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RESUMEN 
 

INTRODUCCIÓN: Para el correcto manejo de los pacientes que padecen una 

bacteriemia es indispensable la administración de los antibióticos adecuados lo 

más rápidamente posible. Para ello se debe conocer la especie bacteriana que 

está causando la bacteriemia. La espectrometría de masas MALDI-TOF ha 

irrumpido en los laboratorios de Microbiología Clínica debido a que es capaz de 

proporcionar una identificación microbiana en unos minutos. Esta ventaja es de 

gran importancia cuando se aplica a la identificación microbiana directa a partir 

de frascos de hemocultivos positivos.  

OBJETIVOS: El objetivo de este TFG será describir la técnica MALDI-TOF, 

recopilar los resultados que ofrece de identificación microbiana directa en 

cuestión de tiempo y capacidad de identificación, comparándola con los 

procedimientos convencionales. 

MATERIAL Y MÉTODOS: Con el propósito de realizar una revisión sistemática 

se llevó a cabo una búsqueda en PubMed, Scielo o Elsevier. Se seleccionaron 

estudios relacionados con la espectrometría de masas MALDI-TOF y la 

identificación directa de hemocultivos. 

RESULTADOS: Se han revisado 24 artículos, de los cuales se analizaron cuatro 

estudios que compararon los métodos de identificación directa de frascos de 

hemocultivo crecido mediante MALDI-TOF frente a los métodos convencionales 

de subcultivo en placa de aislamiento. Se ha observado una concordancia de 

alrededor el 90% y un adelanto de tiempo en unas 17 horas como mínimo con 

respecto a la identificación convencional. 

CONCLUSIONES: La identificación microbiana directa mediante MALDI-TOF ha 

demostrado una gran concordancia con los resultados convencionales obtenidos 

a partir del subcultivo en placas de aislamiento, consiguiendo identificaciones 

válidas en menos tiempo que los métodos convencionales. 

PALABRAS CLAVE: MALDI-TOF, hemocultivos, bacteriemia, microbiología 
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1.INTRODUCCIÓN 

1.1 Importancia diagnóstica del hemocultivo 

Las técnicas de detección de patógenos en infecciones del torrente sanguíneo 

se han desarrollado rápidamente desde los inicios del siglo XX cuando se 

empezó a utilizar el hemocultivo como base para la detección de 

microorganismos en este tipo de infecciones. 

Por un lado, la bacteriemia se define como la presencia de bacterias en la sangre 

del paciente. Se diagnostica principalmente mediante aislamiento bacteriano en 

subcultivos sólidos a partir de frascos de hemocultivos crecidos. El origen de la 

bacteriemia puede variar dependiendo de las características clínicas del paciente 

(1). 

Por otro lado, la sepsis se trata de un fallo en la función orgánica del paciente 

que amenaza gravemente su vida, debido a una respuesta inmune inadecuada 

del cuerpo frente a la infección (1). La sepsis constituye una emergencia grave 

debido a que puede acabar con la vida del paciente en pocos días si no se realiza 

el correcto diagnóstico microbiológico y se administra el tratamiento antibiótico 

adecuado. Cada año en todo el mundo se producen alrededor de 18 millones de 

casos de sepsis graves, especialmente en unidades de cuidados intensivos, con 

una mortalidad cercana al 30%; de este modo fallecen unas 1400 personas al 

día por sepsis (2). 

La realización de hemocultivos nos permite llevar a cabo un diagnóstico 

microbiológico de sepsis, además de otros procesos clínicos como por ejemplo 

artritis sépticas, endocarditis infecciosas, neumonías que cursan con 

bacteriemia, infecciones de tracto urinario, meningitis bacterianas agudas que 

cursan con bacteriemia, y un gran número de enfermedades infecciosas que 

requieren de un rápido diagnóstico para ser tratadas correctamente (1,3). 

Debido a la importancia diagnóstica del hemocultivo positivo, la capacidad de 

identificar rápidamente el microorganismo es clave para el correcto manejo de 

los pacientes. Es indispensable obtener la identificación del agente causal de la 

infección en el menor tiempo posible para que sea posible aplicar el tratamiento 



Universidad de Valladolid 
 

8 
 

antibiótico efectivo lo más rápidamente posible. Otra razón importante para 

adelantar el resultado del hemocultivo es la reducción del coste sanitario. Varios 

estudios han informado de mayores tasas de mortalidad, morbilidad y duración 

de la estancia hospitalaria en grupos de pacientes que debido a un resultado 

lento o a la carencia de este, no reciben el tratamiento antibiótico adecuado, 

encareciéndose así los costes sanitarios (4). 

Los hemocultivos se realizan mediante venopunción periférica y debe realizarse 

en el momento de la tiritona – escalofríos, aunque no se registre subida de 

temperatura e incluso en algunas situaciones no se vea ningún signo de infección 

a la vista en un primer momento. El volumen de extracción indicado es de 8 -10 

ml en adultos por cada botella (aerobio y anaerobio). Se extraen normalmente 

dos o tres tandas de hemocultivos. Se recomienda la recogida simultánea de las 

tandas de hemocultivos debido a que se obtienen resultados similares que 

cuando se extraen separados en el tiempo (5). 

El procedimiento se debe realizar con las máximas condiciones de asepsia, 

siguiendo los siguientes pasos: 

• Uso de mascarilla y guantes 

• Los hemocultivos se limpiarán con clorhexidina alcohólica al 2%.  

• Seleccionaremos el lugar de punción, se palpará la zona antes de 

desinfectar y posteriormente desinfectaremos procediendo a la punción. 

Se inoculará primeramente el frasco aerobio en caso de utilizar un sistema 

de vacío y palomilla. En cambio, se inoculará primero el frasco anaerobio 

si se trata de una extracción con aguja. Por último, realizar una agitación 

suave para después trasladarlos urgentemente al laboratorio de 

microbiología sin alterar su temperatura (5). 

1.2 Procesamiento de los hemocultivos en los laboratorios de 
Microbiología Clínica 
Los frascos de hemocultivos inoculados con sangre del paciente, cuando llegan 

al servicio de Microbiología, se introducen en sistemas que monitorizan el 

crecimiento bacteriano. Si el sistema marca como positivo un frasco de 

hemocultivo se realiza la tinción de Gram para observar si han crecido cocos o 
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bacilos y su carácter gram. Además, se realiza el subcultivo del frasco de 

hemocultivo en placas de aislamiento. Las placas se incuban, como mínimo 

durante 17 horas y una vez crecidas las colonias bacterianas se procede a su 

identificación. 

Existen diversos métodos para llevar a cabo la identificación microbiana a partir 

de colonias crecidas en las placas de aislamiento. Estos métodos no son directos 

y sirven como gold standard para la identificación microbiana de los 

microorganismos que causan una bacteriemia. Estos métodos se realizan de la 

siguiente manera: 

Como se ha dicho anteriormente, se realiza un subcultivo del frasco en diversas 

placas de aislamiento y las placas se incuban como mínimo 17 horas. Cuando 

las colonias han crecido, podemos realizar la identificación mediante pruebas 

bioquímicas, las cuales nos demorarán el diagnóstico otras 17 horas para 

conseguir los resultados. En cambio, si realizamos la identificación mediante el 

sistema MALDI-TOF, obtenemos la identificación en unos pocos minutos. 

Gracias a la identificación mediante MALDI-TOF podemos adelantar la 

identificación de las colonias crecidas en las placas de aislamiento en 17 horas 

comparado con la identificación bioquímica. 

Ante este elevado consumo de tiempo se han instaurado diferentes métodos de 

identificación directa a partir de frasco de hemocultivo crecido. En estos métodos 

no se realiza el subcultivo en placas de aislamiento, si no que la identificación se 

realiza a partir de los frascos de hemocultivo crecidos. Estos métodos pueden 

ser: 

Métodos fenotípicos. Se engloban las pruebas bioquímicas, las galerías 

multipruebas o los sistemas comerciales automatizados. Es un método 

tradicional y puede realizar la identificación en unas 17 horas desde que el frasco 

ha sido marcado como positivo.  

Métodos moleculares. Se enfocan en la identificación de los componentes 

moleculares del microorganismo, es decir, su material genético. Su principal 

problema en identificaciones directas en hemocultivo son un alto coste y que solo 
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permiten la detección de las dianas genéticas que incorporan los diferentes kits 

comercializados. La identificación directa se realiza en unas 3 horas después de 

que el frasco de hemocultivo haya sido marcado como positivo. 

Métodos basados en proteómica. Se basan en el estudio del conjunto de 

proteínas expresadas por un genoma (proteoma). La técnica basada en 

proteómica más utilizada es la espectrometría de masas MALDI-TOF que puede 

proporcionar una identificación microbiana en unos minutos. 

Ante estos datos, podemos observar que, tanto en los métodos de subcultivo 

como en los métodos directos, la identificación bioquímica convencional necesita 

unas 17 horas para obtener los resultados. En cambio, la identificación directa 

mediante MALDI-TOF a partir de frasco de hemocultivo crecido se puede obtener 

en unas 3 horas, incluyendo la preparación técnica de la muestra. Esta diferencia 

de tiempo es muy significativa ya que se podrá instaurar el tratamiento antibiótico 

más adecuado lo más rápidamente posible (6,7). 

