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Contribucion al diagndstico precoz de bacteriemia:
deteccion del crecimiento microbiano en medios
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La infeccidén nosocomial es un problema importante que
afecta a un gran namero de pacientes hospitalizados;
requiriendo de los laboratorios de cada centro un
esfuerzo encaminado a detectar precozmente los
microorganismos responsables de bacteriemias y
fungemias.

Los ultrasonidos son ampliamente utilizados con fines
diagnésticos en medicina y es conocida la posibilidad de
medir con ellos pardmetros fisicos y quimicos de medios
liquidos, usando las variables de la velocidad de
propagacidn y atenuacién. Nuestro cbjetivo fue
desarrollar un sistema analitico automatizado, disefiado
para detectar, de forma eficaz y no invasora, el
crecimiento precoz de microorganismos en medios de
cultivo liquidos sembrados con muestras clinicas
diversas.

Para ello se procedid a la medicidn de la velocidad de
propagacién de un pulso ultrasénico a través de frascos
de hemocultivo, con muestra de sangre o sin ella, en los
que se hablan inoculado concentraciones conocidas de
microorganismos frecuentemente implicados en cuadros
sépticos. El gas carbdnico generado por las bacterias en
crecimiento modifica la velocidad de propagacién del
sonido. La monitorizacidén continua del sistema nos
permite cbtener una representacidn grafica del
crecimiento microbiano y aplicar una serie de algoritmos
diagnésticos relacionados con la pendiente de la
velocidad a fin de conocer con la mayor rapidez los
cambios fisicos que se producen, en el medio liquido,
cuando los microorganismos estan presentes. El tiempo
de deteccidén por nuestro sistema es reducido y se ha
mostrado similar o discretamente mejor que otros
comercializados. El método es sencillo, econdmico e
innovador y abre la posibilidad de nuevas aplicaciones
con fines diagnésticos en microbiologia.

Correspondencia: Dr. J. R. Maestre Vera.
Servicio de Microbiologia Clinica.
Hospital del Aire.

C/ Arturo Soria 82.

28037 Madrid

Manuscrito recibido el 6-6-2000; aceptado el 12-12-2000

Enferm Infecc Microbiol Clin 2001; 19: 149-155

Palabras clave: ultrasonidos, deteccidn, bacteriemia,
crecimiento micrcbiano.

Contribution to the early diagnosis of bacteremia: microbial
growth detection in liquids by ultrasound

Nosocomial infection is an important problem because
the muber of patients daily affected in big hospitals. A
big effort exists to develop techniques able to early
detect the micro-organisms which cause the infection.
The ultrasound is a mechanical raditation widely used in
Medicine for diagnosis and therapy. It is also well known
that this raediation can be used to control relative
changes of several physico-chemical parameters in
liquids. As an example, the velocity an attenuation of
acoustic waves coming through a liquid can be
accurately measured.

The developed technique consists of an ultrasonic
chamber immersed into a thermostatized water bath
with two transducers operating in through-transmission.
Different culture bottles were placed in between the
transducers to live the ultrasound to come across the
sample. Several micro-organisms with controlled
concentrations, chosen between the most common in
sepsis clinical, were used to inoculate each bottle. In the
case of aerobic metabolism, the carbon dioxide gas
produced by bacteria introduce elastic changes into the
liquid which modify both the propagation velocity and
the attenuation of the ultrasound. The continuous
monitoring of the time-of-flight and the amplitude of an
ultrasonic pulse coming through the sample give us a
clear indication of the metabolism process. The
signatures dbserved permits the identification of
algorithms to early define the positive cases. The
developed technique is faster than other commercial
systems. The intrinsically non-invasive characteristic of
the ultrasound and the relative cheapness of the
technique open new attractive possibilitites in
micrabiological diagnosis.

Key words: Ultrasonic, detection, bacteremia, microbial
growth.
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Introduccion

Las infecciones bacterianas y fungicas, lejos de su erra-
dicacion, siguen suponiendo un inconveniente sanitario
de primer orden en todo el mundo. De ellas, la infeccién
hospitalaria o nosocomial es un problema que afecta
entre el 6% y 10% de los pacientes ingresados en los hos-
pitales, aumentando la mortalidad y prolongando sus
dias de estancia en ellos!*. Las infecciones comunitarias
y nosocomiales, en mayor o menor medida, pueden dar
lugar a bacteriemia, sepsis, shock distributivo con fallo
multiorgdnico y elevada mortalidad (entre el 20% y el
50% segun las series consultadas)?“. Las manifestaciones
clinicas del paciente que sufre bacteriemia o fungemia no
son especificas, por lo que se precisan métodos de diag-
néstico etiolégico sensibles y eficaces para documentar
adecuadamente la infeccién. En este sentido, cada labo-
ratorio debe elegir la estrategia mas idénea enfocada a
mejorar la deteccién precoz del microorganismo patége-
no, identificarlo y proceder a la realizacion de pruebas de
sensibilidad.

