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1.-RESUMEN 

En el laboratorio de bacteriología se identifican bacterias por medio de pruebas 
bioquímicas, es necesario que esta actividad sea más económica, rápida y que genere 
menos contaminantes. 

Buscando una alternativa diagnóstica, se comparó la confiabilidad de una microtécnica 
de pruebas bioquímicas en placas de ELISA con 100 µL de medio con el método 
convencional en tubo utilizando bacilos Gram negativos, se realizaron en total 672 
determinaciones de cada método, 264 en medios líquidos y 408 en medios sólidos. 

Se obtuvo que la microtécnica global..-rte es 64.4% sensible y 62.3 % especifica. En 
medios líquidos la confiabilidad diagn6stica es satisfactorian-11e mayor al 80%, mientras que 
los sólidos no tuvieron ~ resultados. lndividual~e t""-1 la misma confiabilidad: la 
fennentación de arabinosa, lactosa, manitol, sacarosa y xilosa en caldo RF, así como RM 
=n 18 hs de incubación; sólo cumplieron con la sensibilidad oo-ta: caldo RF +glucosa, 
sacarosa en TSI y la prueba de O/F; sólo tuvieron espa::iticidad aceptable: urea, caldo KCN, 
caldo RF + sort>itcl, VP, H,s en LIA. TSI y SIM, citrato, indol, ~. movilidad y omitina. 

Como resultado de la ~6n al disminuir el valun--. de reactivos y abatir los costos, 
sólo los medios líquidos son confi-s. 
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2.- INTRODUCCIÓN 

La bacteriología clinica es fundamental en el diagnóstico y tratamiento de enf~s 
infecciosas, el mianbiólogo utiliza estrategias cientificas reproducibles que deben ser 
vigiladas para controlar su calidad. 1 

Tradicionalmente se identifican bacterias evaluando su actividad metabólica, se necesita 
de tiempo para el análisis y un presupuesto moderado además de la experiencia del 
analista, elementos que si se carece de ellos se puede retrasar la atención al paciente, 
los anteriores problemas en medida han sido resueltos por la tecnología en el laboratorio 
microbiológico, misma que no se encuentra al alcance de cualquier presupuesto. 

En la actualidad existen sistemas automatizados que reportan resultados altamente 
confiables con un minimo gasto de reactivo y en un tiempo mucho más rápido pero 
tienen costos elevados y sólo convienen cuando el laboratorio maneja un gran número 
de pacientes. La importancia de este trabajo es diser'lar una microtécnica como la de los 
equipos automatizados pero operada manualmente en cualquier laboratorio de 
microbiologia. 

Algunos trabajos realizados con anterioridad han manejado microtécnicas de 
identificación, por ejemplo en la FES Zaragoza Galia Martinez en el ano de 1995 evaluó 
la confiabilidad diagnóstica de una técnica de inoculación múltiple para la identificación 
de enterobacterias en cajas Petri de 9 cm. de diámetro y disminuyendo el volumen de 
medio, se obtuvo que la fermentación de carbohidratos con RF y el citrato son 
confiables.2 Lilia Taquines en el ano 2000 aisló bacterias del género Aeromonas de 
aguas de la FES Zaragoza, utilizó entre otros un mátodo miniaturizado en placa para 
evaluar la fermentación de carbohidratos.3 Barentanger en lllinois, E.U. en 1999, 
comparó los beneficios económicos y cllnicos de los sistemas de identificación rápida, 
comparando manual y automatizadarnente, concluyendo que el contar con un sistema 
rápido de identificación VITEK representa una ventaja invaluable para la salud del 
paciente.4 Holmes, Costas y Stever en Inglaterra, evaluaron sistemas de identificación 
para bacterias Gram-negativas, oxidase positivas comparando placas manuales contra 
sistemas automáticos, teniendo como resultados que las placas manuales en la mayoría 
de los casos reportaron identificaciones correctas. 5 Robinson Y, Me Carter w. y Tetreud 
realizaron una comparación entre los sistemas automatizados, encontrando que la 
identificación correcta de los microa<ganismos probados fue mayor al 95.5'11..5 

En este trabajo se probó la confiabilidad diagnóstica de un microsistema de pruebas 
bioquimicas para identificar bacterias manualmente, tanto medios líquidos como sólidos 
utilizando 100 µL de medio en placas de ELISA, comparando mediante el teorema de 
Bayos su eficacia con la de las ~s bioquímicas convencional- en tubo. 
Si la confiabilidad diagnóstica del microsistema de identificación es 2: 80 '11., se cuenta 
con una alternativa que disminuye tanto los costos de operación como los 
contaminantes generados. 