Recientemente la espectrometría de masas MALDI-TOF ha irrumpido en muchos 

de los laboratorios de Microbiología, ofreciendo una alternativa de identificación 

rápida y fiable de los microorganismos. Su introducción ha supuesto un 

acortamiento del tiempo necesario para llevar a cabo la identificación de los 

microorganismos que causan infecciones del torrente sanguíneo a través del 

procesamiento de hemocultivos. 

Todo esto hace que el MALDI-TOF tenga unas ventajas en la identificación 

microbiana directa a partir del frasco de hemocultivo crecido: 

• Es capaz de realizar la identificación microbiana en unos minutos. 

• Permite la identificación de la inmensa mayoría de las especies 

bacterianas aisladas a partir de frascos de hemocultivo crecidos (7). 
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2. OBJETIVOS 

La introducción del hemocultivo ha tenido una gran importancia en la 

Microbiología Clínica. Además, la rapidez de la identificación directa mediante 

MALDI-TOF ha logrado adelantar los resultados y ha facilitado la administración 

de un tratamiento temprano adecuado. En este contexto, los objetivos de este 

TFG son los siguientes. 

El objetivo general es: 

• Describir y desarrollar la técnica MALDI-TOF como método para llevar a 

cabo la identificación microbiana y recopilar los resultados que ofrece de 

identificación directa de microorganismos a partir de frascos de 

hemocultivo positivos. 

El objetivo específico es: 

• Comparar la técnica MALDI-TOF de identificación microbiana directa con 

el procedimiento diagnóstico convencional de los frascos de hemocultivo 

crecidos. 

• Estudiar el impacto de la técnica MALDI-TOF en la práctica asistencial del 

personal de enfermería 

3. MATERIAL Y MÉTODOS 

Se ha llevado a cabo una revisión sistemática seleccionando publicaciones sobre 

la espectrometría de masas dentro de los laboratorios de Microbiología Clínica 

para llevar a cabo la identificación microbiana a partir de frascos de hemocultivo 

crecidos. 

La elaboración de la pregunta de investigación del presente trabajo se basa en 

la metodología del esquema PICO: 

-  P (Paciente/Problema): Hemocultivos positivos 

-  I (Intervención): Estudiar si la utilización del MALDI-TOF en identificación 

microbiana directa de hemocultivos es eficaz. 

- C (Comparador): Procesamiento convencional mediante subcultivo de los 

hemocultivos positivos. 
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- O (Resultado):  Evidencias de la eficacia y ahorro de tiempo con respecto 

a la identificación microbiana convencional 

Por lo tanto, planteamos la siguiente pregunta: ¿Es el MALDI-TOF una 

herramienta útil para llevar a cabo la identificación microbiana directa a partir del 

frasco de hemocultivo crecido en comparación con las técnicas convencionales 

de identificación microbiana? 

3.1 Estrategia de búsqueda 
La estrategia de búsqueda se ha conseguido mediante el método PRISMA 

(Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses). 

Se han seleccionado publicaciones extraídas de bases de datos de prestigio 

reconocido dentro del ámbito científico y biomédico como PubMed, Scielo, 

Dialnet o Elsevier. Estas publicaciones son especialmente relevantes en su tema 

y actuales respecto a la fecha de publicación. 

Como palabras clave se han utilizado: “MALDI-TOF”, “Blood cultures”, “Mass 

espectrometry”, “Positive blood cultures” , “Microbiology” , “Bacteriemia “ y “ 

Enfermería” utilizando los operadores booleanos OR / AND. 

También se ha accedido a muchos de los artículos académicos relacionados con 

el tema de estudio y se han consultado documentos de páginas web de gran 

valor académico como la Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y 

Microbiología Clínica (SEIMC).  

3.2 Estrategia de Evaluación 
La evaluación de los estudios utilizados para los resultados de este trabajo de 

fin de grado fue realizada con STROBE para los estudios observacionales de 

carácter retrospectivo y con TREND para la correcta evaluación de los estudios 

experimentales no aleatorizados. 

Se utilizó el diagrama de flujo y checklist PRISMA para la selección de los 

artículos utilizados en esta revisión, además de la evaluación de las revisiones 

sistemáticas utilizadas para confirmar los objetivos. 

Se utilizó el sistema de nivel de evidencia científica JBI para la evaluación de 

los niveles de evidencia científica de los estudios utilizados en los resultados. 
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Se utilizó el sistema de evaluación CASPE para la correcta evaluación de las 

revisiones bibliográficas contenidas en los resultados. 

3.3 Estrategia de selección 
La búsqueda de la bibliografía se ha realizado siguiendo los siguientes criterios: 

CRITERIOS DE INCLUSIÓN CRITERIOS DE EXCLUSIÓN 
Estudios que describen el fundamento 

teórico del MALDI-TOF y sus 

comparaciones frente a otras 

técnicas. 

Estudios que tratan la identificación de 

muestras que no son hemocultivos, 

otros tipos de técnicas o estudios que 

describan objetivos fuera del ámbito de 

la microbiología  

FILTROS DE INCLUSIÓN FILTROS DE EXCLUSION 

Tener acceso al texto y a su enlace 

web 

Artículos con una fecha de publicación 

igual o superior a 2001 

Artículos publicados en castellano o 

inglés. 

Artículos publicados en otro idioma 

diferente al castellano o al inglés  

Artículos con resumen y 

estructuración correcta, métodos de 

procesamiento utilizados, etc. 

Artículos sin resumen o sin una 

metodología definida. 

 

- Todos los artículos encontrados que cumplían los criterios fueron 

admitidos. 

- La tabla de resultados de los estudios se encuentra en los anexos. 

- Las herramientas de evaluación de los estudios utilizados en los 

resultados se encuentran contenidos en los anexos. 
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4. RESULTADOS  

4.1 Diagrama de flujo PRISMA para revisiones sistemáticas  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

Figura 1: Diagrama de flujo PRISMA, de elaboración propia (8). 
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4.2 Espectrometría de masas MALDI-TOF 

El MALDI-TOF se fundamenta en la espectrometría de masas que produce, 

separa y detecta iones en fase gaseosa. El MALDI-TOF consta de tres elementos 

principales: la fuente de ionización suave MALDI (Matrix – assisted laser 

desorption / ionization), que se combina con el analizador de masas tipo TOF 

(Time-of-flight) y un detector. El desarrollo de esta técnica se remonta a finales 

de la década de los 80, cuando se observó que, si se utiliza una fuente de laser 

ultravioleta y se embebía la muestra en una matriz compuesta de moléculas 

aromáticas, se conseguía una ionización blanda, proporcionando que moléculas 

lábiles como proteínas, péptidos, azúcares y oligonucleótidos se fragmenten de 

forma adecuada para ser detectadas (9). 

La fuente de ionización (MALDI) forma iones, generados por la pérdida o exceso 

de electrones. El analizador de masas (TOF) es el componente principal del 

espectrómetro. El TOF delimita una zona de vuelo en la cual los electrones 

obtenidos anteriormente con el MALDI son acelerados adquiriendo la misma 

energía cinética y se separan según su relación masa/carga (m/z). El tiempo que 

el ion tarda en llegar hasta el detector se denomina tiempo de vuelo que depende 

su relación masa/carga. 

Para llevar a cabo la identificación microbiana mediante MALDI-TOF, 

necesitamos que las proteínas de los microorganismos a identificar se ionicen. 

Para ello, las colonias de microorganismos que se pretenden identificar se 

depositan sobre la placa portamuestras donde a continuación se deposita una 

disolución matriz que contiene anillos aromáticos en su estructura. Se deja 

evaporar el disolvente a temperatura ambiente, produciéndose una co-

cristalización de la muestra y de la matriz, por lo que las moléculas que queremos 

analizar quedan embebidas dentro de la estructura de los cristales de la matriz. 

Después, la placa es introducida en una cámara de alto vacío, donde su 

superficie es expuesta a disparos de un láser de longitud de onda ultravioleta, 

por lo que las moléculas orgánicas aromáticas absorben una cantidad 

considerable de energía por excitación de electrones π (se consideran aquellos 
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electrones con dobles o triples enlaces) produciéndose así la sublimación del 

analito y de la matriz. 

Cuando las moléculas aromáticas se encuentran en fase gaseosa se estabilizan 

mediante la liberación de protones que son captados por las proteínas de los 

microorganismos, generándose así fragmentos de proteínas con carga positiva. 

A continuación, mediante un electrodo que se coloca a unos pocos milímetros 

frente a la placa de la muestra se genera un campo eléctrico que acelera estos 

iones formados hacia el analizador de masas. Los iones entran en un tubo con 

la misma energía cinética y una trayectoria lineal, por lo que el tiempo que tardan 

en recorrer el tubo es directamente proporcional a la relación masa/carga (m/z) 

de estos. De este modo, a menor relación m/z de los iones, menor tiempo 

necesitan para recorrer el tubo.  

 

Figura 2: Esquema del MALDI-TOF, imagen tomada de Croxatto et al. (9). 
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Por último, encontramos el detector de los iones previamente separados. Es 

habitual que en ionizaciones blandas por MALDI-TOF, la carga (z) sea igual a 1, 

por lo que el espectro de masas será la representación de la intensidad frente a 

la masa de iones formados (9-11) 

En la actualidad existen tres espectrómetros de masas MALDI-TOF en el 

mercado que permiten la identificación de microorganismos. El MALDI-TOF 

FLEX (Bruker Daltonik, Alemania), el VITEK MS (bioMérieux, Francia) y el Clin-

ToF-II (Biyong Technologies, China). El coste de identificación, considerando los 

reactivos y el mantenimiento del equipo, oscila en unos 1,43 €, lo cual lo 

convierte en una alternativa más económica que las identificaciones bioquímicas 

convencionales, las cuales oscilan entre los 4 y 8 € por cada identificación (12).  

