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Sepsityper® para la identificacion rapida de
microorganismos a partir de hemocultivos
positivos

Sepsityper® for rapid identification of microorganisms
from positive blood cultures

Raquel Camacho Luque, Alejandro Pefia Monje, Marta Alvarez Estévez, Vicente Guillot

Suay, Natalia Chueca Porcuna, Fernando Garcia Garcia, Federico Garcia
Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario San Cecilio. Granada

Resumen Palabras clave: Malditof-MS®,
Nuestro estudio ha evaluado las ventajas de la utilizacion del kit Sepsityper® para la identificacidn répida bacteriemia, sepsityper®, hemo-
de microorganismos a partir de hemocultivos positivos, acompafiado de la tecnologia de espectrometria cultivo, implementacion

de masas MALDITOF MS®, en comparacion con los métodos tradicionales empleados para el diagndstico de
bacteriemia. Para la identificacién del microorganismo en 379 hemocultivos positivos en el Departamento
de Microbiologia del Hospital Universitario San Cecilio, se aplicd la espectrometria de masas MALDITOF MS®
utilizando el sistema Sepsityper® (Bruker) y se comparé con la identificacion mediante métodos convencio-
nales (Wider, Vitek Il, Api). La correlacién de resultados de los dos esquemas diagndsticos fue determinada
estadisticamente por el coeficiente de correlacién kappa. La distribucién de los aislamientos fue de un 24,7
% de Bacilos Gram negativos (BGN) y 75,3 % de microorganismos Cocos Gram positivos (CGP). La concordan-
cia global de resultados fue del 95,8 % en la especie (k = 0,928) y del 98,7 % en el género (k = 0,977), siendo
el porcentaje de identificaciones fallidas del 1,3%. Para BGN hubo una concordancia de resultados del 95,2 %
(k=0,928, especie), y 100 % (k = 1, género). Respecto a los CGP, la concordancia fue del 98,2 % en género (k =
0,931), y del 82,5 % (k =0,627) a nivel de especie. En nuestra experiencia se ha observado una ganancia de al
menos 13-23h en la identificacidén a nivel de especie. La utilizacidén del kit Sepsityper® para la identificacion
rapida de microorganismos a partir de hemocultivos positivos, acompafiado de MALDITOF MS®, muestra
una excelente correlacidn respecto a la identificacidn realizada a través de la metodologia convencional, con
una importante disminucion del tiempo hasta la identificacion.

Abstract

Our study has evaluated the advantages of using Sepsityper® kit for a fast identification of microorganisms Keywords: Malditof-MS®,
from positive blood cultures, along with the mass spectrometry technology MALDITOF-MS®, compared to bacteriemia, sepsityper®,
traditional methods used for diagnosis of bacteremia. To identify the microorganism isolated from the 379 blood cultures, implementation

positive blood cultures (BC +) the Department of Microbiology, University Hospital San Cecilio, MALDITOF-
MS® mass spectrometry along with Sepsityper® (Bruker) were applied and it was compared to the con-
ventional methods for the identification of this organism. The correlation of results between these two
diagnostic schemes was statistically determined by kappa correlation coefficient. The distribution of the
isolates was 24.7% for Gram negative bacilli (GNB) and 75.3% for Gram-positive cocci (GPC). The overall
concordance of results was 95.8% within the species (k = 0.928) and 98.7% within the genus (k = 0.977),
with a failed-identification percentage of 1.3%. For GNB there was a concordance of results of 95.2% (k =
0.928, species), and 100% (k = 1, genus). Regarding the GPC, the concordance was 98.2% within the genus (k
=0.931), and 82.5% (k = 0.627) at the species level. According to our experience there was a gain of at least
13-23 hours in the identification of the microorganisms at the species level. The use of Sepsityper® kit for
the rapid identification of microorganisms from positive blood cultures, along with MALDITOF-MS®, show
an excellent correlation compared to identification made by the conventional methods, with a significant
reduction in time until identification.
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INTRODUCCION

La mortalidad del paciente con sepsis asociada a bacterie-
mia estd directamente asociada con la implantacion de un trata-
miento antibidtico empirico inadecuado (1). Se estima que entre
un 28 y un 34% de tratamientos empiricos que se instauran para
el tratamiento de una sepsis son inadecuadas (2-4). Por ello, se
necesitan esquemas terapéuticos empiricos optimizados para
contribuir a evitar la aparicion y diseminacion de resistencias mi-
crobianas debidas a un uso inadecuado de antimicrobianos en
diversas situaciones clinicas, asi como mejoras en la rapidez y
calidad del diagndstico etioldgico de bacteriemia. Entre las inno-
vaciones metodoldgicas, la espectrometria de masas permite ha-
cer un diagnostico etioldgico rapido en la rutina asistencial para
el diagnéstico de la bacteriemia.