Una caracteristica significativa de la mayoria de los
episodios de bacteriemia y fungemia con repercusion cli-
nica en adultos es el bajo nimero de microorganismos cir-
culantes por mililitro de sangre, menor de 1 a 30 unida-
des formadoras de colonias (ufc)/ml, siendo este recuento
superior en ninos®®. En la practica de hemocultivos se
utilizan frascos estériles con medios liquidos de composi-
cién variable en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis.
Las bacterias més frecuentes en clinica se detectan en un
plazo de 24-72 horas usando distintos sistemas manuales
0 semiautomaéticos disponibles®?!2, No obstante, todo
aquello que permita reducir este tiempo y suponga el
reconocimiento precoz del agente causal de un cuadro
séptico se traduce en un beneficio de vital importancia en
la futura evolucién y pronéstico del paciente.

Con el objetivo anterior se ha estudiado experimental-
mente la utilizacion de una técnica ultrasénica no inva-
sora capaz de detectar con precisién y rapidez crecimien-
to bacteriano y medios de cultivo liquidos.

Es bien conocida la posibilidad de medir pardametros
fisico-quimicos de liquidos mediante técnicas ultraséni-
cas. Los parametros fisicos de un medio liquido, que pue-
den ser medidos utilizando propagacién ultrasénica son
la velocidad de propagacion y la atenuaciéon. La medida
de la velocidad de propagacién ultrasénica en liquidos ha
sido objeto de atencién en los dltimos quince anos, exis-
tiendo técnicas patentadas de medida no automatical®!4.
La nueva técnica propuesta en este trabajo es de tipo
semi-automadtico alcanzando un alto grado de precisién
en condiciones 6ptimas de control de parametros de labo-
ratorio —1 mm/s en medida de velocidad— lo que implica
1 ppm del valor absoluto de la velocidad, siendo por tanto
extremadamente sensible a pequefios cambios en concen-
tracién o estructura del medio liquido. La atenuacién se
mide en forma relativa a lo largo del proceso.

Nuestro objetivo fue desarrollar un sistema analitico
abierto y automatizado, disenado para detectar el creci-
miento precoz de microorganismos en medios de cultivo li-
quidos sembrados con muestras clinicas como sangre,
liquido ascitico, liquido pleural, liquido articular, etc; de
pacientes con sospecha de sufrir una infecciéon bacteriana
o fuingica.
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Material y métodos

El procedimiento consiste en la medida automatica de la velocidad
de propagacién de un pulso ultrasénico con una frecuencia central de
5 MHz a través de un recipiente estéril, frasco de hemocultivo anae-
robio Hemoline (bio-Mérieux, France), previamente ventilado, que
contiene un medio de cultivo liquido de caracteristicas definidas,
ampliamente utilizado en laboratorios de microbiologia.

El frasco de cultivo, con o sin la incorporacién de sangre - 10 ml-,
se inocula con 1 ml de una suspension bacteriana a concentraciéon
definida - 1, 10, 100, 200, 500, 1000 ufc/ml-. Tras ser inoculado se
introduce en unién con un sistema de transductores en un bafo ter-
mostatizado a una temperatura de 35,0 °C y se somete a control tér-
mico de centésima de grado (fig. 1).

La técnica de medida puede utilizar bien la configuracién de
transmisién “throug-transmission” con dos transductores piezoeléc-
tricos enfrentados, bien la de pulso-ecocon un solo transductor.

El pulso ultrasénico es proces%ﬁespués de atravesar el reci-
piente, calculando por procedimientos digitales la diferencia en tiem-
po entre la sefial de disparo y la llegada de dicho pulso (fig. 2).

