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ABSTRACT. In the last few years, the use of chromogenic and fluorogenic reactions for the identification
of the most important pathogens in human urinary tract infections has became a powerful tool in clinic
diagnostic. The study was carry out in two hospitals in Havana City, comparing the performance of ex-
perimental medium with the traditional one: C.L.E.D. Medium produced by Centro Nacional de Biopre-
parados (BIOCEN). Additional biochemical test were applied (indole, motility, citrate, H;S glucose and
lactose) for the more accurate identification of different strains. During the test 119 positive samples were
evaluated with 82 identified as E. coli (68.9 %). As coliformas 18 samples (15.1 %) were identify without
any biochemical test. The diagnostic sensitivity was 100 % and diagnostic specificity of new medium was
of 97.4 % for all assayed samples.
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RESUMEN, La utilizacién de reacciones cromogénicas y fluorogénicas en ka identificacién de los principa-
les patégenos urinarios ha sido, en los dltimos aiios, un potente instrumento en el diagnéstico clinico. El
objetivo del trabajo consistié en evaluar, en dos hospitales pedidtricos de Ciudad Habana, un medio cro-
mogénico-fluorogénico para E. coli y coliformes, producido en ¢l Centro Nacional de Biopreparados
{BIOCEN), en ¢l diagndstico de sepsis urinarias, asi como, su comparacion con los métodos y medios tra-
dicionales de identificacion. Comeo control se utilizé el Medio C.L.E.D. (BIOCEN), se realizaron un con-
junto de pruebas bioquimicas de identificacién para todas las muestras (indol, movilidad, crecimiento en
citrato, produccién de H,S, fermentacién de la glucosa y lactosa). Se evaluaron un total de 119 muestras,
de las cuales resultaron identificadas como E. coli 82 (68.9 %) y como coliformes 18 muestras (15.1 %). Se
identificé el principal patégeno urinario sin necesidad de pruebas bioquinticas. La sensibilidad diagndsti-
ca resulté ser del 100 % y la especificidad diagnastica del 97.4 %.
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INTRODUCCION sado en la degradacion de diferentes sustratos y se ha per-

feccionado a medida que han pasado los afios.'”

En la actualidad se han desarrollado nuevos métodos y
técnicas para la deteccién y diferenciacion de bacterias, las
cuales estdn basadas en la utilizacién de medios con sustra-
tos cromogénicos y fluorogénicos. El diagnéstico con di-
chos medios esta basado en la deteccion de una reaccion de
color o fluorescencia, de una actividad enzimdética propia
de un microorganismo o grupo de ellos.™® El diagnéstico
de sepsis urinaria ha sido, por muchos afios, uno de los en-
sayos realizados con mis frecuencia en los laboratorios de
microbiologia clinica, por lo que la precision y rapidez del
método utilizado es de vital importancia. Desde los afios
60, ya se reportaba la creacion de sistemas para lograr un
diagnéstico rapido y preciso de los principales patégenos
urinarios, destacandose el sistema VITEC, el cual estd ba-

En este tipo de sepsis se aislan con mucha frecuencia
las enterobacterias y especificamente E. coli y coliformes,
ademas de Enterococos, Estafilococos y otras enterobacte-
rias‘d-T‘lﬁ

Los medios cromogénicos y fluorogénicos han sido
utilizados en el diagndstico de sepsis urinarias en los ulti-
mos afios reportando grandes ventajas en cuanto a rapidez
y precision de la identificacion.®*'>'*! Medios como
Chromagar ORIENTATION (BBL), y CPS 1ID2
(bioMérieux) basados en reacciones cromogénicas han si-
do evaluados, logrando identificar con precision un gran
nimero de patégenos urinarios, mostrando evidentes ven-
tajas respecto a los medios tradicionales.>"2

La deteccién de E. coli representa del 60 al 70 % de los



Quesada-Mufliz ef ai.

resultados del analisis microbiolégico de las sepsis urina-
rias,*”®'! por lo que la identificacion precisa de este paté-
geno mediante la deteccidn de actividades enzimaticas es-
pecificas (B-galactosidasa y B-glucuronidasa),™' asi como,
la deteccion de otros coliformes es de especial aplicacion
en esta parte de la microbiologfa clinica.

El objetivo del trabajo consiste en la evaluacién com-
parativa de un medio cromogénico-fluorogénico
(CROMOCEN CC) para la identificacién de E. coli y coli-
formes en muestras de orina procedentes de nifios, con vis-
tas a lograr una identificacién mas precisa y rdpida de estos
microorganismos, causantes de la mayoria de las sepsis
urinarias.

- MATERIALES Y METODOS

El medio cromogénico-fluorogénico utilizado en la
evaluacion fue el CROMOCEN CC (lote 9P1), como refe-
rencia se utilizé el medio C.L.E.D. (lote 7502), ambos pro-
ductos fueron producidos por BIOCEN. Las placas prepa-
radas con los medios de cultivo se inocularon con 5 pL de
orina, la cual se esparcid por la superficie con una espatula
de Drigalski. Se tomé como criterio para escoger las mues-
tras positivas un minimo de 10° UFC/m1.**'*1 Se inocula-
ron, para cada muestra, 2 placas en paralelo, una con el
medio C.L.E.D. y otra con el medio cromogénico, se incu-
baron a 37°C de 18 a 24 h. Se observo el color y morfolo-
gia de las colonias, asi como se realizé el recuento de
UFC/ml y la identificacién presuntiva del germen aislado.

