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0BJETIVO. Evaluar el sistema BACTEC 9050 en su capacidad de
deteccion de la bacteriemia por Brucella spp.

MATERIAL Y METODOS. Se estudiaron 16 enfermos con sindrome febril
en el transcurso de un brote epidémico por Brucella spp. La
sospecha de brucelosis fue confirmada serolégicamente mediante
pruebas de Rosa de Bengala y aglutinacion en tubo.

Se proceso un hemocultivo aerobio por paciente. Diez mililitros de
sangre fueron inoculados en un frasco aerobio Bactec Plus
aerobic/F e incubado en el sistema automatico BACTEC 9050. Los
frascos se mantuvieron en incubacion 21 dias, subcultivandose
cuando el aparato detectaba crecimiento o en su defecto se le
realizé un pase ciego de salida a los 21 dias.

ResuLTADOS. De los 16 pacientes estudiados, 13 resultaron ser
bacteriémicos (81,2%): 11 fueron detectados por el sistema BACTEC
9050, los 2 restantes por subcultivo en el pase de salida. La media
para la aparicion de un resultado positivo fue de 149,8 horas (6,2
dias). Las detecciones mas tempranas se obtuvieron a las 83 horas
(3,4 dias) y las mas tardias a las 245 horas (10,2 dias). Brucella
melitensis biotipo 1 fue la causante del brote epidémico. El estudio
comparativo con los sistemas BACTEC 9120 y 9240 muestra
diferencias significativas (p<0,03).

Conctusiones. En el caso de sospecha de brucelosis, los protocolos
de incubacion de 5 dias no son adecuados para el sistema BACTEC
9050, y los de 7 dias se sitian en el borde de deteccion del sistema
mostrando sélo el 69,2% de los casos.
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0BJECTIVES. To evaluate BACTEC 9050 system capacity for detection
of bacteremia due to Brucella spp.

MATERIAL AND METHODS. 16 febrile patients were studied during an
epidemic infection for Brucella spp. Suspicious of brucellosis was
serologically confirmed with Rose Bengal test and agglutination
tube test.

Only one blood culture was processed per patient. Ten millilitres of
blood were inoculated in a Bactec Plus aerobic/F bottle and
incubated in BACTEC 9050 automatic system. The bottles were kept
in incubation during 21 days, and they were subcultured when the
machine detected its growth; if not, a blind subculture was
performed after 21 days.

ResuLts. 13 of 16 patients showed bacteriemia (81.2%): 11 patients
were detected by BACTEC 9050 system and 2 patients by blind
subculture after 21 days. A positive result appeared in 149.8 hours (6.2
days) as a mean. Earlier detections were seen in 83 hours (3.4 days)
and the latest ones at 245 hours (10.2 days). The aetiology agent of the
epidemic infection was Brucella mellitensis biotype 1.

We found significative differences comparing the BACTEC 9050 with
BACTEC 9120/9240 systems (p<0.03).

ConcLusions. Incubation protocols of 5 days are not useful for
BACTEC 9050 system in the case brucellosis suspicious. Protocols of
7 would detect only 69.2% of the cases.
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Introduccion

En el diagnéstico de la brucelosis los hemocultivos
siguen siendo la técnica de eleccién, ya que éstos resultan
positivos en més del 70% de los casos estudiados al inicio
de la enfermedad!?. Estos porcentajes de aislamientos
estan influenciados por una serie de factores que afectan
al crecimiento y deteccion de Brucella spp., tales como:
la baja producciéon de CO,, que limita la deteccion de cre-
cimiento en muchos aparatos automadticos; la presencia
de polianetolsulfonato que desestabiliza la membrana
externa de la bacteria y del inéculo que es un factor
inversamente proporcional al tiempo de deteccion. La
bacteriemia en la brucelosis, aunque continua, es extre-
madamente variable, su magnitud oscila entre 1 y més
de 1.000 unidades formadoras de colonias (UFC)*

La capacidad de deteccién de Brucella spp., por los sis-
temas de monitorizacion continua de hemocultivos ha
sido objeto de frecuentes publicaciones en los tltimos
afnos, evidenciando en general un acortamiento de los
tiempos de deteccién de la bacteriemia’.

Los aparatos de la serie BACTEC 9000 (Becton
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Dickinson Microbiology Systems) son sistemas de hemo-
cultivos con deteccién fluorogénica de CO, automatizada
y no invasora. Dos modelos, BACTEC 9120 y BACTEC
9240 son idénticos en su disefio y difieren tinicamente en
su capacidad, 120 y 140 frascos respectivamente. Sin
embargo existe otro modelo BACTEC 9050 de menor
capacidad, 50 frascos, que difiere de los sistemas grandes
en que la agitacién de los frascos es continua, frente a los
grandes que es intermitente. También se diferencian por
la presencia de 3 detectores de crecimiento (a los que
acceden los botes por rotacién) frente a los sistemas gran-
des de la serie 9000, en los que cada posicién de hemo-
cultivos tiene su detector®. Aunque todos los aparatos de
la serie 9000 utilizan el mismo tipo de botes de hemocul-
tivos, debido a las diferencias técnicas entre los BACTEC
9120 y 9240 y el pequeiio BACTEC 9050, ocurre que sus
resultados no son equivalentes®.