La velocidad de propagaciéon de un pulso ultrasénico en medios
liquidos depende del médulo elastico de volumen G y de la densidad p:

G

p
La aparicién de gas disuelto en un liquido cambia la compresibili-
dad del mismo modificando por tanto el médulo eldstico. Asi mismo se
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Figura 1. Frasco de cultivo con el sistema de transductores ultrasénicos an-
tes de su introduccién en el bafio termostatizado.
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Figura 2. Esquema general del sistema. E: emisor; R: receptor; M: frasco
con medio de cultivo; EE: electrinica de emision; ER: electronica de recep-
cion; CT: control térmico.
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produce un cambio en la densidad. Todo esto implica una disminucién
de la velocidad de propagacién del ultrasonido. Es bien conocido que
en el proceso metabdlico de bacterias y levaduras se produce habi-
tualmente gas carbénico. Este hecho nos ha permitido correlacionar
el cambio que sufre la velocidad de la senal ultrasénica con la dina-
mica de crecimiento bacteriano en el medio de cultivo inoculado.

El sistema experimental consta de una célula con dos transducto-
res piezoeléctricos enfrentados, un generador de pulsos Panametrics
5052 UA, un osciloscopio digital Tektronix 5052 y un bafio con liqui-
do termostatizado con un control de temperatura y precision de cen-
tésima de grado. La cadena experimental estd controlada por un
ordenador personal via modelo de comunicaciéon GPIB. La senal es
digitalizada cada tres minutos monitorizando en tiempo real la
variacion de velocidad en funcién del tiempo.

Los frascos son de vidrio, de paredes planas, superficie lisa y estan
dotados de un tapén de rosca con cierre hermético. La forma de este
recipiente nos facilita la propagacion del impulso ultrasénico y per-
mite una adecuada lectura e interpretacién de resultados.

La cantidad de gas producido se convierte en un indice de desa-
rrollo que debe exceder una linea de base minima, establecida a tal
efecto para considerar una lectura como positiva e indicativa de cre-
cimiento.

Dicha linea de base se establecié estudiando previamente, de
forma sistemadtica y repetida, el comportamiento del impulso ultra-
soénico cuando se hacia pasar a través del frasco vacio, del frasco que
contenia agua destilada estéril, con el medio de cultivo estéril (no
sembrado) y con éste suplementado con 10 ml de sangre fresca reco-
gida de pacientes supuestamente sanos. La informacién generada en
las condiciones descritas nos permitié conocer el punto de partida o
blanco (firma) del frasco que posteriormente seria estudiado inocu-
lando la muestra.

De forma experimental se evalu6 la velocidad de propagacion y ate-
nuacién del pulso ultrasénico al hacerlo pasar a través de frascos de
cultivo inoculados con suspensiones bacterianas de diversas especies
de microorganismos aerobios frecuentes en clinica, - Escherichia coli,
Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus. Para ello se utili-
zaron las cepas control estandar: E. coli ATCC 35218, S. pneumoniae
ATCC 27336 y S. aureus ATCC 25923 (Becton Dickinson. EE.UU.).

Sembradas las cepas en medios sélidos habituales (Agar Sangre
Columbia, Sabouraud, McConkey) y tras 18 horas de incubacién se
prepararon suspensiones bacterianas de las especies referidas
(Densidad 1 de Escala McFarland usando densitometro Densimat
bio-Mérieux. France) y procediendo a su agotamiento por dilucién, se
obtuvieron concentraciones de inéculo que simulasen a las observa-
das en bacteriemia real (<10 a 1.000 ufc/ml). Tras inocular los medios
de cultivo con 1 ml de las diversas concentraciones bacterianas los
frascos se introducian en un bafio termostatizado a 35° C, procedien-
do de forma inmediata, con el frasco en reposo, la monitorizacién con-
tinua por ultrasonidos; se estudiaba el comportamiento del pulso en
cuanto a su velocidad y atenuacién. Los datos obtenidos se recogian
cada 180 segundos utilizando un programa informético diseniado para
tal fin y la cinética del proceso se expresa en gréficas que representan
el tiempo de llegada del pulso al receptor: tiempo de vuelo (inverso de
la velocidad), respecto del tiempo en minutos transcurrido.

Simultdneamente se registraba la presion de los frascos inocula-
dos y herméticamente cerrados, aplicando un sensor de presién
(Honeywell diferencial 286-686) adaptado a los tapones, obteniéndo-
se en una grafica su evolucion a lo largo del estudio.