2 Tf: ~~: ~ 1_, r~ ·r\i 
ici/\1 .. ,. . ,, .. ; .•.rrr1 
~~ ,J.; l', •• 2) ... · ·j 1 
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3.-MARCO TEÓRICO 

3.1 METABOLISMO BACTERIANO 

El término metabolismo denota todas las actividades químicas organizadas de una 
~:~~~ d';'i':":;:;=V.':"'den dos aspectos generales: la producción de energía y la 

La multiplicidad de procesos que erectúan los sistemas biológicos se ~ seguir, directa o 
indi~e hasta delenninadas reacciones químicas, aú1 la forma de una bacteria 
depende de t-.0 reaccionas, pues está determinada por al componente péplidoglucano 
rígido de la pared oelul..-, al aJaf a su vez esta determinado pcx- una serie de reacciones 
qufmcas propias de la slnletlis celular. 

La energía se utiliza para construir estrucluras celulares, para la síntesis de enzimas, ácidos 
nucleicos, polisacáridos y otros oomporl«lles bioqulmioos, para la reparación de dat\os 
genéticos, mantona' la i:-Peluación de la ~. para la movilidad, así mismo para 
mantener equili~ las difef"encias de concentración dentro y "-8 de la célula. Por allo se 
necesitan grandes cantidades de e.--gia para desarrollar esas divenlas activi-. bajo 
condlCiones favorables al~ bacterias son ~ de mecabolizar una cantidad de 
sustancias nutritivas equivalentes a su propio peso en pocos 118QUOdos

5 
una célula bacteriana 

podría compararse con un dinamo de enorme producción de energía. 

3.2 IDENTIFICACIÓN BACTERIANA 

Existen diferentes si9Wmas de idenlificaci6n bacteriana, ~ las más comunes son las 
pruebas bioqulmicas, la identificación de una bacteria es la asignación de esta a un lalC6n 
según una clasificación dada, consiste en la determinación de las caraclerlsticas fenotlpicas 
y/o genotípicas y la comparación de estas caracterlsticas con los diferentes taxones de la 
clasificación ~. las canocterísticas a detenmin..- y su númao depende 
principal~e del tipo de bacteria y del fin que persigue la identiticaci6n.8 

Las técnicas clásicas del análisis microbiológico comprenden varios pasos que no 
pueden ser evitados, corno el aislamiento de la(s) cepa(s) a partir de una muestra, la 
identificación bioquímica de la(s) misma(s) y si es necesario al recuento del númeJ"C de 
unidades formadoras de colonias (UFC), estos métodos generalmente son lardados." 

Para la identificación bioqulmica de una bacteria, se sigue el siguiente sistema de 
identificación. 

3 



e~~ ~ ~~ unmiaotaÜh>mamanunf,~üJrnlificución~ .,.,_,,,...,.,.,,.,,,,.,,_._. ................ 
1) Obtención un cultivo puro 

2) Examen microscópico de células vivas y del frote tet\ido, se determina así la 
morfología y la lim:ión del microorganismo en estudio, también es importante detenninar 
la agrupación, preaencia y posición de esporas y otras características de interés. 

Las pruebas primarias son: Tinción de Gram, morfología microscópica, catalasa. 
oxidasa, metabolismo oxidativo o fermentativo (0/F), fermentación de azúcares, 
presencia y posición de esporas, crecimiento tanto en aerobiosis como en anaerobiosis 
y movilidad. 

3) Oetenninar las características nutricionalas, que en general dependen de los métodos 
empleados en el aislamiento y cultivo, las bacterias pueden ser fotoautótrofas, 
fotoheterótmfas, quimioautótrOfas y quimioheterótrotas. 

4) Realización de pruebas secundarias y terciarias a efectos de llegar a una 
identificación a nivel de especie. Estas dependerán del género o familia determinado. 

A los efectos de realizar identificaciones más rápidas, o cuando las pruebas bioquímicas 
no son concluyentes, 98 rOCUrTB al uso de antisueros específicos. 