La capacidad de los BACTEC 9120 y 9240 para detec-
tar la bacteriemia por Brucella spp., ha sido evaluada
arrojando resultados excelentes, no siendo necesario
alargar los tiempos de incubacién considerados como
estandar de 5 6 7 dias. Sin embargo, el sistema BACTEC
9050 no ha sido evaluado en su capacidad de deteccién de
la bacteriemia por Brucella spp.

Material y métodos

Durante la primavera del ano 2000, se estudiaron 16 enfermos
que presentaron un sindrome febril en el transcurso de una epidemia
de brucelosis ocurrida en la zona norte de Huelva por la ingestién de
queso fresco no controlado sanitariamente. Todos los enfermos eran
adultos, sus edades estaban comprendidas entre los 28 y los 72 afios
y no estaban siendo tratados con antibiéticos. La sospecha de bruce-
losis fue confirmada serolégicamente mediante pruebas de Rosa de
Bengala (Brucelloslide, bioMerieux. France) y aglutinacién en tubo
frente a Brucella spp. (Linear Chemicals, Espaiia).

Al ser pacientes ambulatorios, por razones organizativas y dadas
las caracteristicas de la bacteriemia en la brucelosis, se procesé un
hemocultivo aerobio por paciente. Diez mililitros de sangre fueron
inoculados en un frasco aerobio Bactec Plus aerobic/F (Becton
Dickinson) e incubado en su correspondiente sistema automatico
BACTEC 9050. Los frascos se mantuvieron en incubacién 21 dias,
subcultivandose cuando el aparato detecté crecimiento o en su defec-
to se le realiz6 un pase ciego de salida a los 21 dias. Todos los sub-
cultivos se realizaron en agar chocolate (Chocolat Polyvitex.
BioMerieux. France) y se incubaron en estufa de CO, durante 72
horas antes de ser considerados negativos.

Los aislamientos se identificaron presuntivamente como Brucella
Spp., por su tincién de Gram, reaccién de catalasa, oxidasa, ureasa y
reduccion de nitratos.

Para la identificacién definitiva de los aislamientos de las mues-
tras se remitieron al Laboratorio Central de Veterinaria (Santa Fe.
Granada) y al Laboratorio de Taxonomia del Centro Nacional de
Microbiologia (Madrid).

En el estudio estadistico se calculé para la serie en estudio la
media, mediana, desviacién estandar e intervalo de confianza de
la media. La serie fue comparada, previa estratificacién, con otros
trabajos mediante la prueba exacta de Fisher. Se declaré significa-
cién estadistica para probabilidades menores de 0,05.

Resultados

De los 16 pacientes estudiados, 13 resultaron ser bac-
teriémicos (81,2%), de ellos 11 fueron detectados por el
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sistema BACTEC 9050, siendo los 2 restantes detectados
por subcultivo en el pase de salida a los 21 dias de incu-
bacion.

Los tiempos de deteccién individual, asi como la media
y la mediana de los tiempos, se exponen en la tabla 1. Se
puede observar que las detecciones mas tempranas se
obtuvieron a las 83 horas (3,4 dias) y las més tardias a las
245 horas (10,2 dias). El 23% de los aislamientos ocurrié
alos 5 dias y el 69,2% a la semana de incubacién.

Los resultados serolégicos reflejaron que todos los
pacientes eran positivos en la prueba de Rosa de
Bengala, oscilando los titulos de aglutinacién a Brucella
spp. 40 y 1.280. No evidencié ninguna relacién entre los
titulos serolégicos y la positividad o velocidad de creci-
miento de los hemocultivos.

La identificacién definitiva de los aislados reflejé que B.
melitensis biotipo 1 fue la causante del brote epidémico.

En la tabla 2 aparece la comparacién de nuestro estu-
dio con otros realizados con sistemas de deteccién fluoro-
génica de CO,,.

Discusion

Como se demostré en el estudio de Murray et al® los sis-
temas grandes de la serie BACTEC 9000 no son equiva-
lentes al sistema pequefio BACTEC 9050; de hecho la
tasa de recuperaciéon de Streptococcus pneumoniae era
superior en el aparato pequefio y la velocidad de creci-
miento de anaerobios era superior en los sistemas gran-
des. Estos investigadores sin embargo no evaluaron los
sistemas respecto a Brucella spp.