La presencia de E. coli en el medio se detectd por la
aparicion de colontas de color azul que fluorescen en pre-
sencia de luz ultravioleta (365 nm), los coliformes se dife-
rencian por el color azul de las colonias no fluorescentes.

Para la identificacién se realizaron un conjunto de
pruebas bioquimicas: produccién de indol, movilidad, utili-
zacion de citrato, produccién de H,S, fermentacién de la
glucosa y lactosa., utilizacidn de urea, utilizacion de fenila-
lanina.

Se determind la sensibilidad diagndstica (Sd) y la espe-
cificidad (Ed) por las siguientes relaciones:

VP
Sd = ecmmnomnanas x 100
VP +FN

donde, VP: nimero de verdaderos positivos; FN, nimero
de falsos negativos

VN
Ed = aeacaccsmmaann x 100
VN + FP

donde: VN: nimero de verdaderos negativos; FP, nimero
de falsos positivos

Identificacion de Escherichia coli

RESULTADOS

Se encontraron durante el mes evaluado un total de 78
muestras de pacientes con sepsis urinaria en el primer hos-
pital (Juan M. Mérquez) y 41, en el segundo hospital
(Leonor Pérez), para un total de 119. Los resultados obte-
nidos después de la identificacién con el medic CROMO-
CEN CC de los patdgenos en las muestras de pacientes con
sepsis urinaria se muestra de forma separada para cada
hospital en las tablas 1 y 2.

En la tabla 3 se encuentran los microorganismos identi-
ficados en ambos hospitales después de realizar las pruebas
bioquimicas correspondientes,

DISCUSION

El medio cromogénico CC permite llegar a los resulta-
dos de las tablas 1 y 2 sin necesidad de alguna prueba bio-
quimica adicional. Utilizando solamente el Medio C.L.E.
D., no fue tener certeza en la identificacion de E. cofi, de-
bido a la posibilidad de confundirse con otros coliformes,
siendo este un elemento muy importante en el diagnéstico
de sepsis urinaria donde, segiin la literatura, en alrededor
del 70 % de los casos, el patégeno aislado es E. coli, lo
cual se corresponde plenamente con los resultados obteni-
dos en este trabajo (68,9 % de E. coli).

Segtin dichos resultados seria necesario recurrir a prue-
bas bioquimicas de identificacion solamente en alrededor
de un 30 % de los casos, lo que ahorra un tiempo de, al

Tabla 1. Patégenos identificados y prevalencia de éstos en
el hospital “Juan M, Mérquez”

Microorganismo No.pttes;:}:::tras Prevalencia, %
Escherichia coli 53 67.9
Coliformes ' 14 18.0
Otras bacterias 11 14.1
Total 78 100

Tabla 2. Patégenos identificados y prevalencia de éstos en

Microorganismo | No. de .rr!uesn'as Prevalencia, %
] positivas
Escherichia coli 29 70,7
Coliformes 4 9.8
Otras bacterias 19,5
Total 41 100
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Tabla 3. Caracterizacion bioquimica de los microorganismos y comparacién de las caracteristicas en los medios C.L.E.D.

y CROMOCEN CC.

Microorganismo | Color de | Fluores- { Color de | Mov. | Indo! | Fenil-  Citrato | Urea Kligler
identificado | las colonias| cencia |las colonias alanina
(CO) (CO) C.LED Glue. Lact. Gas H,S
Escherichia coli azul + amarillas + 5 5 - + + + -
Proteus sp. incoloro - azuloso + 5 + + + + - + +
Klebsiella sp. azul -* amarillo + - + + + + + -
Citrobacter sp. azul - amarillo - = 5 + + | e + -
Serratia sp. azul - ararillo - 5 = - + + + .
Providencia incoloro - azuloso + + + + + + = + =
Pseudomonas sp. | incoloro - azulosa + = g + e = s = =

* Se encontr6 una cepa fluorescente

Tabla 4. Incidencia de los patégenos identificados por
pruebas bioquimicas.

Microorganismo | No. de muestras Incidencia, %
positivas

Escherichia coli 82 68,9
Citrobacter sp. 7 59
Proteus sp. 13 10,9
Providencia sp. 1 0,8
Pseudomonas 2 1,7
Kiebsiella sp. 9 7,6
Serratia sp. 2 1,7
Gram positivos 3 2,5
Total 119 100

menos, 24 h adicionales,

Se observé una incidencia alta de las sepsis provocadas
por Proteus en las muestras de pacientes pedidtricos anali-
zados, lo que seria interesante continuar evaluando con un
mayor nimero de muestras. Los coliformes con mayor in-
cidencia, después de E. coli, fueron los del género Klebsie-
lla (7.6%). Las especies de Citrobacter (5.9%) se observa-
ton en el medio cromogénico con una coloracién azul lo
que los identificé como coliformes a diferencia de lo ob-
servado en C.L.E.D, donde este microorganismo a las 24 h
no aparece coloreado de amarillo ya que es fermentador

** Esta respuesta es variable para las cepas identificadas

tardio de lactosa. En el medio cromogénico no hubo esta
limitacién, debido a que el Citrobacter es productor de la
enzima p-galactosidasa y se comporta como coliforme en
este medio.

La facilidad en la observacion de los resultados en este

medio cromogénico es un elemento importante que permite
la interpretacién correcta por personal con minimo entrena-
miento.
No se encontraron falsos negativos después de la identifi-
cacion por lo que ia sensibilidad diagnéstica resultd del
100 %. Se observé fluorescencia en una cepa de Kiebsiella
por lo que se consideré como un falso positivo, la especifi-
cidad diagnéstica en el medio resulté ser del 97.4 %.
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