex de Bruker 
Daltonics) o mediante programas externos que aportan una gran va-
riedad de posibilidades de análisis; los más empleados son: ClinPro-
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Tools (Bruker Daltonics), MALDIquant (entorno R), MATLAB 
(MathWorks) o BioNumerics (Applied Maths) (http://strimmerlab.
org/notes/mass-spectrometry.html).

El análisis bioinformático implica 2 etapas: el preprocesamiento y 
el procesamiento y análisis de los espectros.

En el preprocesamiento, los espectros sin una manipulación pre-
via se ajustan mediante algoritmos de reducción de ruido, corrección 
de la línea base y normalización de la intensidad18. 

El procesamiento y posterior análisis de los espectros va a permi-
tir tanto la identificación de subespecies (por las aproximaciones 
detalladas con anterioridad) como el establecimiento de las relacio-
nes que existen entre ellas.

El método más simple para comparar distintas cepas es el cálculo 
del índice de determinación (CCI, composite correlation index) entre 
los espectros adquiridos, teniendo en cuenta que un coeficiente > 0,9 
indica una fuerte correlación. La composición de las correlaciones 
puede ser representada mediante matrices de intensidad de color. 
Otra posibilidad es la construcción de dendrogramas que, mediante 
niveles de distancia arbitraria, muestran lo relacionados que están 
entre sí los organismos en estudio. También se pueden emplear otras 
técnicas de clasificación no basadas en medidas de distancia; la más 
conocida es el análisis de componentes principales (PCA, principal 

component analysis). El objetivo del PCA es reducir la dimensionali-
dad de un conjunto de datos en el que hay un gran número de varia-
bles interrelacionadas (en nuestro caso la intensidad de los picos) al 
tiempo que conserva su variación. La relación entre cepas se puede 
observar mediante la representación gráfica en 2 o 3 dimensiones o 
también mediante dendrogramas.

Tipificación bacteriana y análisis epidemiológico por 
espectrometría de masas MALDI-TOF

El número de estudios de tipificación bacteriana por EM aumenta 
de manera constante, si bien es cierto que con resultados a veces 
dispares. Probablemente sea en la familia Enterobacteriaceae donde 
se han obtenido conclusiones más satisfactorias con la publicación 
de trabajos en los que, junto a datos puramente epidemiológicos, 
aparecen otros relativos a la caracterización de mecanismos de resis-
tencia o incluso al seguimiento no ya de una cepa, sino de un plásmi-
do concreto19-21.

La posibilidad de distinguir, dentro de una especie bacteriana, 
aquellos clones especialmente virulentos o con mayores niveles de 
resistencia de una manera rápida y sencilla es uno de los retos más 
atrayentes de la microbiología actual. En este sentido, se ha utilizado 
la EM MALDI-TOF para detectar complejos clonales de alto riesgo 
dentro de Escherichia coli22,23 con resultados muy prometedores. La 
utilidad de este sistema para la caracterización de distintos tipos o 
grupos clonales dentro de esta especie bacteriana está refrendada 
por numerosas publicaciones11,24-26. 

Algo similar sucede con Klebsiella pneumoniae. Aunque algunos 
trabajos apuntan a un menor poder discriminatorio que el de otras 
técnicas más convencionales27, la EM MALDI-TOF se ha empleado con 
éxito para identificar y tipificar aislados clínicos de esta especie28,29.

Existen también datos relativos a otras especies y géneros dentro 
de las enterobacterias. La EM ha demostrado su utilidad para distin-
guir de manera satisfactoria distintas serovariedades de Salmonella 
spp.30-32, para caracterizar un brote de Enterobacter cloacae resisten-
te33 y en el biotipado de Serratia marcescens34. 

Los estudios relativos a los bacilos gramnegativos no fermentado-
res son, por el contrario, escasos y con resultados poco concluyentes, 
a veces incluso contradictorios. 

Un ejemplo claro de este hecho lo constituye el complejo Acineto-

bacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii, para el que no se dispo-
ne de un consenso sobre el papel que, en este momento, puede des-
empeñar la EM. Mientras que algunos autores35 encuentran una 
buena correlación con las técnicas rep-PCR, otros señalan su insufi-

ciente poder de discriminación para la determinación clonal de A. 

baumannii multirresistentes y su falta de sensibilidad cuando se 
compara con técnicas de PFGE36,37.