Cada uno de los tres tipos de espectrómetros citados anteriormente utiliza una 

base de datos propia y un software para la identificación de microorganismos. El  

VITEK MS permite dos opciones de trabajo diferentes. Se puede utilizar una 

versión CE-IVD (Dispositivos de diagnóstico in vitro vendidos en la unión 

europea) que es una base de datos cerrada, o trabajar con una versión RUO 

(Research Use Only) en la que se puede introducir los microorganismos que se 

desee en la base de datos y por lo tanto hacer uso de éstos en identificaciones 

de rutina. El modo de identificación de VITEK MS se basa en el uso de un 

algoritmo basado en la aproximación de poblaciones, es decir, genera un 

algoritmo que compara cada especie con el resto para formar un modelo 

específico. Este espectro se divide en sectores y a cada uno se le da un peso 

para facilitar la interpretación por parte del ordenador, que genera un modelo 

matemático basado en matrices. El resultado de la identificación va asociado a 

un porcentaje entre el 0% y el 100%. En verde aparecen los resultados con un ≥ 

99,9% de precisión en la identificación, cuando se consigue la identificación a 

nivel de género y especie. En amarillo aparecen las identificaciones que posean 

un bajo grado de discriminación (<95%) y en el que haya más de una posibilidad 

de identificación sin superar cuatro identificaciones posibles. En rojo aparecerán 

los casos en los que no se haya conseguido identificar el microorganismo o que 

el número de posibles identificaciones supere las cuatro identificaciones (12). 
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El MALDI-TOF FLEX de Bruker trabaja con una comparación entre espectros, 

consiguiendo un algoritmo estadístico multivariante en el que se valora la masa 

de los picos, la intensidad y la frecuencia de estos. 

Una vez realizado el análisis de proteínas el software proporciona un listado de 

diez microorganismos ordenados de mayor a menor puntuación. Esta puntuación 

corresponde a un nivel de identificación de tal forma que puntuaciones entre: 

 

• 0,000 y 1,699 indican una identificación poco fiable. 

• 1,700 y 1,999 indican una identificación probable de género. 

• 2,000 y 2,299 indican una identificación segura de género e identificación 

probable de especie. 

• 2,300 y 3,000 indican una identificación segura de género y alta 

probabilidad de identificación de especie. 

Según estos criterios se pueden aceptar como identificaciones válidas aquellas 

en las que se obtiene una puntuación ≥ 2,000 en el primer microorganismo del 

listado. 

El software también elabora un índice de consistencia. Es un dato que informa 

sobre la calidad de la identificación que no afecta a la validez de los resultados, 

y se establece en función de la concordancia a nivel de especie o de género que 

existe entre los diez microorganismos propuestos para cada identificación (13). 

El Clin-ToF-II de Biyong Technologies utiliza un sotfware que muestra los 

resultados con una puntuación de confianza. Una puntuación < 20 indica que no 

hay una identificación confiable, una puntuación entre 20 y 25 considera una 

identificación a nivel de género y una puntuación de confianza ≥ 25 indica una 

identificación a nivel de género y especie. Se consideran válidas aquellas 

identificaciones con una puntuación ≥ 25 (14) 

4.3 Importancia de la aplicación de la espectrometría de masas MALDI-TOF 
en la práctica asistencial enfermera 
La importancia de un diagnóstico microbiológico rápido y preciso tiene un alto 

impacto en la práctica asistencial del personal de enfermería. La correcta 

administración de antibioterapia en el menor intervalo de tiempo posible conduce 

a una pronta recuperación de los pacientes y por lo tanto también a una menor 



Universidad de Valladolid 
 

19 
 

carga asistencial de enfermería en los cuidados. Los cuidados de los pacientes 

serán más complejos si el paciente se encuentra en un proceso infeccioso sin 

resolver que si el paciente se recupera completamente de la infección (15) 

4.4 Identificación microbiana directa a partir de frascos de hemocultivo 
crecidos mediante MALDI-TOF 
En el primer estudio revisado, realizado por Pan H et al. (16), se comparó la 

identificación microbiana directa a partir de los frascos de hemocultivos positivos 

mediante MALDI-TOF con una identificación convencional mediante subcultivo 

en placa de aislamiento (gold standard).  

Para llevar a cabo la identificación directa a partir del hemocultivo se transfirió 

una alícuota de 1 ml, se agregó 3 ml de tampón de lisis y la solución final se 

incubó a temperatura ambiente hasta que se volvió transparente. Luego, las 

células bacterianas se sedimentaron mediante centrifugación (3500 r.p.m. 

durante 5 minutos) y el sedimento se resuspendió en 1 ml de solución salina al 

0,45% para lavar las células. Después se volvió a someter a centrifugación 

(10000 r.p.m. durante 2 minutos), se descartó el sobrenadante y el sedimento se 

resuspendió con solución salina al 0,45% para ajustar la densidad celular a 3-4 

McFarland. Se centrifugaron 1,5 ml a 10000 r.p.m. durante 2 minutos y se 

descartó el sobrenadante. El sedimento celular se disolvió en 50 μl de ácido 

fórmico al 70% mediante vortex y se agregaron 50 μl de acetonitrilo puro a la 

solución, se agitó y se centrifugó durante 10000 r.p.m. durante 2 minutos. Se 

colocó un microlitro de sobrenadante en una placa portamuestras de acero y se 

secó al aire, se cubrió con 1 μl de solución matriz HCCA (Bruker Daltonik) y se 

procedió a la identificación mediante MALDI-TOF FLEX de Bruker utilizando el 

software MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonik). Este procedimiento requirió 2-3 

horas para alcanzar la identificación directa.  
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Figura 3: Procedimiento seguido por Pan H et al. (16) para la identificación 

bacteriana directa a partir de hemocultivo crecido mediante MALDI-TOF  

 

El crecimiento mediante subcultivo en placa de aislamiento (gold standard) se 

llevó a cabo de la siguiente manera. A partir del frasco de hemocultivo se realizó 

una tinción de Gram para determinar la presencia de bacterias grampositivas o 

gramnegativas. Posteriormente el hemocultivo se subcultivo en placas de agar 

sangre, Mconkey, chocolate y agar sangre para anaerobios. Estas placas se 

incubaron a 35ºC en una atmósfera de CO2 al 5% aeróbica hasta que 

aparecieron colonias visibles. La identificación se realizó con el sistema microflex 

MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics). Se tardó 17 horas en obtener el crecimiento 

en placa. Para su identificación se trasladó una colonia bacteriana pura sobre 

una placa de acero con un palillo de madera y se añadió una solución de ácido 

fórmico, se secó y se añadió 1 μL de solución de matriz de ácido α-ciano-4-

hidroxicinámico (HCCA) (Bruker Daltonics) para su posterior identificación 

mediante MALDI-TOF, la cual se completó en menos de 15 minutos.  
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De un total de 129 hemocultivos positivos, 57 de ellos presentaron crecimiento 

de bacterias gramnegativas y 72 grampositivas. Dentro de los 57 aislados 

gramnegativos se incluyeron 53 aislados de origen aerobio y 4 de origen 

anaerobio (Fusobacterium nucleatum, Bacteroides ovatus y dos cepas de 

Bacterioides fragilis). Los 72 aislados grampositivos se dividían en 68 cepas de 

cocos y 4 cepas de bacilos. Además, se pudo identificar una cepa anaeróbica de 

Atopobium parvulum.  
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Tabla 1: Resultados obtenidos por Pan H et al. (16) de identificación bacteriana 

directa mediante MALDI-TOF a partir de frascos de hemocultivo crecidos 

(n=129)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la identificación directa, entre las 57 muestras de aislamientos 

gramnegativos, 46 (80,70%) proporcionaron una puntuación superior a 2, siete 

(12,28%) mostraron una puntuación entre 1,7 y 2 y cuatro (7,02%) obtuvieron 

una puntuación inferior a 1,7. Entre las 72 muestras positivas con aislamientos 

de bacterias grampositivas, 40 (55,56%) mostraron una puntuación superior a 2, 

24 (33,3%) obtuvieron una puntuación entre 1,7 y 2 y ocho (11,1%) mostraron 

una puntuación inferior a 1,7 (ver tabla 1).  

Ocho de los 12 aislados bacterianos con una puntuación inferior a 1,7 mostraron 

resultados por parte del MALDI-TOF concordantes respecto al gold standard. 

Dos cepas de bacterias gramnegativas solo se identificaron correctamente a 

nivel de género (Pseudomonas fulva y Ochorobactrum anthropi). Streptococcus 

oralis fue identificado incorrectamente como S. pneumoniae.   



Universidad de Valladolid 
 

23 
 

A modo de resumen, mediante el método de identificación directo, se concluyó 

que las 57 muestras con aislados gramnegativos mostraron una concordancia 

del 96,49% (55/57) con los resultados de la identificación dependiente de cultivo, 

mientras que las 72 muestras positivas de aislados grampositivos mostraron una 

concordancia del 97,22% (70/72) con los métodos dependientes de cultivo.   