La espectrometria de masas ha sido utilizada en distintos
aspectos relacionados con la identificacién bacteriana desde
1980 (5-9), pero a partir de 2009, el sistema MALDI-TOF MS®
(matrix assisted laser desorption ionization time-of-flight) co-
mienza a utilizarse para el diagndstico microbioldgico, gracias a
un protocolo de identificacién de microorganismos basado en su
perfil protedmico. Diversos autores han comparado esta tecno-
logia tanto con los métodos tradicionales del laboratorio de mi-
crobiologia (10-11), como con equipos basados en reaccién de
la cadena polimerasa a tiempo real tales como LightCycler Septi-
Fast, Roche Molecular Systems (PCR) (12-13). Frente a las prue-
bas bioquimicas, la rapidez es la gran ventaja de la tecnologia de
MALDI-TOF, mientras que frente a los métodos rapidos de PCR, la
menor laboriosidad permite mejorar los flujos de trabajo en los
laboratorios asistenciales, y su menor coste econdémico permite
mejoras en las medidas de contencidn del gasto.

La aplicacidn de esta tecnologia al estudio de los hemocul-
tivos permite hacer el diagnéstico etioldgico de la bacteriemia en
minutos a partir del momento en que se positivizan los frascos,
permitiendo por tanto hacer un tratamiento antibiético dirigido
a través de la identificacion del microorganismo causal, con el
consiguiente beneficio para el paciente.

En nuestro estudio presentamos los resultados de la imple-
mentacion de un esquema de diagndstico etioldgico rapido de
bacteriemia basado en la utilizacién del kit Sepsityper® seguido
de la espectrometria de masas MALDITOF-MS®, para la identi-
ficacién rapida de microorganismos a partir de hemocultivos
positivos, determinando el grado de concordancia de resultados
respecto a los métodos clasicos de diagndstico microbioldgico
del agente etiolégico de bacteriemia, y el beneficio en tiempo
de adelanto que ofrece esta tecnologia a la hora de permitir
establecer un tratamiento antibidtico adecuado en un paciente
séptico grave.

MATERIAL Y METODOS

Durante un periodo de tiempo de diez meses se compara-
ron los resultados de 379 frascos de hemocultivos (BacT/ALERT®,
Biomérieaux) con crecimiento bacteriano positivo correspon-
dientes a 166 pacientes hospitalizados en el Hospital Universi-
tario San Cecilio. Los frascos de hemocultivo positivos procedian
de distintas tomas de pacientes (en condiciones atmosféricas de
aerobiosis y anaerobiosis) durante la evolucion clinica del pa-
ciente.

La distribucién de los pacientes fue la siguiente: 15 pacien-
tes pediatricos y 151 pacientes adultos (90.96% de la muestra),
de los cuales el 64.45% fueron mujeres (107/166), con una me-
diana de edad de 55 afios (37-71). La totalidad de las muestras
pediatricas procedieron de la Unidad de Cuidados Intensivos
Pediatricos del hospital, mientras que las 151 muestras de pa-
cientes adultos analizadas, tuvieron la siguiente distribucion por
Servicios: 44.37% procedieron del area de urgencias externas
(67/151); 54/151 procedian de areas no quirurgicas (35.76%); y
30 pacientes estudiados estaban hospitalizados en areas quirur-
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gicas (14/151) o UCI del hospital (22/151, 14.5%).

Todas las muestras fueron procesadas segun el algoritmo
diagnéstico para el estudio de bacteriemia de nuestro labora-
torio: tincion de gran a los frascos positivos y posterior reaisla-
miento en los medios de cultivo adecuados. La identificacion de
los microorganismos se realizd mediante WIDER® para bacilos
GRAM negativo y cocos GRAM positivos (F. Soria-Melguizo), VI-
TEK-2® para levaduras (Biomérieaux); y APl ANA para bacterias
anaerobias (Biomérieaux).Para la identificacién de estreptoco-
cos y neumococos se utilizd la prueba de susceptibilidad a la ba-
citracina y a la optoquina.

