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Comparacion del crecimiento
y de la pérdida de viabilidad
de Streptococcus pneumoniae

en botellas FAN aerdbicas y BACTEC
aerobicas Plus

Sr. Editor: El diagnéstico de bac-
teriemias es una de las prioridades en
el laboratorio de microbiologia clinica.
La automatizacién de los hemoculti-
vos mejor6 considerablemente la re-
cuperacién de los microorganismos y
disminuyé el tiempo de deteccion-2.
Sin embargo, algunas bacterias como
S. pneumoniae pueden presentar pro-
cesos de autolisis con la posterior pér-
dida de viabilidad del microorganis-
mo y ocasionar subcultivos negativos
a partir de botellas positivas?5. Las
botellas FAN aerébicas del sistema
BacT/ALERT fueron disenadas para
mejorar la recuperacién de microorga-
nismos y, entre otras cosas, para man-
tener la viabilidad de S. pneumoniae,
en tanto que las botellas BACTEC ae-
rébicas Plus del sistema BACTEC
cumplen el mismo objetivo por su com-
posicién con resinas adsorbentes y de
intercambio®”. La autolisis de S. pneu-
moniae se observé en ambos sistemas
de deteccién cuando las botellas posi-
tivas permanecen en el incubador®. El
objetivo de este trabajo fue comparar,
mediante la realizacién de hemoculti-
vos simulados, la capacidad de creci-
miento de distintas cepas de S. pneu-
moniae en botellas FAN aerébicas y
BACTEC aerdébicas Plus y determinar
la viabilidad bacteriana en diferentes
tiempos una vez que los frascos se
identificaron como positivos.

Se emplearon los sistemas auto-
matizados BacT/ALERT 120 (bio Me-
rieux, Marcy I’Etoile, Francia) y BAC-
TEC 9120 (BD Diagnostic Systems,
Sparks, Md, EE.UU.) con las botellas
FAN aerébicas plasticas y BACTEC
aerobicas Plus respectivamente. Los
hemocultivos simulados se realizaron
con 10 aislamientos no relacionados
de S. pneumoniae recuperados de he-
mocultivos de pacientes con diagnosti-
co de neumonia. Cada cepa fue inocu-
lada en una botella FAN aerdbica
plastica y una Bactec aerébica Plus
con una concentracion final entre 10 y
100 UFC/ml. A cada botella se ana-
dieron 8 ml de sangre humana. Las
20 botellas fueron incubadas en su
respectivo sistema hasta que se obtu-
vo una sefial de positividad, momento
que fue definido como T0. Para hacer
recuento de bacterias viables, las bote-
llas se reincubaron a 35 °C hasta 48 h
a partir de T0. Se realizaron subculti-
vos en Agar sangre a TO y a las 7, 12,
24 y 48 h posteriores a TO. A fin de ob-
tener el recuento de bacterias viables,
se realizaron subcultivos de 0,25 ml y

de 0,025 ml del caldo original. Del
mismo modo, se subcultivaron 0,25 ml
y 0,025 ml de una dilucién 1/10 y
1/100 del caldo original. De esta ma-
nera, el intervalo de deteccién fue de
4 UFC/ml a mayor igual 8 x 105 UFC/
ml (m&s de 200 colonias por placa en
la dltima dilucién). Las placas fueron
incubadas hasta 72 h siguiendo el pro-
tocolo habitual del laboratorio.

Todas las botellas inoculadas fueron
positivas dentro de las primeras 12 h
de incubacién. El tiempo de deteccién
fue de 7,8 2 10,5y 7,0 a 11,3 para los
sistemas BacT/ALERT y Bactec, res-
pectivamente. No se encontraron dife-
rencias significativas en el tiempo de
deteccion. La viabilidad de cada cepa
en diferentes tiempos se observa en la
tabla 1. Todos los aislamientos crecie-
ron a las 7 h de deteccion de la posi-
tividad (T'7) independientemente de la
botella empleada. La viabilidad de
S. pneumoniae disminuy6 con rapidez
en las botellas FAN aerdbicas respecto
de las BACTEC aerdbicas Plus. Para
T12, T24 y T48 se observé pérdida de
viabilidad en el 30, 80 y 100% de las
cepas inoculadas en las botellas FAN
aerdbicas. No se detecté pérdida de
viabilidad en las botellas BACTEC ae-
robicas Plus. En los casos en que se
obtuvo crecimiento en las botellas
FAN aerdébicas, sus recuentos en T12
y T24 fueron siempre inferiores res-
pecto de las botellas BACTEC aerébi-
cas Plus.

En muchos laboratorios de micro-
biologia las botellas positivas detecta-
das por los sistemas automatizados
durante la noche o fines de semana
permanecen en el incubador. En algu-
nos microorganismos como S. pneu-
moniae se pueden producir fenémenos
de autolisis®?. La demora en subculti-
var botellas positivas puede provocar
la pérdida de viabilidad del microor-
ganismo dando falsos resultados de
falta de crecimiento. En un trabajo
previo encontramos hasta un 25% de
pérdida de viabilidad asociado a tiem-
pos de demora mayores a 7 h*. En este
trabajo, utilizando hemocultivos si-
mulados, evaluamos la capacidad de
desarrollar y la viabilidad de S. pneu-
moniae en botellas FAN aerdbicas y
BACTEC aerébicas Plus a diferentes
tiempos después de ser detectadas
como positivas.

