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Evaluacion del sistema Robobact en coprocultivos:
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OBJETIVO. Evaluacion del sistema Robobact para el
procesamiento de muestras de heces en comparacion con
el coprocultivo convencional.

METoDO. Se estudian 240 muestras procedentes de
pacientes extrahospitalarios de Madrid, procesandolas
simultaneamente con ambos métodos.

ResuLtADOS. Globalmente se aislaron 13 cepas de
Campylobacter spp., 12 de Salmonella spp., 4 de Yersinia
enterocoliticay 1 de Shigella spp. Robobact no detecto
una de las 13 cepas de Campylobactery 2 de las 12 cepas
de Salmonella spp. La unica cepa de Shigella se detecto
con Robobact. Los resultados obtenidos con Robobact
estuvieron disponibles a las 24 h.

ConcLusioNES. Robobact es una herramienta util y rapida
para el procesamiento microbioldgico de heces.

Palabras clave: Coprocultivo. Enteropatogenos.
Automatizacion.

Evaluation of the Robobact system for processing stool
cultures: another step towards automation in the microbiology
laboratory

OBJECTIVE. The objective of this study was to evaluate the
Robobact system (DIESSE Diagnostica Senese S.p.A., Italy)
for processing stool specimens and to compare it with
conventional methodology.

METHOD. A total of 240 stool specimens from outpatients in
Madrid (Spain) were studied. The samples were processed
simultaneously with both the Robobact system and a
conventional method.

ResuLts. Overall, 13 isolates of Campylobacter spp., 12 of
Salmonella spp., 4 of Yersinia enterocolitica and 1 of
Shigella spp. were obtained. The Robobact method failed
to identify 1 of the 13 Campylobacter spp. isolates and 2
of the 12 Salmonella spp. isolates. The single Shigella spp.
isolate was detected only by the Robobact system. All the
Robobact results were available at 24 hours.
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CoNncLusioNs. Robobact is a fast, useful tool for
microbiological processing of stool specimens.

Key words: Stool cultures. Enteropathogens. Automation.

Introduccién

El laboratorio de microbiologia esta viviendo actual-
mente un proceso de transformacién en el cual la tecnolo-
gia es un factor primordial. Por otro lado, a los profesiona-
les del laboratorio se les demanda cada vez més una
mayor eficiencia y una disminucién en los tiempos de res-
puesta. No cabe duda que la adquisicién de nuevas tecno-
logias y la automatizacién de numerosos procesos ha apor-
tado grandes mejoras al laboratorio y esto es ya una
realidad en las dreas de bioquimica y hematologia. Sin
embargo, en el campo de la microbiologia, la automatiza-
cién estd mucho més limitada. Se han conseguido especta-
culares avances en la automatizacién de ciertos aspectos
microbiolégicos como es el caso de la identificacion bacte-
riana, la realizaciéon de estudios de sensibilidad antimi-
crobiana y también en el ambito de la serologial?, pero no
ha sido asi en el campo de la siembra bacteriolégica. El
procesamiento de las muestras de heces dentro del labora-
torio de microbiologia implica el uso de numerosos medios
de cultivo selectivos, diferenciales y de enriquecimiento’*
que conlleva un gran trabajo manual y rutinario por parte
del personal técnico de laboratorio. El sistema Robobact
(Rotec Médica S.A.) retine unas caracteristicas que le ha-
cen teéricamente adecuado para la automatizacién en el
campo de la siembra bacteriolégica y aporta la posibilidad
de utilizar en el mismo dispositivo varios medios de culti-
vo diferenciales con el fin de aumentar la sensibilidad del
diagnéstico microbiolégico.

El objetivo de este estudio fue evaluar el rendimiento de
este sistema en muestras de heces y compararlo con el
coprocultivo convencional.