De forma paralela, los frascos positivos se utilizaron para su
procesamiento directo para identificacion por el sistema de es-
pectrometria de masas MALDITOF-MS® -MS (Bruker), utilizando
el kit Sepsityper® (Bruker), para ello utilizamos 1 ml de hemo-
cultivo, lo sometemos a un proceso de lisis con solucién LYSIS
BUFFER (LB), centrifugamos y lavamos con la solucién WASHING
BUFFER (WB). Posteriormente se afiade al pellet 300 ul de agua
HPLC y 900 pl de alcohol. Centrifugamos el eppendorf a 16000
rpm y afiadimos acido férmico y acetonitrilo. Finalmente centri-
fugar y depositar 1ul del sobrenadante en la pletina proporcio-
nada por el fabricante. Afiadir 1ul de matriz (acido -alfa-ciano-
4-hidroxicinamico) y hacer la lectura automatizada en el sistema
MS MALDITOF® Autoflex Il (Bruker Daltonics), el cual posee un
software (FlexAnalysis Biotyper 3.3 (Bruker Daltonik) que analiza
los distintos perfiles proteinicos obtenidos y puntia automati-
camente con scores de 0 a 3 en funcidn de la fiabilidad de la
identificacidon obtenida, siendo considerada como una identifica-
cién no fiable a nivel de género ni de especie del microorganis-
mo cuando se obtiene un score inferior al 1,699. Identificacion
probable a nivel de género si se obtiene un score entre 1,700 y
1,999. Identificacion segura a nivel de género y probable a ni-
vel de especie si el score esta comprendido entre 2,000y 2,299.
Y alta probabilidad de identificacién de especie si el score esta
comprendido entre 2,300 y 3,000.

Los datos obtenidos se han analizado mediante distribu-
cion de frecuencias absolutas y relativas. Para las variables con-
tinuas se presenta el nimero de observaciones validas asi como
estadisticas que describan el promedio y la distribucion de la dis-
tribucién (media + desviacién estandar). Para la estimacion de
la correlacién entre técnicas se estima el Indice de Correlacion
Kappa de los resultados obtenidos por ambas técnicas, el cual
establece una fortaleza de concordancia de resultados excelente
cuando el indice es de 0.81-1, bueno si es entre 0.61-0.8, mode-
rado si 0.41-0.6, ligero si 0.21-0.4, y malo si menor de 0.2.

RESULTADOS

La distribucidn de los aislamientos estudiados en los 166
pacientes fue de un 25.3% de Bacilos GRAM Negativos (BGN,
n=42), y de un 74.7% de Cocos GRAM Positivos (CGP, n=124) de
los cuales 89 fueron bacteriemias causadas por Estafilococos
coagulasa negativo (ECN), 13 por S. aureus, 4 por microorganis-
mos pertenecientes al género Enterococcus, 6 pertenecieron al
grupo St. viridans y 1 St. pneumoniae. Finalmente se diagnostica-
ron 11 bacteriemias causadas por otros microorganismos GRAM
positivo: 1 Corynebacterium spp, 2 casos de Bacillus circulans,
1 bacteriemia por Listeria monocytogenes; 4 por Micrococcus
luteus; 2 Clostridium perfringens y un Propinebacterium acnés.

La concordancia global de resultados entre la identificacion
por MS MALDITOF® y la identificacidon tradicional ha sido del
98.7% respecto al género de los microorganismos implicados, y
del 95.8 % respecto a su especie. Estos datos, cuando se separan
entre microorganismos GRAM negativos (GN) y GRAM positivos
(GP), pasan a 100% de concordancia en género en los GN (95.2%
de concordancia en especie); y del 98.2% de concordancia en
género en GP (82.5% en especie).

La correlacion en la identificacion de los bacilos GRAM ne-
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gativo fue excelente, tanto para el género como para la especie.
Sélo hubo un caso en el que la ID convencional (Wider) fue Aero-
monas hydrophila mientras que la identificacion por MALDITOF-
MS® fue Aeromonas veronii (14).

