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Adicién del Pol-10 al juego diagnostico del sistema
DIRAMIC y su influencia en el crecimiento
y estudio de la susceptibilidad a antibidticos

de patégenos urinarios
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RESUMEN. Se evalué la incorporacidn de un polimero lineal de natura-
leza polisacéarida, denominado Pol-10, a2l medic de cultivo del juego diag-
nostico del sistema DIRAMIC; el cual es utilizadoe en los estudios de la
susceptibilidad bacteriana a antibidticos. El polimero en cuestidon fue
seleccionado por su inocuidad a los microorganismos y por su estabili-
dad frente a las enzimas bacterianas. Se ensayaron tres intervalos di-
ferentes de concentraciones del polimero (0,05-0,15; 0,18-0,25 v 0,26-0,35 %) in-
corporadas al caldo Mueiler-Hinton. La incorporacién del Pel-10 a una
concentracién en el intervalo de 0,05-0,15 %, posibilita la eliminacién
del efecto inhibidor sobre el crecimiento microbianc de los productos
catabdlicos que acomparian al indeculo y consecuentemente aumentia el
indice de crecimiento de los microcorganismos probados, esto permite
disminuir el tiempo de deteccién de las infecciones en el trabajo con
muestras clinicas. Ademaés, permite eliminar el efecto sinérgico entre
los catabolitos y la actividad de los antibidticos, disminuyendo la inci-
dencia de resultados falsos sensibles de un 15,2 a un 3,8 % en los estu-
dios de susceptibilidad a antibiéticos realizados a 329 aislamientos bae-
jerianos procedentes de muestras clinicas. La correspondencia de la
metodologia del sisterna DIRAMIC con la de referencia de Bauer-Kirby
se elevé desde un 78,2 hasta un 83 9.

ABSTRACT. The addition of a linear polysaccharide polymer, named
Poi-10, to the cuiture media of the DIRAMIC system’s diagnostic kit
was evaluated, this system is used in bacterial susceptibility test to an-
tibiotics. The polymer Pol-10 was selected because it had no undesir-
able effects on microorganisms and for its stability to bacterial enzymes.
Three different polymer concentration ranges were assayed {0,05-0,15;
0,18-0,25 v 0,26-0,35 %) added to the Mieller-Hinton Broth. The incor-
poration of Pol-10 at 0§,05-0,15 % to the culture media, counteracts the
inhibitery effect in the microbial growih of catabolic products accom-
panying the inoculli and therefore increases the indexes of microcrgan-
isms tested obtained; furthermore, detection time of infections in clini-
cal specimens may be shortened. The synergic effect between catabo-
lites and antimicrobial activity was also eliminated, decreasing the false
sensgitive resulis from 15,2 10 3,9 % in 328 cases from clinies. Correspon-
dence levels of DIRAMIC system methodology with the Bauer-Kirby
method varied from 78.2 to 83 %.

INTRODUCCION

La digponibilidad por parte delos
laboratorios de microbiologia clini-
ca de métodos rapidos para la detec-
cién de infecciones que posibiliten
disminuir el tiempo de espera por el
resultado de un anilisis, desempe-
fig un papel decigive en ia preserva-
cién de la vida de pacientes graves
hospitalizados y contribuye aevitar
el empleo inadecuado de antibidti-
COS,
El sistema DIRAMIC permite
hacer el diagnéstico de las infeecio-
nes urinarias de origen bacteriano
en sélo 4 h y el estudioc de suscepti-
bilidad a antibidticos, tanto de mi-
croorganismnes aislados como previo
aislamiento a partir de muestras in-
fectadas, en igual periodo de tiem-
po, incluyendo el universo bacteria-
no definido y normalizado por la
OMS.! Este es posible mediante la
deteccion de los cambios de turbidez
que origina el crecirmiento microbia-
no en el medio de cuttivo.

En el esfuerzo por determinarlas
causas que afectan el nivel de corres-
pondencia de los resultados del an-
tibiograma del sistema DIRAMIC
con los resuliados que se obtienen
con el método de referencia de
Bauer-Kirby, se detectd un efecto
inhibidor de los productos catabéli-
€os que acompanan al indeulo sobre
el indice de crecimiento del germen
involucrado y alteracién en el esque-
rma de susceptibilidad a antibidticos.
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El presente trabajo tuvo como
objetivo evaluar la posible utilidad de
la adicidn del polisacarido lineal, de-
nominado Pol-10, al medio de culti-
vo empleado en el juego diagndstico
del sistema DIRAMIC para eliminar
los efectos indeseables referidos.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron cultivos de 24 h de
las cepas de coleccidn siguientes:
Escherichia coli ATCC 25922, Sta-
phylococcus aureus ATCC 25823 ¥
Pseudomonas ageruginosa ATCC
27803.