Métodos

En el estudio se incluyeron 240 muestras de heces consecutivas
procedentes de los centros de atencién primaria y atencién especiali-
zada extrahospitalaria del Area 11 de Madrid durante el primer tri-
mestre de 2003 en las que se solicitaba coprocultivo para los entero-
patégenos habituales. El procesamiento de muestras se realiz6 en
paralelo con el protocolo de rutina habitual en este laboratorio y con
la metodologia del sistema Robobact (Rotec Médica S.A.).
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Metodologia habitual

El procesamiento manual se realizé siguiendo los procedimientos
de referencia®* y que brevemente consisten en: siembra de la muestra
a su llegada en agar McConkey (37 °C), agar CIN (cefsulodina-irga-
san-novobiocina-30 °C), agar campylosel (42° atmésfera microaersfi-
la) y caldo de selenito (37 °C) como medio de enriquecimiento de Sal-
monella spp. A las 24 h de incubacion se realiza la lectura de las
placas de agar McConkey y de CIN y se siembra a partir del caldo de
selenito una placa de agar Hektoen que se mantiene en incubacién a
37 °C durante 24 h més. A las 24 h se realiza la lectura de la placa de
Hektoen y de la placa de campylosel (ésta se ha mantenido en incuba-
cién 48 h). Todas las colonias aisladas se identificaron mediante meto-
dologia estandarizada.

Metodologia con Robobact

La muestra de heces se introduce en un tubo con el caldo de enri-
quecimiento adecuado (Coproset) segin el enteropatégeno que se
quiere buscar: Coproset Salmonella-Shigella con caldo de selenito,
Coproset Yersinia-Aeromonas con caldo de peptona desoxicolato y Co-
proset Campylobacter con caldo Mueller-Hinton con 5% de sangre la-
cada®. El personal técnico introduce cada Coproset en un dispositivo
que lleva dos medios de cultivo y que se denomina Coprobact (Copro-
bact Salmonella-Shiegella, Coprobact Yersinia-Aeromonas, Coprobact
Campylobacter) colocandolo dentro del instrumento Robobact. Este
dispositivo se puede observar en la figura 1. Los medios de cultivo
utilizados fueron agar SS (Salmonella-Shigella)/CHROMagar
Salmonella® (CAS)®, agar Salmonella-Shigella/agar Hektoen, agar
cefsulodina-irgasan-novobiocina/agar SS desoxicolato y medio Cam-
pylosel con agar sangre/agar CCDA (blood-free charcoal cefoperazona
deoxychocolate agar)”. El instrumento Robobact realiza automatica-
mente las siguientes funciones: a) enriquecimiento de la muestra en
el caldo mediante agitacién magnética durante 6 h con el caldo de se-
lenito y el caldo selectivo de Campylobacter y durante 2 h en el caldo
de peptona desoxicolato; b)) mantenimiento constante de la tempera-
tura de incubacién; ¢) después del periodo de enriquecimiento rompe
el fondo del tubo mediante presién en el tapén, permitiendo que el
caldo de cultivo entre en contacto con las asas de siembra. A continua-
cion se realiza la siembra con asa calibrada de 1 pl sobre el medio de
cultivo mediante un brazo robético. En la figura 2 se pueden observar
las caracteristicas principales del instrumento Robobact con sus co-
rrespondientes médulos.

Se incubaron durante 22 h y al cabo de ese tiempo se realiz6 la lec-
tura del crecimiento en todos los casos, incluyendo los medios de
Campylobacter. En este ultimo caso, si la lectura fue negativa, se in-
cubaron otras 24 h més.

Todas las colonias aisladas se identificaron mediante metodologia
estandarizada.