El tiempo transcurrido hasta la deteccién de crecimiento, usando
las medidas de velocidad de propagacion del ultrasonido y las de pre-
sion fue recogido en diversas graficas y se mantuvo el seguimiento
del proceso durante al menos 24 horas.

Resultados

En la figura 1 se aprecian los transductores ultraséni-
cos enfrentados y la posicién del frasco inoculado, antes
de su colocacién en el bano termostatizado a 35° C. En la
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Figura 3. Curva de variacién de presién hidrostatica en un frasco inoculado
con 1 ml de la suspension hacteriana de Escherichia coli (1.000 ufc/ml) e in-
cubado a 35° C.

figura 2 se aprecia un esquema general del sistema utili-
zado en el estudio.

Los resultados obtenidos quedan reflejados en los
siguientes graficos: en la figura 3 se observa la variacién
de la presién hidrostatica en el interior de un frasco ino-
culado con 1 ml de la suspensién bacteriana (1.000
ufc/ml) de la especie E. coli. En la figura 4 se aprecian los
cambios en el tiempo de vuelo del pulso ultrasénico en el
medio liquido no sembrado (linea practicamente plana) y
su comparacién con la obtenida en el mismo medio ino-
culado con la suspension bacteriana de E. coli.

La figura 5 recoge un detalle del retardo del tiempo de
vuelo en el mismo medio de cultivo que la figura anterior,
al cual se han incorporado 10 ml de sangre y 1 ml (500
ufc) de la suspensién bacteriana E. coli. Se aprecia la
pendiente que puede ser utilizada como parametro de un
algoritmo de deteccion.

En la figura 6 se comparan las curvas obtenidas en dos
frascos sometidos a monitorizacion continua inoculados
con 1 ml de suspensién a dos concentraciones diferentes
del mismo microorganismo —E. coli—, sin incorporar san-
gre al frasco. Con 1.000 ufc y con 500 ufc; apréciese la
semejanza entre ambas curvas, la demora en el tiempo
del frasco con menor indculo y sus respectivas pendien-
tes. Debe observarse también que la deteccion del proce-
so de crecimiento microbiano midiendo la presion hidros-
tatica en el interior del frasco (fig. 3) es més lenta (insen-
sible en los primeros 450 minutos) que la obtenida con el
procedimiento propuesto.

En las figuras 7 y 8 quedan reflejados los retardos del
tiempo de vuelo y las curvas obtenidas cuando se inocu-
lan frascos del mismo medio liquido con concentraciones
conocidas de dos especies de microorganismos gramposi-
tivos frecuentes en clinica, S. pneumoniae y S. aureus.

Discusion
Bacteriemias y sepsis se asocian a una elevada morta-
lidad, especialmente las de origen nosocomial en pacien-

tes con graves enfermedades subyacentes®*. Respecto a
los microorganismos responsables, se observé un incre-
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mento en la incidencia de bacteriemia por bacilos gram-
negativos entre los afios 1950 y 1974; sin embargo, desde
esta fecha hemos asistido a un cambio debido al incre-
mento de infecciones por grampositivos: S. aureus, S. epi-
dermidis y Enterococcus spp 1518,

La deteccion precoz de los episodios sépticos es de vital
importancia en la practica clinica para establecer el diag-
néstico y permitir la realizacién de pruebas de sensibili-
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dad del agente causal a los antimicrobianos. Esta es una
de las principales funciones de los laboratorios de micro-
biologia clinica; que se ven obligados a elegir los procedi-
mientos microbiolégicos mas adecuados para hacer fren-
te a dicho reto. En este sentido han ido apareciendo
diversos métodos cuantitativos, semicuantitativos y cua-
litativos, que han contribuido a una mayor eficacia en el
diagnéstico, comparando algunos autores los resultados
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de su aplicacién en clinica®"1%121923 T,0s métodos cualita-
tivos se realizan cultivando las muestras de sangre
en frascos con medios liquidos de composicién variable, en
atmosfera aerobia y anaerobia. Son los mas utilizados de
forma convencional en los laboratorios de microbiologia;
dado que facilitan el trabajo y permiten detectar con cele-
ridad el crecimiento microbiano. Asi, diversos autores han
investigado sobres aspectos que influyen decisivamente
en la eficacia y rapidez de la deteccién como pueden ser:
numero de muestras de sangre procesadas, momento més

oportuno para su obtencién, volumen de sangre cultivada,
composicién de los medios de cultivo, dilucién de la mues-
tra analizada, incorporacién de resinas captadoras de
antibiéticos, etct%122223. Hasta la fecha no ha sido objeto
de nuestro estudio analizar estas variables.