Los antígenos bacterianos pueden -r capsulares somáticos (O) que COfTBSponden al 
lipopolisacárido de la pared de los Gram negativos, flagelares (H) y los antisueros se 
identifican con esas letras y el número o letra del antígeno conespondiente. 

En una primera identificación se usan sueros polivalentes y para la caracterización 
serológica se usan sueros monovalentes dentro de cada tipo de antígeno. 

También se pueden utilizar métodos de cromatografía de gases para identificar 
productos metabólicos, en particular para la identificación de bacterias anaerobias no 
esporuladas. 

Muchos métodos microbiológicos rápidos, altemativos a los procedimientos clásicos, han 
sido estudiados, ya sea para la identificación como para el recuento. 10 Las técnicas 
instrumentales han sido identificadas como una posibilidad para disminuir los tiempos de 
detección de los .._,llados, por medio de: 

El seguimiento de la concentración de metabolitos carac:t ... islicos, de cambios 
en el medio o de la respiración celular (potencial redo><, ~ón de ión 
hidrógeno, etc.) 
La determinación de componentes celulares como ácidos nucleicos o enzimas" 
El recuento directo de las células microbianas utilizando analizadores 
electrónicos de patic:ulas. 13 

El recuento indirecto de las células microbi-s a trav6s de m6todos como los 
cristales piezoel6ctricos, la resonancia plasmónica de superficie o el espejo 
resonante.14 
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3.3 PRUEBAS BIOQUIMICAS 

La identificación de un aislamiento bacteriano puede realizarse utilizando diferentes 
combinaciones de características y criterios en la evaluación de similitudes. 

Las pruebas bioquímicas convencionales ~almente determinan la actividad de una 
vía metabólica a partir de un sustrato que se incorpora en un medio de cultivo y la 
bacteria al dell&fTOllarse p.- utilizar o no. 

Las pruebas, son pruebas simples que se han desarrollado para demostrar una forma 
ciara una determinada característica bioquímica como pre-.cia o ausencia de una 
determinada actividad bioquímica, grupo de enzimas o determinada vía metabólica, 
crecimiento a ciertas temperaturas, ctac:imiento en ,,..._x:ia de inhibidores etc.,no 
significan de ninguna manera un estudio profundo del metabOlismo bacteriano. 15 

Existen diferentes sistemas comerciales que facilitan la identificación de bacterias, 
proponen el adecuado conjunto de pruebas bioquímicas, simplifican la interpretación de 
un resultado utilizando un valor numérico y proveen los reactivos listos para su uso o 
porque son totalmente automatizables. 

En general, la realización de una prueba bioquímica implica: 

1. Cultivar el microorganismo en un medio que contiene un determinado sustrato o 
inhibidor y luego de la inoculación visualizar el crecimiento y la degradación del sustrato, 
ya sea por viraje de un indicador o por un reactivo revelador de la presencia del sustrato 
o de algún producto de degradación. 

2. Cultivar el microorganismo en un medio que contenga el sustrato de una enzima y 
luego de la incubación, demostrar la actividad anzim6tica. Siempre se debe tener un 
cultivo joven (18-24 hs de incubación) en un medio en el que el microorganismo se 
desarrolle en forma óptima a pH, fuerza iónica, atmóllfara y temperatura ade<>111dos; 
siempre que se prepara un nuevo lote de medio de cultivo para una prueba, deben 
llevarse acebo las pruebas de esterilidad, además de los correspondientes controles de 
calidad, sembrando en dicho medio una cepa positiva y otra negativa para - pruebe. 

Si bien existe gran variedad de pruebas bioquímicas empleadas con fines de 
identificación, entre los més comunes - encuentran: 

1. Enzimas vincul-s con la respiración 

Oxidase 
CatalaSll 
Descomposición de azúeares simples, écidos orgénicos y otros 
Requerimientos de oxígeno para su metaboli9"'0 
Oxidación - F~lación (O/F) 
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Crecimiento en caldo tioglicolato. 
Produceión de 6ciclo o ácido y gas 
F~ón de cat>ohidratos. 
Detección de enzimas y viaa metabólicas 
RM -VP (Rojo de metilo - Vogea Proskaua-) 
Gluconato 
O.N.P.G. (orto nitro P-Q-galactopiranósido) 
Hidrólisis de bilis eaculina 
Hidrólisis del hipurato 