Respecto a la identificacidon de los microorganismos GRAM
positivos, destaca la concordancia del 100% en todos los casos
de Staphylococcus aureus (13/13) (15), y Enterococcus (4/4) (16).
Sin embargo, dentro del grupo de Estafilococos Coagulasa Ne-
gativo (ECN) (17), el porcentaje de correlacion de identificacion
en género fue del 98.9% debido a una discrepancia, donde el
sistema MALDITOF-MS® identific6 como Rothia mucilaginosa,
mientras que la identificacion convencional a través de identi-
ficacidon automatizada por sistema WIDER® lo identificé como S
epidermidis. Respecto a la identificacion a nivel de especie en
ECN, la concordancia fue del 86.5% debido a que el sistema
WIDER® identificd 11 casos de bacteriemia por Staphylococcus
hominis, mientras que MALDITOF-MS® identificé 9 casos de Sta-
phylococcus epidermidis, 1 caso de Staphylococcus warnerii, y
otro caso de Staphylococcus simulans. Finalmente MALDITOF-
MS® diagndstico un caso S hominis que por el contrario el sis-
tema WIDER® lo identificd6 como S haemolyticus. En relacion al
género Streptococcus, la identificacion a nivel de especie fue del
66.7%, debido a que de los dos casos en los que la identificacion
por MALDITOF-MS® resultd ser Streptococcus pneumoniae, di-
cha identificaciédn no se correlacioné con la identificacion reali-
zada mediante métodos bioquimicos tales como la sensibilidad
en disco-placa a la optoquina y la bacitracina, las cuales fueron
complementadas con baterias comerciales API-Strept® (Biomé-
rieaux). Respecto a los aislamientos de bacilos GRAM positivo
(BGP), solo analizamos 4 casos de BGP aerobios (1 Corynebacte-
rium spp, 2 casos de Bacillus circulans, 1 bacteriemia por Listeria
monocytogenes); y 3 casos de BGP anaerdbicos (2 Clostridium
perfringens y un Propinebacterium acnés). En todos los casos la
concordancia de resultados tanto en género como en especie fue
del 100% por ambos sistemas de identificacién. Todos los datos
del estudio de concordancia se describen en la Tablal.

Nuestra principal limitacién a la hora de obtener un resulta-
do tras analisis por espectrometria de masas MALDI-TOF MS ha
sido la no obtencidn del pellet tras la centrifugacion del mililitro
de hemocultivo positivo junto a la solucion Lysis buffer. En nues-
tro estudio esto sélo ha ocurrido en 5 casos (1,3%), no obtenien-
do finalmente una identificacién del microorganismo por medio
de MALDI-TOF MS.

DISCUSION

La importancia de la mortalidad asociada al retraso en el
inicio de un tratamiento antibidtico correcto en la actualidad
condiciona al microbidlogo clinico a adaptar sus protocolos diag-
nosticos, en especial en el caso de la bacteriemia. La rapidez y
relativa sencillez del uso de la espectrometria de masas ya ha
demostrado su utilidad en comparacion con otros sistemas diag-
noésticos en el laboratorio de microbiologia (18-21). El diagnos-
tico del agente etiolégico productor de la bacteriemia requiere
el cultivo previo del microorganismo en medio sélido desde los
frascos de hemocultivo positivo, lo que supone un retraso de al
menos 8-24 horas. Aunque la tincién de gram del hemocultivo
positivo es informativa, la posibilidad de disponer en ese mis-
mo momento de la identificacién de género y especie supone
un gran avance, que tiene una inestimable aplicacion tanto en
la clinica como en la gestion de los costes en antibioterapia y
en dias de ingreso hospitalario (22). Con este método de traba-
jo hemos conseguido adelantar el resultado de la identificacion
del microorganismo causante de bacteriemia en 17 a 23 horas
durante la jornada laboral y de 13 a 16 horas en periodo de con-
tinuidad asistencial. Siendo nuestro volumen de trabajo de una
media de 7 frascos de hemocultivo positivos al dia durante la
jornada laboral y 2 durante el periodo de continuidad asisten-
cial, utilizamos este nuevo método de identificacion en un frasco
de hemocultivo positivo (aerdbico y anaerdbico) de una de las
distintas tomas de cada paciente (una, dos o tres tomas de he-
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IDENTIFICACION STANDARD vs ID. MALDITOF-MS®