En el segundo estudio revisado, realizado por Azula N et al. (17), se comparó la 

identificación directa de los hemocultivos positivos a estudio mediante MALDI-

TOF con la identificación convencional mediante crecimiento en placa de 

aislamiento (gold standard).  

Para llevar a cabo la identificación microbiana directa, en un tubo vacutainer (BD 

Vacutainer) con gel separador se introdujo una alícuota de 6 ml de muestra de 

frasco de hemocultivo crecido y se centrifugó a 3000 r.p.m. durante 20 minutos 

para eliminar las células sanguíneas y las proteínas de la sangre. Se descartó el 

sobrenadante dejando aproximadamente 1 ml para resuspender los 

microorganismos depositados en la superficie del gel. La suspensión bacteriana 

se colocó en un tubo Eppendorf con 1 ml de agua destilada estéril y se dejó a 

temperatura ambiente 5 minutos para que se produjera el lisado de los hematíes 

restantes. Después, se centrifugó en una ultracentrífuga (Giumelli Z-127-D) a 

13000 r.p.m durante 2 minutos, se eliminó el sobrenadante y se utilizó el pellet 

para su análisis mediante espectrometría de masas.   
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Figura 4: Procedimiento de preparación de la muestra extraída de Azula N et al. 

(17) para la posterior identificación directa mediante espectrometría de masas 

MALDI-TOF  

En el caso de las levaduras, posterior a la tinción de Gram, se introdujeron 2 ml 

de frasco del hemocultivo positivo en un tubo Eppendorf. Se centrifugó 2 minutos 

a 13000 r.p.m. Posteriormente se retiró el sobrenadante, se agregó 2 mL de agua 

estéril, se agito en vórtex 1 min y se incubo en suspensión durante 5 minutos a 

temperatura ambiente. Se centrifugó nuevamente a 13000 r.p.m. durante 2 

minutos para sedimentar las levaduras. Para terminar, el sedimento de levaduras 

libre de células sanguíneas se utilizó para la identificación mediante 

espectrometría de masas.  
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Se prosiguió con la extracción de las proteínas y posterior identificación 

depositando 1 µL del pellet por duplicado sobre una placa de acero de análisis 

(Bruker Daltonik). Los pocillos se cubrieron con 1 µL de ácido fórmico (Fluka) al 

70% para bacterias y al 100% para levaduras. 

La matriz utilizada para llevar a cabo la identificación mediante el equipo MALDI‐

TOF consistió en una disolución de ácido alfa‐ciano‐4‐hidroxi‐cinámico en 

acetonitrilo al 50 % y ácido trifluoroacético al 2,5 %. Para prepararla se añadió a 

2,5 mg de ácido alfa‐ciano‐4‐hidroxi‐cinámico (Fluka Analytical, St. Louis, MO, 

EE.UU.) 250 μl de disolvente orgánico y se agitó en vórtex hasta su disolución 

(13).  

La placa portamuestras se colocó en el equipo y se realizó el análisis utilizando 

el equipo Microflex LT y el software FlexControl (Versión 3.1 de Bruker Daltonik). 

Para la calibración del espectrómetro se utilizó un extracto de proteínas de una 

cepa de Escherichia coli DH5 péptido alfa, que posee proteínas adicionales 

(BTS; Bruker Daltonik). Los espectros fueron obtenidos mediante el análisis del 

software MALDI Biotyper RTC 3.0 (Bruker Daltonik). Los resultados se 

compararon con una base de datos y se asignó una puntuación. El tiempo de 

procesamiento e identificación directa fue de aproximadamente 3 horas. Se 

consideraron como identificaciones directas válidas las que proporcionaron una 

puntuación ≥1,700.  

La identificación convencional (gold standard) empezó con la tinción de Gram de 

una gota del hemocultivo positivo para conocer la morfología y el carácter gram. 

Posteriormente el frasco de hemocultivo se resembró en placas de aislamiento 

utilizando los medios de cultivo agar chocolate, Chrom ID CPS (BioMèrieux) y 

caldo cerebro corazón. Las placas se incubaron en una estufa de CO2 al 5% a 

35ºC durante 17 horas para obtener el crecimiento microbiano. Los hemocultivos 

positivos con bacterias anaerobias fueron resembrados en agar sangre Brucella 

suplementado con hemina (5 µg/mL) y vitamina K1 (1 µg/mL) e incubados en 

condiciones anaerobias durante 2-7 días. A partir del desarrollo de los 

subcultivos, se realizó la identificación de las colonias aisladas mediante MALDI-

TOF el cual tardó entre 10 y 20 minutos. Para los estreptococos del grupo 
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viridians y S. pneumoniae se agregó la prueba de solubilidad en bilis y de 

optoquinina según las recomendaciones del fabricante (Bruker Daltonik). La 

identificación del grupo Streptococcus pyogenes y Streptococcus dysgalactiae 

se confirmaron mediante la prueba de sensibilidad a la bacitracina, 

pirrolidonilaridamidasa (PYR) y aglutinación con partículas de látex para 

confirmar que se trataba de estreptococos del grupo A, C o G.   

Se analizaron 2381 hemocultivos positivos que, como se mencionó 

anteriormente, fueron analizados por métodos de colonia y por el método MALDI-

TOF (método directo). 1330 (55,9%) presentaron crecimiento de cocos 

grampositivos, 922 (38,7%) presentaron crecimiento de bacilos gramnegativos, 

60 (2,5%) de anaerobios, 36 (1,5%) de bacilos grampositivos, 13 (0,51%) de 

levaduras y 20 (0,78%) a otros microorganismos. Ocho frascos de hemocultivo 

marcados como positivos por el sistema BACTEC FX de incubación de 

hemocultivos fueron negativas por cultivo y coloración.   

Dentro de los 922 bacilos gramnegativos, el método directo permitió la 

identificación de enterobacterias a nivel de especie en 674 de 713 frascos de 

hemocultivo (94,5%) y a nivel de género en 681 de 713 (95,5%).  

Con el método directo se logró la identificación correcta de 81,9% y 81,7% a nivel 

de género y especie respectivamente de los hemocultivos evaluados con una 

puntuación > 1,7.  

Según la tabla 2, la concordancia por ambos métodos fue de un 90% de los 

casos entre los bacilos gramnegativos, un 76,7% para los cocos grampositivos y 

un 33,3% para los bacilos grampositivos.  
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Tabla 2: Identificación de bacterias y levaduras directamente de hemocultivos 

positivos mediante espectrometría de masas MALDI-TOF, extraída de Azula N 

et al. (17) 

  

Dentro de los bacilos gramnegativos no fermentadores (BGNNF) se identificaron 

directamente a nivel de especie 153 de 201 hemocultivos (76,1%). El sistema 

MALDI-TOF pudo identificar el 91,6% de Pseudomonas aeruginosa, el 66,7% de 

Stenotrophomonas maltophilia y el 94,7% de Acinetobacter baumanii.   
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Tabla 3: Identificación de bacilos Gramnegativos directamente de hemocultivos 

positivos por espectrometría de masas MALDI-TOF, extraída de Azula N et al. 

(17) 

 

En total, el sistema MALDI-TOF logró una identificación global para bacterias 

gramnegativas del 90% a nivel de especie y del 91,3% a nivel de género.  
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Tabla 4: Resultados de identificación directa mediante MALDI-TOF de bacilos 

gramnegativos, extraída de Azula N et al. (17) 

 

Los estreptococos se identificaron por metodología directa en el 71% de los 

casos tanto a nivel de especie como de género.  

Con respecto a los estafilococos, se encontraron diferencias entre los 

estafilococos coagulasa negativos (ECN) y Staphylococcus aureus, con un 

porcentaje de identificación a nivel de especie de un 75,1% y 82,9% 

respectivamente. Para S. aureus, en el 58,8% de los casos la identificación se 

logró con puntuación >2, mientras que para los ECN esto ocurrió solo en el 

44,6% de los casos estudiados.   

Tabla 5: Resultados de identificación directa por MALDI-TOF frente a la 

identificación de colonia de cocos grampositivos comprendidos en distintos 

grupos, extraída de Azula N et al. (17) 
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En 60 botellas de anaerobios se aislaron 62 bacterias anaerobias. El MALDI-

TOF identificó directamente 46 de ellas. La concordancia global entre los dos 

métodos fue del 74,2% con una puntuación >1,7.  

El tercer estudio revisado, de los autores Cattani ME et al. (18), tuvo como 

objetivo evaluar el desempeño de dos procedimientos de identificación directa a 

partir del frasco de hemocultivo crecido.  Por una parte, desarrollaron un 

procedimiento casero denominado HF y por otra parte evaluaron el kit comercial 

MALDI Sepsityper (procedimiento MS) (Bruker Daltonik). Ambos procedimientos 

se compararon con un procedimiento convencional de subcultivo en placa de 

aislamiento para comprobar si influye positivamente utilizar un kit comercial del 

fabricante frente a un procedimiento casero.  

Los frascos fueron analizados por el sistema automatizado de detección 

microbiana BACTEC FX (bioMérieux).  