El polimero adicionado fue selec-
cionado por su inccuidad a los mi-
croorganismos ¥ por su estabilidad
frente a las enzimas bacterianas y
puede ser adicionado a la concentra-
cidn empleada en la mayoria de los
medios de cultive utilizados en las
investigacicnes microbioclégicas sin
riesgo a que se produzean interferen-
cias en la funcidn de estos.

Se trabajaron tres concentracio-
nes diferentes de Pol-18 (0,05-0.15;
0,16-0,25 v 0,26-0,35 %), las cuales fue-
ron incorporadas zl caldo Mieller-
Hinton empleado en el juego diag-
nostico del sistermma DIRAMIC,

Partiendo de los cultives en pla-
ca Petri, se prepararcon indéculos de
las cepas de referencia con una tur-
bidez equivalente al 0,5 de la escala
McFarland en disolucidén salina. De
ahi, se tomaron 150 pL y se inocula-
ron frascos con 4,5 mL de caldo
Mieller-Hinton sin modificar y fras-
cos con £} mismo caldo mas las dife-
rentes concentiraciones de Pol-10.
Doscientos microliiros de cada
muestra fueron depositados en las
tiras de 16 pocillos de placas tipo
microELISA que emplea el sistema
DIRAMIC como soporie en la reali-
zacién del antiblograma, Se realiza-
ron 15 réplicas y se dejé el primer po-
cillo como control negativo del cre-
cimiento, colocando en €1 medio sin
inocular. Degpués de 4 h de incuba-
¢idn a 37°C, serealizod la determina-
cion del crecimiento microbianc en
los pocilios utilizando el sensor del
sistema DIRAMIC? y se compararon
las medias de los indices de creci-
miento alcanzados.

Seguidamente, se determind el
esquema de susceptibilidad a anti-
bidticos de 329 aislamientos bacteria-
nos procedentes de muestras clini-
cas empleando el sisterna DIRAMIC,
tanio en el medio sin Pol-18 como en
el medio con polimerc donde se ob-
tuvieron los mayores indices de cre-
cimiento ¥ se compararon los resul-
tados con los obtenidos por el méto-
do de referencia de Bauer-Kirby. Los

antibidticos probados fueron:
amikacing, ampiciling, cefaloriding,
cloramfenicol, colimicina, eritromi-
cina, estreptomicina, gentamicina,
kangamicina, meticilina, novobioci-
na, penicilina G y carbenicilina, El
procedimiento seguido en la reali-
zacion del método Bauer-Kirby fue
el establecido por e] Comité Nacio-
nal para Normas de Laboratorio Cli-
nico de Estados Unidoes?

Paralarealizacidn del antibiogra-
ma con el sistema DIRAMIC se uti-
Hizaron indculos preparados de la
forma expuesta anteriormente. En
las tiras donde se hacen las deter-
minaciones se colocaron ios discos
de antibiéticos y el medic inocula-
do, dejando el primer pocilic como
control positivo (medio inoculado
sin antibiético} y el segundo, como
control negativo {medio no inocula-
do sin antibiotico). La incubacion
fue similar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Después delas 4 h de incubacién,
se detectd gue la turbidez en los po-
cillos de las placas de microensayoc
no era homogénea en log medios
donde se incorporé el Pol-10, ocu-

rria una estratificacién superficial

del cultivo gue aumentaba con el
incremento de 1a concentracion del
polimero en el caldo. Esta estratifi-
cacién fise mas marcada en el caso
de P aeruginosa, hecho que se jus-
tifica por la incubacidén no agitada
de las placas y por ser este un mi-
croorganismo de respiracion
aerdbica. Debido a esto se proce-
did a la homogeneizaciéon mecani-
ca de las placas antes de realizar
ia determinacion,

Los pocilles fueron analizados
utilizando el sensor del sistema
DIRAMIC y con los datos obtenidos,
se calcularon los indices de creci-
miento medio alcanzados en cada
condicion, asi como los porcenta-
jes de crecimienio logrados por
cada cepa con respecto al creci-
mientc maximo a las diferenties
concentraciones de Pol-10 irabaja-
das {Tabia 1).

La concentracién de Pol-10igual
a 0,05-0,15 % resultd dptima para el
crecimiento de E. colt y P aerugino-
sa, con gumentos considerables de
su valor numérico, no asi para S.
aureus para el que el mayor indice

-de crecimientio se obtuve a una con-

centracion de 0,26 a 0,35 % del poli-
mero. En el caldo Mileller-Hinton sin
el polimero adicicnade, se obiuvie-
ron los indices de crecimiento mas
bajos de S. aureus y de P aeruging-
sa. Por estos resultados y por ser E.
coli responsable de un 80 % de los
casos de Ias infecciones del tracio
urinario en pacientes ambulato-
riog**y de mids de un 30 % de las
nosocomiales,® se decidié conti-
nuar el estudio con una concentra-
cién de Pol-10 en el intervalo de
0,05-0,15 %.