2. Asimilación de una única fuente de carbono 

Citrato de Simmons 
Malonato 

3. Utilización de compuestos nitmgenados 

3. 1 Reducción de nitra!o 

• Asimilación 
Desnitrificación 

3.2 Descomposición de aminoácidos y otros compuestos nitrogenados 

Fenilalanina 
Lisina. arginina y omitina 
Urea 

4. Medios multiprueba 

TSI (Triple Azúcar Hierro) 
LIA (Agar Hierro Liaina) 

5. Detección de ex<MnZimas 

Lecitinasa 
Proteasas, c:oagulasa 

• Amilaaaa 
Celulasaa 
Deaoxirribonucleaaa 
Hemolisinas 

6. Miscel6neos 

Crecimiento en caldo cianuro de potasio (KCN) 
Producción de pigmentos 
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7. Pruebas de promoción o inhibición de crecimiento 

Temperatura 
Concentración de cloruro de SOdio (NaCI) 
Sensibilidad a antibióticos 

Los fundamentos de las pruebas bioquímicas empleadas en este trabajo, se 
encuentran en el anexo A de esta tesis. 

3.4 AUTOMATIZACIÓN EN MICROBIOLOGIA 

Hoy en día se cuenta con sistemas de identificación bacteriana como productos 
comerciales. Las casas comerciales utilizan modificaciones de las pruebas bioqulmicas 
convencionales, ya sea ..-os deshidratados, tiras de papal filtro impregnadas de en 
reactivos o paquet\os compartimentos con medios listos para sembrar. En todos los 
casos se emplean códigos numéricos para la interpnotaci6n de resultados. 

3.4.1 SISTEMAS COMERCIALES 

Los sistemas comerciales más comúnmente usados son: 

1.-BBL. ENTEROTUBE 11 (Beclon Dicknaon). Es un sistema rápido para la Identificación 
de enterobactaias. definida como bastones Gram negativos, -robios o anaerobios 
facultativos, oxidasa (-). Consiste en un tubo de pléstico con 12 medios de cultivo 
contenidos en compartimentos individuales que se inoaJlan simultáneamente en una 
etapa y penniten la detección da 15 careclerísticas bioquimicas.3·" 

11.-0XI I FERMEN TUBE 11. (Beclon Dicknson). Es un sistema listo para identificar 
bacilos Gram negativos, &a'Obios o anaerobios facultativos, oxidasa (+). Consiste en un 
tubo de plástico de 12 medios de cultivo que pennite la ..-izaci6n simulténea de 14 
pruebas bioquimi"9S. 3 .a 

111.-API 20 E. Es un sistema estandarizado para la identificación de bactaias Gram (-). 
Consiste en una plantilla con microtubos conteniendo medios de cultivo deshidratados 
que se reconstituyen al agregar una suspensión bacteriana. Permite la realización de 23 
pruebas bioquímicas a partir de una única colonia bactaiana. El sistema identifica un 
elevado porcentaje de bacterias en 24 hs sin necesidad de detenninar características 
fisiológicas adic:ionmlas. El API Pl"Ofile lndex, que ~ usarse en forma manual o 
computarizada, proporciona la frecuencia de probabilidad de diversas capas que deben 
considerarse para cada nú,,_o de biotipo. Así, se maximiza la exa:tilud de la 
identificaci6n da miembros de la familia Enterobacteriacaaa. Castillo y Bruckner hali.rnn 
que el sistema API 20 E identificó correctamente un 97.7% de 339 aislamiento• clínicos. 
3;8.10 
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El sistema aunque difícil de inocular es práctico, las tiras deben manipularse con 
cuidado de modo que las suspensiones bacterianas no se derramen. Se requiere 
práctica para interpretar reacciones límite, lo que puede afectar el número de 
biotipo y la identificación final.8

• 
10 

IV.-API RAPID E. Sistema similar a la tira 20 E que evalúa en 4 hs las cúpulas del 
sistema son más pequellas y los sustratos no están amortiguados lo que da como 
resultado reacx:ionas más rápidas. Debido a que los volúmenes de las cúpulas son 
pequel'los y el inóculo se prepara sólo hasta una densidad de 0.5 de un estándar de 
sulfato de bario en el nefelómetro de Me Far1and, únicamente se requieren una o dos 
colonias bien aisladas. Un estudio reveló que este sistema identificó un 94% de 
enterobacterias de 441 aislamientos dinicos con un 3% de identificaciones erróneas. 