Todas las cepas inoculadas crecieron
en menos de 12 h por lo que el sistema
de hemocultivos simulados resulta
comparable con los resultados obteni-
dos en pacientes y en ambos equipos
automatizados en los que se observé
para S. pneumoniae un media de de-
teccion de 11y 11,5 h*% Alas 7 h de
deteccién de la positividad todas las
cepas permanecen viables indepen-
dientemente del tipo de botella. La via-
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TABLA 1. Viabilidad de Streptococcus pneumoniae en diferentes tiempos tras
la deteccion de positividad en dos tipos de botellas de hemocultivo

Tiempo (h)
Cepa Botella

TO | T7 | Ti12 T24 T48

1 FAN > > 1,6 x 103 NV NV
BACTEC > > > > >

2 FAN > > 4,8 x 10* NV NV
BACTEC > > > > >

3 FAN > > 3,6 x 105 1,2 x 103 NV
BACTEC > > > > >

4 FAN > > NV NV NV
BACTEC > > > > >

5 FAN > > 3,6 x 103 NV NV
BACTEC > > > > >

6 FAN > > NV NV NV
BACTEC > > > > >

7 FAN > > 6,4 x 105 2,4 x103 NV
BACTEC > > > > >

8 FAN > > 2,4 x 104 NV NV
BACTEC > > > > >

9 FAN > > 1,6 x 104 NV NV
BACTEC > > > > >

10 FAN > > NV NV NV
BACTEC > > > > >

FAN: botellas FAN aerébicas plasticas; BACTEC: botellas BACTEC aerdbicas Plus; T0: subcultivo
realizado tras ser detectado como positivo; T7, T12, T24, T48: subcultivo realizado a las 7, 12, 24
y 48 h del tiempo TO, permaneciendo las botellas en el incubador a 35 °C; NV: no viable

(<4 UFC/ml); > : > 8 x 10°.

bilidad disminuye a T12, T24 y T48 en
un 30, 80 y 100% de las cepas en las
botellas FAN aerébicas, respectiva-
mente, mientras que todas las cepas
son recuperadas en las botellas BAC-
TEC. Cuando se obtuvo crecimiento
en las botellas FAN aerdbicas, sus re-
cuentos en T12 y T24 fueron siem-
pre inferiores respecto de las botellas
BACTEC aerébicas Plus. Los resulta-
dos de pérdida de viabilidad en bote-
llas FAN aerébicas con hemocultivos
simulados se correlacionan con los ob-
tenidos en muestras de pacientes en
los que observamos pérdida de viabili-
dad en aproximadamente el 20% de
las botellas positivas que permanecie-
ron més de 7 h en el incubador tras ser
detectadas como positivas?. También
resultan coincidentes con lo observado
por otros autores en muestras de pa-
cientes, ya que a las 48 h de la detec-
cién de la positividad, S. pneumoniae
permanece viable en 6 de 21 botellas
del sistema BacT/ALERT (28,6%) y en
20 de 23 (86,9%) botellas del sistema
BACTECS. En nuestro trabajo emplea-
mos sélo botellas BACTEC aerébicas
Plus para el sistema BACTEC, mien-
tras que Petti et al utilizan diferentes
tipos de botellas. Si bien no lo comen-
tan ellos, la autolisis observada en
3 cepas a las 48 h podria deberse a la
utilizacién de otro tipo de botella o a
un problema particular de cada cepa.
Otros autores encuentran que S. pneu-
moniae permanece viable en botellas
FAN aerdébicas por tiempos prolonga-

dos. Esta diferencia estaria relacionada
a que no afiaden sangre en las botellas,
por lo que esta situacién no reflejaria
de manera real lo que ocurre en un he-
mocultivo®. Las botellas FAN aerdbicas
y BACTEC aerdébicas Plus contienen
un caldo de cultivo similar, por lo tanto
las diferencias observadas podrian de-
berse a la capacidad del sistema buffer
en mantener un pH adecuado para pre-
venir la liberacion de las autolisinas y a
la diferente eficiencia como agentes
neutralizantes de toxinas de las resi-
nas adsorbentes y de intercambio en
comparacién con el sistema Ecosorb®
utilizado por las botellas FAN.

Muchos laboratorios de microbiolo-
gia no poseen guardias u otros siste-
mas de atencién continua durante la
noche y los fines de semana. Por lo
tanto, algunos episodios de bacterie-
mia por S. pneumoniae no pueden ser
diagnosticados correctamente por el
sistema BacT/ALERT. La utilizacién
de métodos de deteccion de antigenos
en las botellas positivas con subculti-
vos negativos puede contribuir al
diagnéstico, aunque no permiten el es-
tudio de sensibilidad a los antimicro-
bianos*%1%11 En conclusién, conside-
ramos que S. pneumoniae permanece
viable por mas tiempo y con recuentos
mayores en las botellas BACTEC ae-
rébicas Plus que en las botellas FAN
aerdbicas. El medio de cultivo de las
botellas FAN aerébicas deberia ser re-
formulado a fin de evitar la rapida au-
tolisis de S. pneumoniae.
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