En los dltimos anos se han desarrollado diferentes sis-
temas automaéticos para la lectura de los frascos de hemo-
cultivo con el fin de mejorar la sensibilidad y rapidez en
la deteccion. Estos sistemas se fundamentan principal-
mente en la deteccién del gas CO, producido por el meta-
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teriana Staphylococcus aureus. Iné-
culo 1 ml (100 a 200 ufe/ml), sem-
brado en el mismo medio de cultivo
liquido utilizado para este trabajo.

bolismo microbiano con diversos métodos: radiométricos,
fluorimétricos, espectrometria de infrarrojos, etc?>%.

Sin embargo, y a pesar de la gran difusién que han
tenido los ultrasonidos en el campo de la medicina, no
tenemos constancia de la utilizacién de la velocidad de
propagacion del sonido en el area de la microbiologia
médica, concretamente en el sentido de nuestro método
aplicado a la deteccidén, a partir de muestras clinicas, del
crecimiento microbiano en medios liquidos con fines diag-
nésticos. Otros autores han investigado, con sensores
acusticos diferentes al nuestro, el crecimiento bacteriano
para aplicaciones tan curiosas como el andlisis de las
propiedades antimicrobianas del té*°, la determinacién
de la sensibilidad in vitro de bacterias como E. coli, S.
aureus, Proteus mirabilis a diversos antibiéticos, por
monitorizaciéon de crecimiento con biosensor acustico y
su comparacién con el método convencional®!, o la detec-
cién de bacterias en la superficie de medios sélidos®2.

En sintesis, el trabajo experimental expuesto consiste
en simular, inoculando en medios de cultivo liquidos con-
centraciones controladas de bacterias y levaduras conoci-
das, las condiciones que acontecen en la practica clinica
del hemocultivo; para que utilizando un método fisico no
invasor —propagacién de ultrasonido— monitorizar y
detectar precozmente el crecimiento de microorganismos.
Nos proponemos continuar el estudio utilizando bacterias
y hongos de lento crecimiento, con escasa formacién de
gas carbdnico o microorganismos considerados fastidio-
sos. Aunque carecemos de datos representativos, hemos
comenzado a comparar los resultados relativos al tiempo
medio de deteccién del crecimiento por nuestro método
con otros sistemas automaticos comercial como BACTEC
(Becton Dickinson. EE.UU), ESP (Difco. EE.UU.) y
VITAL (bio-Mérieux. France); procediendo a la inocula-
cién simultdnea en paralelo de frascos con las mismas
caracteristicas (medio, atmésfera, temperatura, inéculo,
frasco) y lectura posterior siguiendo la indicacién de cada
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método. En breve plazo esperamos poder concluir dicho
estudio.

Como puede apreciarse en nuestros resultados, duran-
te los primeros 500 minutos de monitorizaciéon ya se
observan modificaciones objetivas de la velocidad de los
ultrasonidos. Sin embargo, si lo comparamos con la medi-
cién del incremento de la presion hidrostatica en el inte-
rior del frasco (método utilizado en algunos de los siste-
mas comerciales) ésta resulta més lenta en aparecer e
insensible en las primeras horas de medicion. Este hecho
se debe a que nuestro sistema detecta la presencia de gas
carboénico en fases iniciales del crecimiento microbiano,
cuando adn no ha sido liberado a la parte superior (vacia)
del frasco; por interferir el gas con la velocidad de propa-
gacion del ultrasonido en el medio liquido.

La metodologia de trabajo aplicada por nosotros permi-
te la monitorizacion continua de frascos de hemocultivo y
la deteccién precoz del crecimiento microbiano, usando
para ello los cambios de velocidad y atenuacién del ultra-
sonido; que nos posibilitan aplicar una serie de algorit-
mos diagnésticos relacionados con la pendiente de veloci-
dad, a fin de aumentar la sensibilidad y rapidez de los
cambios fisicos que se producen en el medio liquido, en
relacion con el crecimiento de bacterias y hongos. Todo
ello administrando un método sencillo, econémico e inno-
vador en nuestra darea de conocimiento y fruto de una cola-
boracién multidisciplinar que, sin duda, representa la
punta del iceberg donde se abren multitud de nuevas posi-
bles aplicaciones con fines diagnésticos en microbiologia.
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