El procedimiento MS se efectuó según la guía que incluye el kit proporcionado 

por el fabricante (Guide Maldi Sepsityper, 2010). Se introdujo 1 ml de frasco de 

hemocultivo positivo en un tubo Eppendorf con 200 μl de buffer de lisis. Se realizó 

una centrifugación para obtener el pellet durante1 min a 13000 r.p.m. Se 

agregaron 300 μl de agua (Fluka), se agitó en vórtex 1 min, se agregaron 900 μl 

de etanol absoluto (Sigma Aldrich) y se agitó nuevamente en vórtex 1 min, se 

centrifugó 5 minutos a 13000 r.p.m. Al sedimento se le añadió 50 μl de ácido 

fórmico (Fluka) y 50 μl de acetonitrilo (Sigma Aldrich). Se agitó en vórtex y se 

centrifugó 3 minutos a 13000 r.p.m.  

Para el procedimiento HF se introdujo 1 ml de hemocultivo positivo en un tubo 

seco con 2 ml de agua destilada estéril. Se agitó en vórtex y se centrifugó 15 

minutos a 3000 r.p.m. El sedimento se extrajo con un hisopo y se pasó a un tubo 

Eppendorf.   

A partir de este momento se continuó con el mismo procedimiento, tanto para el 

procedimiento MS como para el HF. Se depositó 1 μl de pellet por duplicado en 

la placa portamuestras del sistema. Después de secar la muestra, se añadió 

sobre cada uno 1 μl de solución matriz de ácido α-ciano-4-hidroxicinámico 

(HCCA, Bruker Daltonics). La placa se dejó secar a temperatura ambiente y se 

la colocó dentro del equipo.  
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La calibración del equipo se realizó mediante la utilización de un calibrador BTS 

(Bruker Daltonics), según el manual de procedimientos y se ingresaron los datos 

de acuerdo con lo requerido por el software SPSS 17.0 IBM, Illinois y STATISTIX 

7.0.  

Para el procedimiento gold standard se sembró una alícuota de hemocultivo en 

una placa de aislamiento con medio de cultivo de agar sangre y se incubó 

durante 24 horas hasta que se obtuvo el crecimiento de las colonias. La 

identificación de la colonia se realizó mediante MALDI-TOF con un score ≥ 2, por 

pruebas bioquímicas convencionales manuales o automatizadas con el equipo 

Phoenix BD (EE. UU.) o de las dos maneras. Las identificaciones en placa de 

aislamiento de estreptococos del grupo viridians y S. pneumoniae fueron 

confirmadas en 17 horas con pruebas bioquímicas convencionales.  

El procesamiento de los hemocultivos para la identificación directa se realizó 

según el protocolo establecido por el fabricante. Se tomó una alícuota de 1 ml de 

sangre para realizar ambos procedimientos. Para la interpretación de los 

resultados, se utilizó el sistema de puntuación (score) donde se consideraron 

válidas en forma preliminar las identificaciones con puntuación ≥1,7 para género 

y especie. El procesamiento de los datos obtenidos fue analizado por la versión 

3.1 del software MALDI Biotyper (Bruker Daltonik). Todos los resultados se 

obtuvieron en un tiempo que no superó las 8 horas desde que los frascos de 

hemocultivo se marcaron como positivos.  

Se analizaron 840 hemocultivos positivos con un método de identificación HF y 

542 hemocultivos con el procedimiento MALDI Sepsityper / Biotyper (MS). Se 

llegó a establecer el género y la especie en 670 hemocultivos (79,76%) con el 

procedimiento HF y en 391 hemocultivos (72,14%) con el procedimiento MS.   
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Tabla 6: Resultados de la identificación de agentes causales de bacteriemia a 

partir de frascos de hemocultivos positivos mediante espectrometría de masas 

MALDI-TOF con un procedimiento artesanal (HF) y con un kit comercial (MS), 

extraída de Cattani ME et al. (18) 

  

Las diferencias en la capacidad de identificación del método HF en comparación 

con el procedimiento MS fueron significativas (p = 0,0013), especialmente en el 

caso de bacterias grampositivas (p = 0,020).  

Los porcentajes de identificación de Staphylococcus aureus fueron de 97,14% 

para el procedimiento HF y de 93,94% para la MS (p = 0,5568). Para la 

identificación directa de los ECN, los porcentajes de identificación fueron 
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menores, del 89% con ambos procedimientos, sin observarse diferencias 

estadísticamente significativas con ambos métodos.  

Respecto a las especies de enterococos, la identificación fue de 97,22% con el 

procedimiento HF y 86,96% con el procedimiento MS. También se observó un 

porcentaje del 50% en la identificación correcta de las cepas de Streptococcus 

viridians. 

En la identificación de S. pneumoniae, el número de muestras que se incluyeron 

en el estudio no fue una muestra lo suficientemente alta como para evaluar los 

resultados de una forma certera (15 con HF y 9 con MS).  

Considerando a todos los bacilos gramnegativos en conjunto no hubo diferencias 

significativas. La tasa de identificación fue de un 78,44% con el procedimiento 

HF y de un 78,90% mediante el procedimiento MS. En la identificación de 

enterobacterias la diferencia fue de 98,64% en HF y 89,81% en MS, ambos 

porcentajes tampoco tuvieron diferencias significativas.  

Tabla 7. Distribución del score obtenido en la identificación directa de agentes 

de bacteriemia a partir de frascos de hemocultivo positivos mediante usando un 

kit artesanal (HF) y un kit comercial (MS), extraída de Cattani ME et al. (18) 

   

En el cuarto estudio realizado por el grupo de Wang Y et al. (14), se utilizaron 

200 cepas de prueba (36 géneros y 61 especies) recolectadas en el Hospital de 

Shadong afiliado a la Universidad Médica de Shandong (China).  En total, se 

procesaron 91 cepas de bacterias grampositivas, 97 cepas de bacterias 

gramnegativas y 12 cepas de levaduras del género Candida.   
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Los hemocultivos, en este caso, se prepararon de forma artificial. Para ello, las 

cepas se sembraron en una placa de agar Columbia, excepto Haemophilus 

influenzae que se sembró en medio de agar chocolate. Las cepas de Candida 

fueron inoculadas en Agar Saboraud Dextrosa (SDA). Las placas se incubaron 

durante 48 h, se recogió una sola colonia y se subcultivó para la preparación de 

un hemocultivo con inoculación simulada.   

Para ello se extrajeron un total de 2000 ml de sangre de 10 voluntarios sanos. 

Para la preparación de las cepas, se realizó una suspensión de 

bacterias/candidas (0,5 McF), utilizando el sistema turbidimétrico (VITEK 

Compact, bioMérieux, Francia) y se diluyó 100 veces hasta 106 UFC/ml (con 100 

µl a 10 ml de solución salina estéril). A un tubo con 5 ml de sangre se añadió 50 

µl de la suspensión microbiana anterior, consiguiendo una concentración final de 

104 UFC/ml. Posteriormente la sangre se mezcló con una suspensión de 

bacterias/cándidas y se inyectó en un frasco de hemocultivo utilizando una 

jeringa aséptica después de esterilizar la boca del frasco con alcohol al 75%. Los 

frascos de hemocultivo se mezclaron varias veces y se cargaron en el sistema 

automático de hemocultivos. Se excluyeron los frascos de hemocultivo que no 

fueron positivos a los 5 días después de la inoculación.  

En una prueba paralela, se utilizaron dos tipos de frascos de hemocultivo 

aeróbico, incluidos los frascos de hemocultivo VersaTREK REDOX 2 (Thermo 

Fisher Scientific, Estados Unidos) y los frascos de hemocultivo Scenker 

(Scenker, China). Se añadieron 50 µl de solución salina estéril a 5 ml de sangre 

y se inyectó en un juego de frascos de hemocultivo que se utilizaron como control 

negativo. Este control negativo se cultivó en un sistema automático de 

hemocultivo durante 5 días para detectar cualquier contaminación durante el 

procedimiento.   

Para la identificación directa mediante MALDI-TOF los hemocultivos positivos se 

procesaron de acuerdo con el procedimiento experimental estándar de los kits 

de identificación de hemocultivos positivos de Bioyong (Bioyong Technologies 

Inc.). Se extrajeron 200 µl del frasco de hemocultivo positivo y se introdujeron en 

un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Se añadieron 40 µl de reactivo I de los kits de 

identificación de hemocultivos positivos al tubo Eppendorf y se mezcló durante 5 

segundos.   
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La mezcla se colocó durante 8 minutos a temperatura ambiente. Después se 

agregaron al tubo 1000 µl de reactivo II de los kits de identificación y se volvió a 

agitar durante 5 segundos. La mezcla se centrifugó durante 3 minutos a 300 

r.p.m. y se transfirieron 1000 µl del sobrenadante de la centrifugación a un nuevo 

tubo Eppendorf de 1,5 ml. Se volvió a centrifugar 3 minutos a 13000 r.p.m. para 

precipitar las bacterias y se descartó el sobrenadante. Seguidamente se 

añadieron 1000 µl de reactivo II en la precipitación. Se volvió a agitar 5 segundos 

y se centrifugó durante 3 min a 13000 r.p.m., se eliminó el sobrenadante y se 

agregaron 40 µl de reactivo III del kit. A continuación, la mezcla se centrifugó a 

13000 r.p.m. durante 1 minuto y se agregaron 2 µl del sobrenadante a una de las 

384 posiciones de la placa portamuestras (Clin-ToF II, Biyong Technologies Inc).  