V.-MICRO - ID. Sistema de identificación bacteriana de 4 a 6 hs, sólo requiere agregar 
reactivo de KOH al 20% a una de las cámaras antes de interpretar los resultados. Las 
reacciones son ciaras y pueden compararse con una guía de colores. el fabricante 
suministra un registro de perfiles que lista la probable identificación de microorganismos 
para los números de biotipos de 5 digitos y es posible efectuar comparaciones 
computarizadas. 

Vl.-MINITEK para microbiólogos que desean libertad de elección en la selección de 
características para la identificación. La elección de sustratos proporciona 
flexibilidad para identificar microorganismos diferentes de las enterobacterias. 

Las reacciones son visiblemente claras y el uso de un número de tarjetas de 
comparación de colores hace que la interpretación resulte relativamente fácil. El 
fabricante también proporciona un Minicoder, con perilla plástica que permite una rápida 
clasificación de candidatos bacterianos con cada perfil biociásico elegido. 

La desventaja de pennitir al usuario una total libertad de elección de las caraderisticas 
de identificación es la dificultad para estandarizar números de biotipos. A la inversa, si el 
usuario elige un contacto de pruebas óptimo, desde un punto de vista que puede obtener 
el mejor número de biotipo posible. La necesidad de comprar varias piezas de equipo y 
de suministros hace que la inversión inicial sea costosa. Además, el sistema requiere 
diversas manipulaciones manuales en los pasos de inoculación, incubación e 
interpretación. La necesidad de cubrir los discos y el medio de cultivo dentro de los 
pocillos de reacción con aceite mineral agrega un paso más al procedimiento y es 
considerado engorroso. 

Vll.-SISTEMA REPLICADOR: Es un método fácil de usar, versátil y barato, lo que 
puede repre-ntar ventaja ante los sistemas anteriores. El usuario p..- elegir cualquier 
número y secuencia de características a evaluar y sólo repra-nta un costo un poco 
mayor que las pruebas bioquímicas convencionales. El control de calidad de este 
procedimiento es méximo porque pueden evaluarse microorganismos stock de 
reactividad conocida junto con los microorganismos desconocidos en cada determinación 
y no simplemente con una muestra seSeccionada de un lote. como ocurre con otros 
sistemas. 

8 

TESIS rnr.r 
FAU ~\ rl-j\~ i: t..!¡(iEN 1 ---



C<J#Tlf1'CUTuiún ,¡, CUl'ljiol~idad di~tica ('TllN' un ,rul::rvi6iah!rn11 '™1TUMÚ df. tilr.ntijúxu:i6n. be1cf#'n"cinr1 
.Y lna pnwba• bí'ot¡ubni'nn.• <T11U-.:1°°"°'-. 

Construcción: la base del sistema es el replicador de Steers, tiene dos componentes 

1) una placa para siembra que consiste en un bloque cuadrado de metal con 32 o 36 
pocillos en los cuales pueden colocarse suspensiones bacterianas. 

2) un cabezal de inoculación, una placa de metal con 32 o 36 pocillos que tienen 0.3 cm. 
de diámetro. Las puntas están alineadas para encajar con precisión en los pocillos de la 
placa para siembra. Con este método se emplean métodos diferenciales convencionales 
de agar preparados de cajas de Petri estándar, redondas o cuadradas. 

Inoculación: Se prepara una suspensión bacteriana de cada microorganismo 
desconocido inoculando colonias aisladas de los microorganismos en un tubo de caldo 
de soya triplicase con extracto de levadura e incubando a 35° C durante 4 hs se colocan 
0.5 mL de cada cultivo desconocido, junto con los microorganismos control estándar, en 
los pocillos da la placa para siembra. Luego, la placa se coloca bajo el cabezal de 
inoculación y se libera el émbolo de modo que las puntas se sumerjan en la suspensión 
bacteriana. Se eleva el cabezal de dispositivo y la placa para siembra se sustituye por 
una placa de agar. Se desciende nuevamente el cabezal de inoculación de modo que las 
puntas toquen la superficie del agar, lo que da como resultado múltiples inóculos 
circulares. 