Resultados

Se aislaron globalmente enteropatégenos mediante
ambos métodos en 30 muestras clinicas (12,5%) de las
que 13 correspondian a Campylobacter spp. (5,4%), 12 a
Salmonella spp. (6%), cuatro a Yersinia enterocolitica
(1,6%) y uno a Shigella spp. (0,4%). Los aislados obteni-
dos por uno y otro método figuran en la tabla 1. Ambos
métodos detectaron por igual 12 cepas de Campylobacter
spp., y con el método habitual se obtuvo un aislado adicio-
nal que no fue detectado por Robobact. Robobact detect6
15 cepas sospechosas de Campylobacter spp., de las cua-
les tres no se confirmaron posteriormente. Todos los culti-
vos fueron positivos en la primera lectura y los que fueron
negativos lo siguieron siendo incluso después de 24 h més
de incubacién.

En lo que se refiere a Salmonella spp. hubo concordan-
cia entre ambos métodos en 10 muestras. Por el método

25

Figura 1. Dispositivo Coproset, con los medios de cultivo.

Figura 2. Aspecto del Instrumento Robobact.

TABLA 1. Aislados de los diferentes enteropatégenos obtenidos con la
metodologia convencional y con Robobact

Mét0<.10 Robobact Total
convencional
Campylobacter spp. 13 12 13
Salmonella spp. 12 10 12
Yersinia enterocolitica 4 4 4
Shigella spp. - 1 1
Total 29 27 30

Robobact se obtuvieron 12 aislados sospechosos, de los
cuales dos no se confirmaron y hubo dos aislamientos que
unicamente se detectaron por la técnica habitual. La sen-
sibilidad de Robobact para la deteccién de Salmonella spp.
fue del 83,3%.

En el caso de Y. enterocolitica hubo concordancia entre
ambos métodos en los 4 casos detectados.

El dnico aislado de Shigella spp. se obtuvo mediante el
sistema Robobact y no mediante la metodologia habitual.

La sensibilidad del sistema Robobact fue de 90% con
una especificidad del 100%. El valor predictivo negativo
fue del 98%, siendo el valor predictivo positivo del 100%.

Todos los aislados del estudio fueron dnicos; no se pro-
dujeron infecciones mixtas.
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Todos los resultados de Robobact estuvieron disponibles
alas 24 h. La reincubacién de 24 h més en el caso de Cam-
pylobacter spp. hasta un total de 48 h no aporté ningin
aislado adicional.

Discusion

Se observa en primer lugar que la frecuencia global de
los enteropatégenos estudiados asi como el porcentaje
de los diferentes microorganismos es similar a lo que se
refleja en otros estudios en Espafia®? sin entrar en las ca-
racteristicas clinico-epidemiolégicas de la poblacién ni en
la justificacién o no de las peticiones, ya que éste no era el
objetivo del estudio.

Es bien conocido que el aislamiento de bacterias ente-
ropatégenas es incrementado con la utilizacién de diver-
sos medios de cultivo con mas o menos poder selectivo y
diferencial. En el sistema Robobact se utilizan siete me-
dios diferenciales y tres medios de enriquecimiento,
mientras que en el coprocultivo convencional sélo se utili-
zan tres medios diferenciales y un caldo de enriqueci-
miento. Sin embargo, la sensibilidad para la deteccién de
Salmonella spp. fue del 83,3% frente al 100% del método
convencional. Probablemente en este estudio los medios
diferenciales empleados en Robobact no fueron los ade-
cuados. El medio CHROMagar Salmonella es altamente
selectivo y cromogénico para el aislamiento de Salmone-
lla spp. y tiene, segin los estudios publicados, una gran
sensibilidad, pero con la limitacién de presentar falsos
positivos®. El medio ha evolucionado desde su introduc-
cién en el mercado con diferentes formulaciones que han
ido reduciendo progresivamente el nimero de resultados
falsos positivos!® y aunque la experiencia es atin limita-
da, los resultados son prometedores!!. Estd por ver que
ésta sea la formulacién definitiva, a la vista de los resul-
tados que se vayan publicando sobre el mismo. En este
estudio hubo dos resultados falsos positivos con Robobact
que no se confirmaron con la metodologia convencional y
en los 2 casos la sospecha surgié a partir de colonias en el
medio CHROMagar Salmonella, por lo que en nuestra
experiencia, aunque limitada, la presencia de falsos posi-
tivos sigue siendo una limitacién. En el caso de Campylo-
bacter spp. hubo tres aislados sospechosos con Robobact
que posteriormente no se confirmaron; en los 3 casos sur-
gi6 la sospecha a partir del medio CCDA, medio al que
este laboratorio no estaba habituado y que probablemen-
te, al igual que con CHROMagar Salmonella, explica la
discrepancia; esto lleva a una conclusién que, no por ob-
via, es menos importante, y es que el observador tiene
que estar familiarizado y conocer muy bien los medios de
cultivo con los que trabaja. Robobact aporta la automati-
zacién y la posibilidad de elegir los medios que el labora-
torio considere adecuados.