Por último, después de secar el sedimento bacteriano en la placa portamuestras 

del MALDI-TOF, se añadió 1 µl de reactivo IV y 1 µl de reactivo V a cada posición 

de la placa. La identificación directa se llevó a cabo mediante sistema MALDI-

TOF (Clin-ToF-II; Bioyong Technologies) y el software BE V3.2 capturó 

automáticamente los espectros y los comparó con la base de datos (Clin-ToF-II; 

Bioyong Technologies Inc.). En 3 horas se logró la identificación microbiana 

directa.  

Para el análisis estadístico se utilizó la prueba chi-cuadrado de Pearson y la 

prueba exacta de Fisher para analizar los resultados. Los análisis estadísticos 

se realizaron utilizando el software SPSS V18.0, los valores de p < 0,05 se 

consideraron estadísticamente significativos.  

Para la identificación por el método convencional (gold standard) se realizó un 

análisis del frasco de hemocultivo mediante la tinción de Gram después de que 

el sistema automático de hemocultivo lo marcara como positivo. Se realizó un 

subcultivo a una placa de agar chocolate y agar columbia (ThermoFisher 

Scientific). Tras una incubación de 24 se obtuvieron las colonias que fueron 

identificadas mediante el sistema automático de identificación bioquímica 

automático VITEK 2 (BioMèrieux) que precisa de unas 17 horas.  

Se analizaron 400 hemocultivos positivos, de los cuales 200 fueron hemocultivos 

de la marca Thermo y 200 de la marca Schenker.  
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Tabla 8. Identificación de hemocultivos de ambas marcas mediante MALDI-TOF 

y su comparación con el método bioquímico de rutina, extraída de Wang Y et 

al. (14) 

 

Las identificaciones a partir de los hemocultivos de la marca Thermo mostraron 

una precisión del 94,5% (189/200). Respecto a la identificación de bacterias 

grampositivas como se muestra en la tabla 8 y 9, de las 200 muestras se 

identificaron 86 bacterias con puntuaciones > 25, mientras que se identificaron 

90 cepas con puntuaciones de confianza >20 y una cepa con una puntuación < 

20.   

Se identificaron un total de 18 cepas de estreptococos con puntuaciones >25, 

mientras que 2 cepas de Streptococcus anginosus se identificaron erróneamente 

como Candida parapsilosis y Propionibacterium acnes. Se identificaron 43 cepas 

de estafilococos con puntuaciones de confianza >25, mientras que 1 cepa de 

Staphylococcus hominis se identificó erróneamente como Propionibacterium 

acnes. Las 14 cepas de enterococos de los hemocultivos Thermo se identificaron 

correctamente con puntuaciones de confianza >25.  

 

  

 

 



Universidad de Valladolid 
 

37 
 

Tabla 9: Fiabilidad de la identificación microbiana directa de bacterias 

grampositivas mediante MALDI-TOF a partir de frascos de hemocultivos Thermo, 

extraída de Wang Y et al. (14) 

  

Respecto a las bacterias aisladas de hemocultivos positivos de la marca 

Schenker, se identificaron directamente el 94,5% de ellas (189/200). De las 200 

muestras de hemocultivo, se identificaron 86 cepas de bacterias grampositivas 

de 91 con puntuaciones de confianza >25, tres cepas con puntuaciones <20 y 

se identificaron 20 cepas de estreptococos con puntuaciones >25 mientras que 

una cepa de Streptococcus pneumoniae fue identificada erróneamente como 

Streptococcus dysgalactiae. Por último, se identificaron 42 cepas de 

Staphylococcus con puntuaciones de confianza >25, mientras que 2 cepas de 

Staphylococcus epidermidis se identificaron erróneamente como Nocardia 

thailandica. Las 14 cepas de enterococos aisladas de los hemocultivos Schenker 

se identificaron correctamente con una puntuación de confianza >25.  
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Respecto a las bacterias gramnegativas, como se muestra en la siguiente tabla, 

de las 200 muestras de hemocultivo Thermo se identificaron 94 cepas 

bacterianas gramnegativas de las anteriores 200 muestras, con puntuaciones 

>25 mientras que se identificaron 2 cepas con puntuaciones <20 y 1 cepa se 

identificó con una puntuación de confianza <20. También se identificaron 47 de 

48 cepas de Enterobacter aisladas de hemocultivos Thermo, que se identificaron 

correctamente con puntuaciones de confianza > 25, mientras que 1 cepa de 

Serratia marcescens se identificó erróneamente como Atopobium rimae. Las 18 

cepas de pseudomonas aisladas se identificaron correctamente con una 

puntuación >25.  

Tabla 10: Fiabilidad de la identificación directa de bacterias gramnegativas 

mediante MALDI-TOF a partir de hemocultivos Thermo, extraída de Wang Y et 

al. (14)  
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5. DISCUSIÓN 

MALDI-TOF ha sido, con toda probabilidad, el cambio tecnológico de mayor 

importancia en la Microbiología Clínica en esta última década. En los últimos 

años esta técnica ha pasado de ser una prometedora técnica del futuro a ser una 

tecnología totalmente integrada en todos los laboratorios de microbiología 

aplicados a la actividad clínica diaria (11-13). 

 

Hasta la introducción del MALDI-TOF, la identificación bacteriana, que apenas 

había avanzado, se basaba en la utilización de los métodos de identificación 

clásicos. Los únicos avances habían sido la comercialización de galerías de 

identificación o la automatización de la inoculación y lectura. Prácticamente la 

totalidad de identificaciones se llevaban a cabo mediante métodos fenotípicos, 

los cuales se veían limitados debido a que requerían un crecimiento bacteriano, 

que consume 16-18h, así como los falsos positivos debido a la dificultad de 

identificación de algunas bacterias cuya actividad bioquímica y enzimática es 

muy escasa y difícil de identificar mediante estos métodos. (11-13). 

 

El sistema MALDI-TOF permite llevar a cabo una identificación microbiana en 

cuestión de minutos. Además, se ha comprobado que, según los resultados de 

los estudios anteriormente desarrollados, la espectrometría de masas MALDI-

TOF es capaz de realizar la identificación directa a partir de hemocultivos con 

una alta fiabilidad, reduciendo los tiempos necesarios para obtener los 

resultados de identificación microbiana (13). Se ha observado un alto grado de 

concordancia entre la identificación directa mediante MALDI-TOF con la 

identificación gold standard.  

 

La identificación directa a partir del hemocultivo crecido ha mostrado una 

concordancia del 86,5% para gramnegativos y del 93% para grampositivos. Para 

grampositivos, la identificación directa es mayor de un 81% en todos los estudios. 

También se vio una alta tasa de identificación a nivel de género y especie de 

estreptococos y estafilococos (14-18). 

 

Específicamente, para enterobacterias la identificación directa es muy efectiva, 

con una tasa de identificación de más de un 90% (16,17). Dentro de las BGNNF 
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se observa una tasa de identificación mayor al 70% donde Pseudomonas 

aeruginosa tuvo el mayor porcentaje de identificación, de < 90% (16). 

 

Los kits comerciales para llevar a cabo la identificación directa han 

proporcionado resultados similares, ofreciendo una concordancia > 70% en 

todos los procedimientos (17). Además, la utilización de diversas marcas 

comerciales de frascos de hemocultivo no ha tenido influencia en el porcentaje 

de identificación directa (14). 

 

Una importante limitación del sistema MALDI-TOF es que no debe realizarse la 

identificación directa si se observan dos o más morfologías bacterianas 

diferentes mediante la tinción de gram a partir del frasco de hemocultivo positivo. 

El motivo es que se analizan proteínas ribosomales de dos o más 

microorganismos que pertenecen a especies bacterianas diferentes. De este 

modo se puede generar una identificación errónea, que no se corresponda a 

ninguno de los microorganismos presentes en el frasco de hemocultivo (17). 

 

En cuanto a los tiempos necesarios para la obtención de los resultados se puede 

apreciar que la identificación directa es más rápida que la identificación mediante 

subcultivo en placa de aislamiento (gold standard). Se necesitan 17-24 horas 

para obtener la identificación mediante el procedimiento gold standard de 

subcultivo del hemocultivo como mínimo, mientras que la identificación directa 

mediante MALDI-TOF requiere solamente entre 1-3 horas. Teniendo en cuenta 

que la concordancia entre los dos métodos es cercana al 90% de media en los 

estudios anteriormente citados, podemos decir que el uso de la espectrometría 

de masas MALDI-TOF reduce los tiempos necesarios para llevar a cabo el 

diagnóstico microbiológico de las bacteriemias, sin apenas perjudicar la calidad 

de la identificación (14-18). 
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6. CONCLUSIONES 

6.1 Conclusiones generales 

La espectrometría de masas MALDI-TOF es una herramienta indispensable en 

los laboratorios de Microbiología Clínica. Permite llevar a cabo la identificación 

microbiana directa de los hemocultivos positivos con tiempos de espera menores 

a los métodos de identificación tradicionales, permitiendo adelantar 17-24 horas 

como mínimo el resultado de la identificación. Esta rápida información 

diagnóstica resulta crucial para el correcto tratamiento antibiótico de los 

pacientes con bacteriemias, aumentando su supervivencia y disminuyendo los 

gastos sanitarios.  