GRAM POSITIVOS (n) Concordancia | Concordancia | Id discrepante
Géneron (%) | Especie n (%)
Total 124 |123(98.2) 106 (82.5)
S. aureus 13 13 (100) 13 (100)
SCN 89 88(98.9) 76 (85.4)
S. epidermidis 29 28 28 Rothia mucilaginosa
S. hominis 40 40 29 S. epidermidis (9)
/ Swarneri /S
S. warneri 2 2 2 simulans
S. capitis 4 4 4
S. haemolyticus | 11 11 10
s. simulans 3 |3 3 S. hominis
Enterococcus 4 4 (100) 4 (100)
E. faecalis 3 3 3
E. faecium 1 1 1
Streptococcus 7 7 (100) 5(66.7)
S. pneumoniae 1 1 1
S. viridans 6 6 4 S. pneumoniae (2)
Corynebacterium |1 1 1
spp
2 2 2
Bacillus circulans
1 1 1
Listeria
monocytogenes 4 4 4
Micrococcus
luteus
IDENTIFICACION STANDARD vs ID. MALDITOF-MS®
GRAM (n) Concordancia | Concordancia | Id discrepante
NEGATIVOS
Género n (%) | Especie n (%)
Total 42 42 (100) 40(95.2)
Escherichia coli 23 23 (100) 23 (100)
Pseudomonas 9 9 (100) 8(88.9) Pseudomonas
aeruginosa stutzeri
Klebsiella 4 4 (100) 4 (100)
K. oxytoca 2 2 2
K. pneumoniae |2 2 2
Enterobacter 2 2 (100) 2 (100)
E. aerogenes 1 1 1
E. cloacae 1 1 1
Acinetobacter 2 2 (100) 2 (100)
A. Iwoffi 1 1 1
A. baumannii 1 1 1
Aeromonas 1 1(100) 0(0) Aeromonas
hydrophila veronii
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ANAEROBIOS IDENTIFICACION STANDARD vs ID. MALDITOF-MS®

(n) Concordancia Concordancia
Género n (%) Especie n (%)

Total 4 4 (100) 4 (100)

Propinobacterium 1 1(100) 1(100)

acnés

Bacteroides fragilis | 1 1(100) 1(100)

Clostridium 2 2 (100) 2 (100)

perfringens

Tabla 1. Porcentajes de concordancia de resultados entre los dos
sistemas de identificacion automatizada en evaluacion: Sistema
de identificacion automatizada WIDER / VITEK2 vs Espectrometria
de masas MALDITOF MS®.

mocultivo). Reaislando el resto de frascos de las distintas tomas
en medios de cultivo para su posterior identificacion mediante
pruebas bioquimicas convencionales.

En nuestro estudio hemos implementado un nuevo mé-
todo para el tratamiento de los hemocultivos positivos, como
paso previo a su analisis mediante MALDITOF-MS®. Hasta el
momento, diversos autores han mostrado los resultados de la
aplicacién de diferentes protocolos para procesar el hemocul-
tivo positivo (23), que incluyen desde el volumen de sangre de
hemocultivo utilizado y la centrifugacién hasta diversos proto-
colos de extraccion, sin un notable grado de estandarizacién.

Los resultados de nuestro trabajo muestran un grado de
concordancia excelente respecto otros métodos de identifica-
cién, destacando su utilidad en todos los casos de bacteriemias
causadas por bacilos GRAM-negativos, Staphylococcus aureus,
microorganismos del género Enterococcus, y bacterias anaeroé-
bicas. No obstante hay que remarcar las limitaciones de esta
tecnologia en dos situaciones clinicas: la primera, de gran tras-
cendencia, la bacteriemia por Streptococcus pneumoniae y la
posibilidad de confusién por parte del sistema MALDITOF MS®
con Streptococcus del grupo viridans (18,24). Este fallo, bien
conocido del sistema MALDITOF-MS®, se debe segln algunos
autores, a la gran similitud a nivel protedmico de multiples
especies de streptococcus, hasta el punto de ser necesario
hacer genotipado molecular de las mismas para su correcta
diferenciaciéon (25); la segunda, de mucha menor trascenden-
cia clinica, es el caso de la asignacion de especie para los es-
tafilococos coagulasa negativos, en los que el porcentaje de
concordancia en especie desciende al 86.5%. Hay que destacar,
gue en ningun caso hubo discordancias con la identificacion de
Staphylococcus aureus, y en todos los casos de discrepancia a
nivel de especie no supuso ningiin cambio en el manejo clini-
co del paciente. Queda aun por esclarecer si la identificacion
correcta en estos casos es atribuible a errores en la tecnolo-
gia MALDITOF-MS® o por el contrario se deben a errores en la
identificacion convencional. La secuenciacién del ARN16S y el
posterior analisis filogenético de las secuencias habria permi-
tido establecer cual de los dos sistemas estaba emitiendo el
resultado correcto (25).

En resumen, presentamos un estudio en el que se utiliza el
kit Sepsityper (Bruker) y la espectrometria de masas MALDITOF-
MS® para la identificacion de patdgenos directamente a partir
de frascos de hemocultivos positivos. Esta es una herramienta
rapida y fiable para la identificacion del agente etiolégico res-
ponsable de bacteriemia en menos de 30 minutos, y sus hallaz-
gos aportan una importante informacidn para la toma de deci-
siones acerca de la antibioterapia empirica instaurada.
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