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EMPLEO DE SUSTRATOS CROMOGÉNICOS PARA EL DIAGNÓSTICO CLÍNICO HOSPITALARIO DE BACTERIAS GRAMNEGATIVAS

INTRODUCCIÓN: El diagnóstico microbiológico clínico certero y rápido es una necesidad de la mayor relevancia en el control de las infecciones hospitalarias. El empleo de sustratos cromogénicos y fluorogénicos en los medios de cultivo resulta una herramienta de gran utilidad, que cada vez más se aplica en los laboratorios dedicados a la identificación de microorganismos patógenos de interés clínico.

OBJETIVOS: El objetivo del trabajo consistió en demostrar las posibilidades diagnósticas de combinar reacciones cromogénicas, fluorogénicas y bioquímicas “convencionales”  en una nueva generación de medios de cultivo para el diagnóstico clínico hospitalario. Como objetivos específicos, se propusieron: el desarrollo de una formulación de un medio cromogénico y de reacciones bioquímicas tradicionales para la identificación, en una misma placa de Petri, de microorganismos Gram-negativos de interés clínico-hospitalario, específicamente: Salmonella, Aeromonas, Pseudomonas, E. coli y otras bacterias, así como su primera evaluación como diagnosticador en muestras clínicas. 
MATERIAL Y MÉTODOS: Para la obtención de la nueva formulación se emplearon sustratos sintéticos cromogénicos para la detección de actividades glucuronidasa y galactosidasa, agar, peptonas, indicadores, desoxicolato de sodio, todos de calidad microbiológica. Se ensayaron en el nuevo medio un total de 59 cepas de colección o aisladas de muestras representativas de diferentes especies de microorganismos Gram-negativos a identificar o discriminar en los laboratorios clínicos. En una segunda etapa, se seleccionaron muestras de heces fecales (87) y de orina (35) a partir de las cuales se aislaron e identificaron los microorganismos de interés característicos de infecciones en humanos. En paralelo, se procedió a la identificación de las diferentes especies de microorganismos Gram-negativos presentes en las muestras por métodos y medios tradicionales (para Salmonella: los caldos Rappaport-Vassiliadis y Selenito,  Agar S.S.; para E. coli: Agar de MacConkey y CLED). Otros microorganismos identificados en el nuevo medio, tales como Aeromonas, Shigella, Pseudomonas, así como los  identificados en los ensayos en paralelo por ambos tipos de métodos- cromogénico y convencional- fueron confirmados con un conjunto de hasta 19 pruebas bioquímicas. En total se ensayaron 255 colonias de bacterias Gram-negativas. A partir de los resultados se determinaron el número de microorganismos identificados como verdaderos positivos y negativos, así como los falsos positivos y negativos, la especificidad, sensibilidad y exactitud diagnósticas de los medios ensayados para diferentes microorganismos diana.
RESULTADOS Y CONCLUSIONES: Se obtuvo una formulación de medio de cultivo que permite identificar diferentes especies de microorganismos Gram-negativos de interés hospitalario por la aparición de diferentes colores, fluorescencia, formación de halos alrededor de las colonias, combinando  sustratos cromogénicos con componentes “convencionales” utilizados para detectar la actividad enzimática de las bacterias, específicamente se puede identificar en una misma placa de Petri la presencia de la actividad glucuronidasa característica de E. coli (violeta intensa con halo violeta),  la actividad galactosidasa de Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella (colonias de diferentes tonalidades de violeta), la actividad proteolítica de Pseudomonas (colonias naranjas con halo transparente y fluorescencia) y de Aeromonas (colonias verdes con halo transparente amplio), así como la degradación de una fuente de carbono con formación de ácido de Salmonella no typhi (de rosadas intensas a rojas con bordes más claros).
A las 24 horas de incubación a 37 grados se obtuvieron los siguientes indicadores diagnósticos:
En muestras de heces fecales: Aeromonas, Salmonella no typhi, Shigella sonnei -100% de exactitud diagnóstica, para E. coli, Citrobacter, Klebsiella y Enterobacter-99,2%. 
En muestras de orina: E. coli-98,2%, Pseudomonas aeruginosa-100% y Citrobacter, Klebsiella y Enterobacter- 100%.
De manera general, se demostró la utilidad de combinar las reacciones cromogénicas, la emisión de fluorescencia y las reacciones “tradicionales” de identificación bacteriana para la identificación rápida, en un máximo de 24 horas, de bacterias Gram-negativas de interés clínico-hospitalario.