En una revisién cuidadosa de la literatura se observa
que los sistemas BACTEC 9120 y 9240 tienen un tiempo
medio de deteccion de la bacteriemia por Brucella spp.
que va desde los 3,5 a los 5 dias, con un porcentaje de
recuperacion a los 7 dias de mas del 95% de los cultivos
positivos®57. En nuestro estudio, empleando el sistema
BACTEC 9050, el tiempo medio de deteccién de los culti-

TABLA 1. Resultados obtenidos con el sistema BACTEC 9050

| Tiempo (horas/dias) | Rosa Bengala | Aglutinacién

Paciente 1 181/17,5 Positivo 640
Paciente 2 83/3,4 Positivo 640
Paciente 3 90 /3,7 Positivo 160
Paciente 4 Pase salida Positivo 160
Paciente 5 153/6,3 Positivo 160
Paciente 6 167/6,9 Positivo 80
Paciente 7 164/6,8 Positivo 320
Paciente 8 245/10,2 Positivo 160
Paciente 9 123/5,1 Positivo 320
Paciente 10 114/4,7 Positivo 640
Paciente 11  159/6,6 Positivo 1.280
Paciente 12  Pase salida Positivo 40
Paciente 13  168/7,0 Positivo 320
Paciente 14  No crecimiento Positivo 160
Paciente 15  No crecimiento Positivo 160
Paciente 16  No crecimiento Positivo 320

Hemocultivos positivos: 13 (81,2%). Aislamientos a los 5 dias: 3 (23,0%).
Aislamientos a los 7 dias: 9 (69,2%). Media para la aparicién de un
resultado positivo: 149,8 horas / 6,2 dias. Desviacion estandar de la
media: 45,9 horas / 1,9 dias. Intervalo de confianza de la media (95%):
115-182 horas / 4,8-7,6 dias. Mediana para la aparicién de un resultado
positivo: 159 horas / 6,6 dias.
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TABLA 2. Comparacion de la positividad a los 7 dias, entre el
sistema BACTEC 9050 y los sistemas BACTEC 9120, BACTEC
9240

BACTEC 9240. Ref 11
Pacientes: 16
Positivos: 42
Positivos 7 d: 41 (97,6%)

BACTEC 9240. Ref 12
Pacientes: 97
Positivos: 97
Positivos 7d: 94 (96,9%)

BACTEC 9120. Ref 13
Pacientes 18
Positivos: 18
Positivos 7 d: 18 (100%)

“Comparacion entre los estudios, prueba exacta de Fisher.
d: dias.

p<0,01"

BACTEC 9050
Pacientes: 16
Positivos: 13

Positivos 7 d: 9 (69,2%)

p<0,01"

p<0,03"

vos positivos es de 6,2 dias (149,8 horas). Cuando compa-
ramos el porcentaje de positividad de los hemocultivos de
nuestra serie al cabo de una semana (69,2%), observamos
que difieren significativamente con otros estudios de
parecido disefio realizados con los aparatos grandes de la
serie BACTEC 9000 (tabla 2): Yagupsky et al'® 97,6%;
Bannatyne et al'' 96,9%; Ruiz et al?> 100%. Cuando lo
comparamos con el sistema VITAL (bioMerieux, France)
que también estd basado en la deteccion fluorogénica de
CO,, pero con un sistema distinto en la agitacién y com-
posicion de los frascos, observamos que la tasa de recu-
peracioén a los 7 dias es inferior al 50%. La mayoria de los
aislamientos se obtienen a partir de la semana de incu-
bacién, al igual que en nuestro estudio. Esto nos induce a
pensar que el tipo de agitacién de los frascos, que segin
Reimer el al®, incrementa la cantidad de oxigeno en el
medio y el sistema de deteccién de los cambios de fluo-
rescencia, deben influir en la velocidad de detecciéon de
Brucella spp. en estos sistemas.

Consideramos que seria necesario un estudio en para-
lelo entre los sistemas grandes y pequerios para poder
comprobar estos resultados, maxime cuando la positivi-
dad y el tiempo de deteccién de Brucella spp. en los hemo-
cultivos es dependiente de in6culo inicial®.

Todo lo anterior tiene bastante trascendencia ya que
las evaluaciones de los sistemas BACTEC 9120 y 9240
extienden a toda la serie 9000 la validez de los protocolos
de una semana de incubacién para los casos de sospecha de
brucelosis. No obstante, como se puede observar en el
caso del BACTEC 9050, los protocolos estandar de una
semana de incubacién no son adecuados y de hecho nos

dejarian mas del 30% de casos sin diagnosticar.

Conclusiones

El BACTEC 9050 detect6 la bacteriemia por B. meli-
tensis en el 81,2% de los casos, con una media de 6,2%
dias. Por consiguiente, los protocolos de incubacion de 5
dias no son adecuados en este sistema en el caso de sos-
pecha de brucelosis y los de 7 dias se sitdan en el borde
de deteccion del sistema, ya que mostrarian el 69,2% de
los casos.

Los autores consideran necesario recomendar a los
usuarios del sistema BACTEC 9050, que en caso de sos-
pechar una bacteriemia por Brucella spp. utilicen los pro-
tocolos clasicos de incubacién de 21 dias y el pase ciego de
salida antes de considerar el hemocultivo como negativo.
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