La caracterización de Pseudomonas aeruginosa por EM, aunque 
con un poder de discriminación menor que el MLST, parece útil para 
la resolución de grupos y subgrupos38,39, así como para identificar de 
forma segura los 5 clones de alto riesgo de P. aeruginosa (ST111, 
ST175, ST235, ST253 y ST395)40, con las implicaciones que esto con-
lleva a la hora de implementar de forma rápida medidas de control 
de la infección.

Los datos de que se dispone para el resto de los bacilos gramnega-
tivos no fermentadores, aunque alentadores, no pueden considerarse 
concluyentes. No están claras las ventajas que el uso de este método 
puede tener frente a técnicas moleculares más complejas como el 
MLST. No obstante, se han publicado trabajos que señalan su capaci-
dad para discriminar especies de Burkholderia cepacia41, para separar 
aislamientos ambientales y clínicos de B. pseudomallei42, para carac-
terizar a nivel de especie y subespecie los integrantes del género 
Achromobacter43 y para la discriminación epidemiológica en geno-
grupos de Stenotrophomonas maltophilia, aunque en este último caso 
se requieren aproximaciones bioinformáticas relativamente comple-
jas para poder analizar los espectros de masas que se generan6. 

Las evidencias de que se dispone sobre la utilidad de la EM  
MALDI-TOF para la tipificación de microorganismos grampositivos 
son más numerosas, en especial aquellas que hacen referencia a 
Staphylococcus aureus. 

Varios autores han estudiado la utilidad de la EM MALDI-TOF para 
diferenciar los principales complejos clonales de S. aureus, centrán-
dose su mayoría en el análisis de S. aureus resistente a meticilina 
(CC5, CC8, CC22, CC30, CC45 y CC398)44-46. En sus ensayos, tratan de 
identificar picos representativos de cada uno de estos complejos de 
modo que la técnica pueda ser empleada en los laboratorios de mi-
crobiología clínica, donde la rápida identificación de S. aureus y sus 
distintos complejos tiene especial relevancia. Aunque en alguno de 
estos trabajos sí se ha encontrado asociación entre biomarcadores 
con valores de m/z definidos y distintos complejos clonales, estos 
hallazgos necesitan confirmación ya que no se comparten en todos 
los estudios.

Otro género de interés por su potencial patógeno es Enterococcus, 
especialmente por aquellos aislados que presentan determinantes de 
resistencia a antibióticos como la vancomicina. El estudio de estos 
microorganismos también ofrece resultados contradictorios. Mien-
tras algunos autores refieren la capacidad del sistema para identifi-
car picos que se asocian a la presencia de genes vanA47 y vanB48, otros 
apuntan a su baja precisión a la hora de identificar marcadores espe-
cíficos tanto para los aislados hospitalarios como para los comensa-
les45. 

Las posibilidades de la EM MALDI-TOF para el biotipado de las 
principales especies de Streptococcus ya se han comentado en otras 
publicaciones9. Hay además referencias para un número considera-
ble de microorganismos de interés clínico (Listeria monocytogenes49, 
Yersinia enterocolitica50, Clostridium difficile51, Propionibacterium ac-

nes52 e incluso Helicobacter cinaedi53) y este número continúa en au-
mento.

Conclusiones

La EM se presenta como una atractiva opción para la tipificación 
bacteriana por su simplicidad y rapidez. Otro punto a su favor es el 
uso rutinario en la mayoría de laboratorios de microbiología clínica 
para la identificación de especies. Esto supone que, con un incremen-
to mínimo de trabajo y costes, los datos generados podrían ser utili-
zados para estudios epidemiológicos. Sin embargo, en la actualidad 
existe una gran variación en los resultados obtenidos, probablemen-
te debida a las diferentes condiciones de cultivo y preparación de las 
muestras y a los distintos enfoques utilizados para el análisis. Cabe 
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esperar que la estandarización de las condiciones de análisis y la am-
pliación de las bases de datos permitan el completo desarrollo de 
esta técnica.
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