Además, el MALDI-TOF ha supuesto indirectamente una reducción de la carga 

asistencial y por lo tanto una mejora en la calidad de cuidados debido a la 

reducción de la morbimortalidad en unidades de cuidados intensivos, pacientes 

críticos o de urgencia (15). 

6.2 Limitaciones del Trabajo 

Han existido ciertas limitaciones en este trabajo de fin de grado que pudieran 

haber mejorado la calidad de los objetivos desarrollados.  

Al haber seleccionado artículos solo en idioma castellano o inglés se pueden 

haber descartado estudios relevantes para esta revisión sistemática. El mismo 

problema parece suceder con muchos artículos que podrían haber sido 

relevantes, pero no eran gratuitos. 

6.3 Fortalezas 

Este trabajo se realizó siguiendo el modelo PRISMA, cumpliendo así todos los 

criterios de calidad. De cada artículo seleccionado se ha comprobado su nivel de 

evidencia, utilizando las herramientas de estudio pertinentes. Solo se han 

incluido aquellos estudios que atendían a las necesidades de los objetivos. 

Por último, la relevancia de nuevas técnicas de identificación microbiana ha 

aumentado en los últimos años debido a la demanda de pacientes con 

infecciones causadas por microorganismos que necesitan atención lo más rápido 
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posible. Este interés de investigación permitió que los artículos fueran de gran 

interés para el sistema sanitario. 

6.4 Implicaciones en la práctica clínica 

Las enfermeras son las encargadas de los cuidados a los pacientes infecciosos, 

muchos de estos en cuidados intensivos o en cualquier unidad de críticos. No 

obstante, la mayoría de los profesionales sanitarios tienen un gran 

desconocimiento en sobre qué consecuencias tiene el uso de técnicas de 

diagnóstico microbiológico más novedosas y rápidas. 

Por esto, uno de los fines de este trabajo es aportar información acerca de la 

técnica MALDI-TOF para poder aumentar el conocimiento de los profesionales 

sanitarios de estas nuevas técnicas y su implicación en sus actividades 

asistenciales. 

6.5 Futuras líneas de investigación 

La espectrometría de masas MALDI-TOF está avanzando hacia proyectos de 

investigación en base a la utilización de la inteligencia artificial en el software de 

identificación y/o bases de datos de los resultados obtenidos por la técnica. Estos 

estudios apuntan a futuras líneas de investigación sobre la técnica MALDI-TOF 

que se basan en la utilización del “Machine learning” con la base de datos del 

Software utilizado para mejorar la identificación microbiológica. Estos avances 

podrían acercar los porcentajes de identificación al 100% en especies ya 

conocidas y mejorar las identificaciones en cultivos polimicrobianos donde la 

técnica MALDI-TOF está muy limitada (22).  
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7. ANEXOS 

Anexo I: Herramienta de evaluación de la evidencia en estudios 
observacionales: Guía STROBE (19) 
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Anexo II: Herramienta de evaluación de la evidencia en estudios 
experimentales: Guía TREND (20) 
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Anexo III: Tabla de resultados 
 

AÑO AUTOR ESTUDIO OBJETIVO RESULTADOS NIVEL DE EVIDENCIA 
2018 

 
Pan H wei, Li W, Li 
R guo, Li Y, Zhang 

Y, Sun E hua 
(16) 

ESTUDIOS 
EXPERIMENTALES NO 

ALEATORIZADOS 

Comparación de 
MALDI-TOF frente a 

una técnica 
convencional 

 

Concordancia del 
96,89% (125/2129) 
frente a la técnica 
convencional 
 

LEVEL 2C 
 

2022 Azula N, Relloso S, 
Barrios R, Nicola F, 

Smayevsky J 
(17) 

ESTUDIOS 
OBSERVACIONALES 

RETROSPECTIVOS 

Comparación de 
MALDI-TOF frente a 

una técnica 
convencional 

 

Se logró la 
identificación 
correcta de 81,9% y 
81,7% a nivel de 
género y especie  

LEVEL 3E 
 

2015 Cattani ME, Posse 
T, Hermes RL, 
Kaufman SC 

(18) 

ESTUDIOS 
OBSERVACIONALES 

RETROSPECTIVOS 

Comparación de dos 
kits de identificación 
directa frente a una 

técnica convencional 
 

Concordancia del 
79,76% (840/670) con 
el procedimiento HF  
Concordancia del 
72,14% (542/391) con 
el procedimiento MS 

LEVEL 3E 

2020 Wang Y, Jin Y, Bai 
Y, Song Z, Chu W, 

Zhao M, et al 
(14) 

ESTUDIOS 
EXPERIMENTALES NO 

ALEATORIZADOS 

Comparación de 
MALDI-TOF utilizando 
diferentes frascos de 
hemocultivo frente a 

una técnica 
convencional 

Concordancia del 
94,5% (378/400) para 
la marca de 
hemocultivos A y B 
 

LEVEL 2C 
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2012 Croxatto A, 

Prod'hom G, and 

Greub G 

(9) 

REVISIÓN 
BIBLIOGRÁFICA 

Recopilación de datos 
en referencia al 

MALDI-TOF 

Resultados de 
identificación 
generales por MALDI-
TOF en Microbiología 
Clínica 

LEVEL 2B 

2001 Fenselau C and 

Demirev PA 

(10) 

REVISIÓN 
BIBLIOGRÁFICA 

Recopilación de datos 
en referencia al 

MALDI-TOF 

Preparación de las 
muestras para la 
posterior 
identificación 
mediante MALDI-TOF 

LEVEL 2B 

2012 Jordana-Lluch E, 

Martró Català E, 

Ausina Ruiz V 

(11) 

REVISIÓN 
SISTEMÁTICA 

Uso del MALDI-TOF 
en Microbiología 

Clínica 

Explicación del 
fundamento teórico y 
resultados de 
identificación de 
cepas bacterianas 

LEVEL 2A 

2010 Seng P, Rolain JM, 

Fournier PE, La 

Scola B, Drancourt 

M, and Raoult D 

(12) 

REVISIÓN 
SISTEMÁTICA 

Aplicaciones de la 
espectrometría de 
masas MALDI-TOF 

Diferentes usos 
clínicos de la 
espectrometría de 
masas MALDI-TOF 

LEVEL 2ª 
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2014 March Rosselló GA 

(13) 

TESIS DOCTORAL / 
ESTUDIOS 

OBSERVACIONALES 
DE CORTE 

LONGITUDINAL  

Elaboración de un 
protocolo de 

procesamiento de 
muestra para MALDI-

TOF 

Protocolos de 
procesamiento de 
hemocultivos y 
explicación extensa 
del fundamento 
teórico 

LEVEL 2C 

2022 Torres Fink I 

(15) 

ESTUDIOS 
OBSERVACIONALES  

Estudio de las 
aplicaciones del 
MALDI-TOF a la 
práctica clínica  

Implicación del uso 
del MALDI-TOF en la 
calidad asistencial 
del personal de salud 
de manera indirecta 

LEVEL 3C 

2022 Dematheis F, 

Walter MC, Lang D, 

Antwerpen M, 

Scholz HC, 

Pfalzgraf MT, et al 

(22) 

REVISIÓN 
SISTEMÁTICA 

Estudio del uso de la 
inteligencia artificial 
en la espectrometría 
de masas MALDI-TOF 

Uso de la tecnología 
machine learning en 
el diagnóstico 
microbiológico 
mediante MALDI-TOF 

LEVEL 2A 
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Anexo IV: Herramienta de evaluación de la evidencia en Revisiones sistemáticas: Guía 

PRISMA (22) 

 

GUÍA PRISMA 
Sección/Tema Número Ítem 

Título 
Título  

1 
Identificar la 

publicación como 

revisión

 sistemáti

ca, 

metaanálisis o ambos. 
Resumen 

Resumen estructurado  
 
 
 
 
 
 
 

2 

Facilitar un 

 resumen 

estructurado que 

incluya, según 

corresponda: 

antecedentes; objetivos; 

fuente de los datos; 

criterios de elegibilidad 

de los estudios, 

participantes e 

intervenciones; 

evaluación de los 

estudios y métodos de 

síntesis; 

 resultados; 

limitaciones; 

conclusiones e 

implicaciones de los 

hallazgos principales; 

número de registro 

de la revisión sistemática. 
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        Introducción 
Justificación  

3 
Describir la justificación 

de la revisión en el 

contexto de los que 

ya se conoce sobre el 
tema 

Objetivos  
 
 
 

4 

Plantear de forma 

explícita las preguntas 

que se desean contestar 

con relación a los 

participantes, las 

intervenciones, las 

comparaciones, los 

resultados y el diseño 

de los 

estudios (PICOS). 
Métodos 

Protocolo y registro  
 

5 

Indicar si existe un 

protocolo de revisión al 

que se pueda acceder y,    

si    está    disponible,    

la 

información sobre el 
registro, 
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  incluyendo su
 número de 
registro. 