El tnico aislado de Shigella spp. se obtuvo con Robo-
bact, quiza porque el agar Hektoen utilizado como tinico
medio diferencial en la metodologia convencional resulta
insuficiente para la deteccién de este microorganismo o
bien porque el inéculo fuese muy bajo. El sistema Robo-
bact, al disponer ademads de agar Salmonella-Shigella
(dos medios diferenciales selectivos) hizo posible su detec-
cién, aunque al tratarse de un tnico aislado es imposible
sacar conclusiones acerca de la sensibilidad de la técnica.
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En areas donde la frecuencia esperada de Shigella spp.
fuese elevada podria ser aconsejable la implementacién
de una metodologia como Robobact pero para saberlo con
certeza harian falta més estudios con mas muestras y con
diferentes poblaciones.

No se ha considerado en este estudio el aislamiento de
Aeromonas spp.; sin embargo, existen datos que avalan
también a Robobact como herramienta 1til para el cultivo
de este microorganismo'2.

El sistema Robobact es de facil manejo para el personal
técnico que sélo tiene que identificar la muestra, introdu-
cirla en los caldos de enriquecimiento adecuados y colocar
los dispositivos Coprobact en el robot. Es un proceso rapi-
do y limpio. La identificacién puede hacerse manualmente
o mediante un lector de cédigo de barras.

En cuanto al tiempo que conlleva el procesamiento, con
la metodologia convencional se requiere un subcultivo del
medio liquido de enriquecimiento el cual se realiza a las
18-24 h, segtn la rutina de trabajo establecida por el labo-
ratorio, con lo que el proceso total dura como minimo 48 h.
La metodologia de Robobact ha eliminado este paso gra-
cias al enriquecimiento previo que realiza de la muestra
antes de ser cultivada autométicamente en los medios di-
ferenciales. Hay que resaltar que el crecimiento de Cam-
pylobacter spp. se obtuvo en todos los casos en 24 h y la
reincubacién prolongada no aporté ningin caso nuevo.
Esto significa que en un periodo de 24 h se dispone del
crecimiento de todos los enteropatégenos, que se identifi-
caran posteriormente.

Al no utilizar los mismos medios de aislamiento en Ro-
bobact y en el coprocultivo convencional, no podemos esta-
blecer una comparacién estricta entre ambos sistemas,
aunque si se pueden adelantar varias conclusiones.

El sistema Robobact es una herramienta util y de facil
manejo en el procesamiento de coprocultivos. Si bien en
los resultados globales de aislamiento de enteropatégenos
no hay diferencias significativas entre los dos métodos, los
resultados obtenidos en el caso de Salmonella spp. y Cam-
pylobacter spp. obliga a que el laboratorio se plantee cui-
dadosamente los medios a incluir en el dispositivo Copro-
bact y que l6gicamente deben ser aquellos con los que el
laboratorio esté mas familiarizado.

Otras ventajas que aporta la automatizacién son la es-
tandarizacién en el procesamiento de la muestra y la
siembra constante de una misma cantidad haciendo la
técnica mucho més objetiva.
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