Los esquemas de susceptibilidad
a antibidticos de los 329 aislamien-
tes elinicos, obtenidos con el siste-
ma DIRAMIC utilizando el caldo
Mueller-Hinton y el modificado con
(,05-0,15 % de Pol-18, mostraron di-
ferencias en su correspondencia con
los obtenides por el métedo de refe-
rencia de Bauer-Kirby. La adicién del
polimero permitid el aumento de
este valor de un 78,2 a un 83 % (Ta-
bla 2},

Tabla 1. Indices de crecimiento alcanzados por las cepas a las diferentes con-

centraciones de Pol-10.

Cepa Concentracion Indice Crecimiento respecto
de Pol-18 de crecimiento 2l maximo
(%) {uDy %)
n =15
2.4a0 252,25 78,33
0.05-0,15 332,02 160,00
E. coli
0,16-0.25 184,63 57,33
0.26-0,35 175,37 54,46
8,00 97.75 50.23
0.05-0,15 163.68 84,11
S aureus
0.16-0.25 124,63 64,04
0,26-0.35 194,61 100,60
0,00 47,53 43,64
P i 8,05-0,15 108,50 100,60
¥ geruginase
4,16-0.25 5345 50,92
4,26-0.35 57.90 465,83

" ul) {unidades DIRAMIC para medir v expresar la turbidez).
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Tabla 2. Distribucion de los crrores en el estudio de susceptibilidad a antibioti-
cos en el medio sin modificar y modificade con 0.05-0,15 % de Pol-10.

Tipe de crror Caldoe Moaelier-tinton
Mo madhficado Modificado
Errores (53 Errores {5
Muy granrde" 50 152 13 38
Grande” 6 1,8 15 1.5
enor” 1§ 4.9 28 8.5
Correspondencia (%) 78,2 283

Teotal de muestras: 328,

* Thisos sensibles (resuliados sensibles que sc obtuvieron por el sisterna DIRAMIC y
que fueron resistentes por el método Bauer-Kirby).
® Fhlsos resistentes (resultados resistentes que se obtuvieron porel sisterma DIRAMIC
v que fuercn sensibles por el método Bauer-Kirby).
¢ Hay involucrados resultados intermedios obtenidos por uno de los dos métados

utilizados.

Significativamente provechosa
resultd la incorporacién del Pol-18 ¢n
relacién con la disminucidn de los fal-
sos sensibles de un 15,2 2 un 3,8 %.
Estas son respuestas sensibles del
microorganismo ante un determina-
do antibiotico evaluadas por el sis-
terma DIRAMIC v resistentes por el
método de Bauer-Kirby que impli-
can la administracion de antibidticos
inadecuados en el fratamiento de
una infeccion.

Si se tiene en cuenta que este po-
limero es solamente metabolizable
por un reducido niimero de micro-
organismos, los cuales no se encuen-
tran cominmente en las muestras
gue se analizan con el sisterna, se
evidencia su efecto desinhibidor en
el medio de cultive donde es adicio-
nado al absorber o adsorber, o am-
bas cosas, 10s catabolitos incorpora-
dos involuntariamente junto al
in6culo; obteniéndose mayores indi-
ces de crecimiento de las bacterias

involucradas en las infecciones
en un menor tiempo, comparado
con el requerido cuando es utili-
zado el medio sin polimerc. Ade-
mas, al neutiralizar estos catabo-
litos hace especifica la actividad
antimicrobiana de los antibidti-
cos, atribuyéndose s6lo a estos la
inhibicién del crecimiento de las
bacterias en los estudios de sus-
ceptibilidad.

CONCLUSIONES

La incorporacién del polisacaride
lineal (Pol-10} 2 una concentracion
en e} intervalo de 0,05-0,15 %, al cal-
do Muaeller-Hinton, utilizado en cl
juego diagnéstice del sisiema
DIRAMIC posibilita eliminar el efec-
1o inhibidor de los productos cata-
bolicos que acompanan al inéculo
sobre el crecimientio microbiano y
por tanto, aumentar el indice de cre-
cimiento de los microcrganismos
presentes en la muestra a analizar

disminuyendo el tiempo de detec-
¢idn de las infecciones.

Ademas, con la incorporacion del
Pol-10, se elimina el efecto sinérgico
de los catabolitos con la actividad de
los antibidticos contra los gérmenes
causantes de infecciones, disminu-
yendo de un 15,2 a un 3,9 % la inci-
dencia de resultados falsos sensibles
en los estudios de susceptibilidad a
aniibidticos que se realicen con ¢l
sisterna DIRAMIC. La correspon-
dencia de este método con el de re-
ferencia de Bauer-Kirby se eleva des-
de un 78,2 hasta un 83 %.
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