Criterios de elegibilidad  
 

6 

Especificar las 

características de los 

estudios y de las 

características utilizadas 

como criterios de 

elegibilidad y su 

justificación 
Fuentes de información  

 
7 

Describir todas las 

fuentes de información 

en la búsqueda y la 

fecha de la última 

búsqueda 

realizada 
Búsqueda  

 
 

8 

Presentar la estrategia 

completa de búsqueda 

electrónica en, al menos, 

una base de datos, 

incluyendo los límites 

utilizados, de tal forma 

que pueda ser 

reproducible 
Selección de los estudios 

9 
Especificar el
 proceso de 
selección de los 
estudios. 

Proceso de extracción de 
datos 

 
 
 

10 

Describir los métodos 

para la extracción de 

datos de las 

publicaciones y 

cualquier proceso para 

obtener y confirmar 

datos por parte de los 

investigadores. 
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Lista de datos  
 

11 

Listar y definir todas las 

variables para las que se 

buscaron datos y 

cualquier asunción y 

simplificación que se 

hayan hecho. 
Riesgo de sesgo en los 

estudios individuales 

 
 
 
 

12 

Describir los métodos 

utilizados para evaluar el 

riesgo de sesgo en los 

estudios individuales 

(especificar si se realizó 

al nivel de los estudios o 

de los resultados) y 

cómo esta información 

se ha utilizado en la 

síntesis de datos. 
Medidas de resumen 

13 
Especificar las 

principals medidas de 

resumen 
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Síntesis de resultados  
 
 
 

14 

Describir los métodos 

para manejar los datos y 

combinar resultados de 

los estudios, cuando 

esto es posible, 

incluyendo medidas de 

consistencia para cada 
metaanálisis. 

Riesgo de sesgos entre 

los estudios 
 

15 
Especificar cualquier 
evaluación 
del riesgo de sesgo 
que pueda afectar la 
evidencia acumulativa. 

Análisis adicionales  
 

16 

Describir los métodos 

adicionales de análisis, 

en el caso de que se 

hiciera, indicar cuáles 

fueron preespecificados. 
Resultados 

Selección de estudios  
 
 
 

17 

Facilitar el número de 

estudios cribados, 

evaluados para su 

elegibilidad e incluidos 

en la revisión, y detallar 

las razones para su 

exclusión en cada etapa, 

idealmente mediante un 

diagrama de flujo. 
Características de los 
estudios 

 
18 

Para cada estudio 

presentar las 

características para las 

que se 

extrajeron los datos. 
Riesgo de sesgo en los 
estudios 

 
 

19 

Presentar datos sobre el 

riesgo de sesgo en cada 

estudio y, si está 

disponible, cualquier 
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evaluación 

del sesgo en los 
resultados. 

Resultados de los

 estudios 

individuales 

 
 
 
 
 

20 

Para cada resultado 

considerado en cada 

estudio (beneficios o 

daños), presentar a) el 

dato resumen para cada 

grupo de intervención y 

b) la estimación del 

efecto con su intervalo 

de confianza, idealmente 

de forma gráfica 

mediante un diagrama 

de 

bosque (forest plot). 
Síntesis de los 
resultados 21 

Presentar los resultados 
de todos 
los metaanálisis
 realizados, 
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  incluyendo los intervalos 

de confianza y las 

medidas de 

consistencia. 
Riesgo de sesgo entre 

los estudios 

 
 

22 

Presentar los resultados 

de cualquier evaluación 

del riesgo de sesgo 

entre los estudios (ver 
ítem 15). 

Análisis adicionales  
23 

Facilitar los resultados

 de cualquier 

análisis adicional, en el 

caso de que se hayan 
realizado. 

Discusión 
Resumen de la evidencia  

 
 

24 

Resumir los hallazgos 

principales, incluyendo 

la fortaleza de las 

evidencias para cada 

resultado principal; 

considerar su 

relevancia para 

grupos clave. 
Limitaciones  

25 
Discutir las limitaciones 

de los 
estudios y de los 
resultados y de la 

revisión 
Conclusiones  

 

26 

Proporcionar una 

interpretación general 

de los resultados en el 

contexto de otras 

evidencias, así como las 

implicaciones para la 

futura investigación. 
Financiación 
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Financiación  
 
 

27 

Describir las fuentes de 

financiación de la 

revisión sistemática y 

otro tipo de apoyos, así 

como el rol de los 

financiadores en la 

revisión 

sistemática. 



Universidad de Valladolid 
 

62 
 

 

Anexo V: Herramienta de evaluación de la evidencia en Revisiones 
bibliográicas: Guía CASPE (23) 
 

GUÍA CASPE 

A. ¿Los resultados de la revisión son válidos? 
 SI NS/NC 

 
¿Se hizo la revisión sobre un tema 
claramente 
definido? 

   

2. ¿Buscaron   los   autores   tipos   
de   artículos 
adecuados? 

   

3. ¿Crees que estaban incluidos 
los estudios 
importantes y pertinentes? 

   

4. ¿Crees que los autores de la 
revisión han hecho 
suficiente esfuerzo para valorar la 
calidad de los estudios incluidos? 

   

5. Si los resultados de los diferentes 

estudios han sido mezclados para 

obtener un resultado 

"combinado", ¿era razonable hacer 
eso? 

   

B. ¿Cuáles son los resultados? 

6. ¿Cuál es el resultado global de la 
revisión? 

   

7. ¿Cuál es la precisión del 
resultado/s? 

   

C. ¿Son los resultados aplicables en tu medio? 

 SÍ NS/NC 
 

8. ¿Se pueden aplicar los resultados 
en tu medio? 

   

9. ¿Se han considerado todos los 
resultados 
importantes para tomar la decisión? 
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10. ¿Los beneficios merecen la pena 
frente a los 
perjuicios y costes? Aunque no esté 
planteado explícitamente en la 
revisión, ¿qué opinas? 

27 Describir las fuentes de 

financiación de la revision 

sistemática y otro tipo de 

apoyos, así como el rol 

de los financiadores en la 

revision sistemática 
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Anexo VI: Herramienta de evaluación de los niveles de evidencia 
científica JBI (24) 

 

Levels of Evidence- Effectiveness (Instituto Joanna Briggs) 
 
 
 
Level 1- Experimental Designs 

Level 1.a- Systematic review of 
Randomized 
Controlled Trials 
Level 1.b – Systematic review of 
RCTs and other 
study designs 
Level 1.c - RCT 
Level 1.d – Pseudo-RCTs 

 
 
 
 
Level 2- Quasi-experimental 
designs 

Level 2.a   –   Systematic   review   
of   quasi- 
experimental studies 
Level   2.b   -   Systematic   review   
of   quasi´- 
experimental studies and other lower 
study designs 
Level 2.c – Quasi-experimental 
prospectively 
controlled study 
Level 2.d – Pretest – post-test or 
historic/retrospective control group 
study 

 
 
 
 
 
Level 3- Observational- Analytic 
Designs 

Level 3.a - Systematic review of 
comparable 
cohort studies 
Level 3.b - Systematic review of 
comparable 
cohort and other lower study designs 
Level 3.c - Cohort study with control 
group 
Level 3.d – Case – controlled study 
Level 3.e – Observational study 
without a control 
group 

 
 
 
Level 4- Observational- Descriptive 

Level 4.a – Systematic review of 
descriptive 
studies 
Level 4.b – Cross-sectional study 
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Studies Level 4.c - Case series 
Level 4.d – Case study 

 
Level 5- Expert Opinion and Bench 
Research 

Level 5.a – Systematic review of 
expert opinion 
Level 5.b – Expert consensus 
Level 5.c – Bench research/single 
expert opinion 
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   Anexo VII: Tabla de evaluación de los estudios utilizados 
 

GUÍA STROBE 

Autor y año 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 Total 
Azula N, 

Relloso S, 
Barrios R, 
Nicola F, 

Smayevsky J 

(17) 

Sí Sí Sí Sí Sí Sí Sí No Sí Sí Sí Sí No Sí Sí Sí No Sí Sí Sí No No 18/22 

Cattani ME, 
Posse T, 

Hermes RL, 
Kaufman SC 

(18) 

Sí Sí Sí Sí Sí Sí No Sí No Si Sí Sí Sí Sí Sí Sí No Sí Sí 
 
  Sí No No 18/22 

March Rosello 

GA 

(13) 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
No 

 
Sí 

 
Sí 

 
No 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
No 

 
Sí 

 
Sí 

 
No 

 
Sí 

 
No 

 
17/22 

Torres Fink I 

(15) 

Sí Sí Sí Sí Sí No Sí Sí No Sí Sí No Sí Sí Sí Sí No Sí Sí No No No 17/22 
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REVISIONES 
BIBLIOGRÁFICAS 

ITEMS GUÍA CASPE 
TOTAL 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Croxatto A, Prod'hom 

G, and Greub G 

(9) 

Sí Sí Sí NS Sí  
 

Ver Tabla 
de 

contenidos 

No se 
muestran. No Sí Sí 6 

Fenselau C and 

Demirev PA 

       (10) 

Sí Sí Sí NS Sí  No se 
muestran No Sí Sí 6 
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REVISIONES 
SISTEMÁTICAS 

 
ITEMS DE PRISMA 

 
 

TOTAL  
1 

 
2 

 
3 

 
4 

 
5 

 
6 

 
7 

 
8 

 
9 

 
10 

 
11 

 
12 

 
13 

 
14 

 
15 

 
16 

 
17 

 
18 

 
19 

 
20 

 
21 

 
22 

 
23 

 
24 

 
25 

 
26 

 
27 

Jordana-Lluch E, 

Martró Català E, 

Ausina Ruiz V 

(11) 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
No 

 
Sí 

 
No 

 
No 

 
Sí 

 
Sí 

 
No 

 
Sí 

 
Sí 

 
No 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
Sí 

 
No 

 
23/27 
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