Incubación: la mayor parta de las pruebas de agar, excepto aquellas designadas para 
evaluar la utilización de ureasa y movilidad, se incuban de forma aerobia de 35 a 37° C 
de 1 B a 24 hs las placas para movilidad de urea se incuban a temperatura ambiente; las 
placas para descatx>xilesas se incuban de forma anaerobia. 

Interpretación: Las placas muestran cambio de color en las colonias o en el medio que 
rodea a la inoculación de aquellos microorganismos que tienen reacciones positivas. Las 
reacciones de colores son esencialmente iguales a las obtenidas con los sistemas 
convencionales. Las placas para la micro titulación, penniten identificaciones bacterianas 
por medio de una serie de identificaciones bioquímicas. Además también se a preparado 
una serie de tubos con diluciones de antibióticos para determinar la concentración 
mínima inhibitoria (MIC), de tal manera que se pueden determinar al mismo tiempo la 
identificación bacteriana y la susceptibilidad a los antibióticos que a su vez representa un 
beneficio para el laboratorio de microbiología. 

3.4.2 SISTEMAS DE IDENTIFICACIÓN CON MICROTUBOS 

SISTEMA MicroScan: Consista en bandejas de micro tubos de plástico con sustratos 
reactivos para identificación bacteriana. Algunas bandejas como las Combo induyen 
microdiluciones en caldo de diversos antibióticos en algunos de los microtubos para 
efectuar pruebas da susceptibilidad. Los paneles MicroScan se suministran congelados 
o con sustratos deshidratados que pueden ser comparables en resultados de 
identificación una forma con la otra. 

Los microtubos se inoculan con una suspensión bacteriana a 35°C durante 15 -18 hs los 
paneles pu-n interpretarse visualmente, lo qua se puede convertir en un número de 
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biotipo de 7 u B dígitos que puede traducirse a una identificación con el libro de código 
del fabricante. Alternativamente se p..- utilizar un lecta automático para detectar 
crecimiento bacteriano o cambios de color por diferencias de transmisión de luz. Las 
diferencias de plM"ltos electrónicos son analizadas automáticamente por una 
computadora que compara patrones de reacción con un programa interno para 
determinar la probabilidad de las identificaciones. 

SISTEMAS SCEPTOR: Es un sistema que permite la hidratación e inoculación 
simultánea de paneles con sustratos desecados en bandejas de microlitulación para 
identificación enterobacterias, se hace una suspensión bacteriana (5 mL de caldo soya 
tripticasa) y luego se traspasa a un envase desechable. Este envase se coloca en un 
dispositivo de inoculación automático y las placas son hidratadas e inoculadas de 
manera simultánea. 

Los pocillos para ar-ginina, H2S, lisina, ornitina y ureasa se cubren con aceite mineral 
estéril. Los paneles se incuban a 35° C de 1 B a 24 hs Inmediatamente después de la 
Incubación se agrega reactivo de Kovac y cloruro férrico a los pocillos para indol y 
triptófano respectivamente, las reacciones se interpretan visualmente y se ingresa la 
forma manual y un módulo de computadora, los programas computarizados proporcionan 
un número de biotipo de 7 dígitos. 

3.4.3 SISTEMAS DE IDENTIFICACIÓN SEMIAUTOMÁTICOS Y AUTOMÁTICOS 

QUANTUM 11 (BIT) (Abbott Labaatories, North Chicago). Es un sistema de identificación 
bacteriana, con un cartucho plástico que incluye 20 microtubos que contienen sustratos 
bioquímicos liofilizados, también comprenden un mecanismo transportador 
especialmente disenado por medio del cual ee posible efectuar lecturas 
espectrofotométricas de las reacciones de Jos tubos, cada tubo se inocula con una 
suspensión abundante de la bacteria a identificar y el conjunto se encuba a 35° C 
durante 4 hs, finalizado el periodo de la incubación se agrega una solución de p
dimetilaminobenzaldehído a la cámara que contiene triptófano (detección de indol). Este 
resultado, junto con et de la reacción de Oxidase (efectuada por separado), se ingresa 
en el analizador junto con el cartucho, las reacciones son leidas por el espectrofotómetro 
de longitud de onda dual y las interpretaciones son realizadas de forma automática 
comparadas con la microcomputadora interna con una matriz de identificación preparada 
con anterioridad. Correlaciones mayores al 80% se imprime como identificaciones 
"excelentes", "aceptables• o "buenas"; con probabilidades menores del 80% el aparato 
imprime un mensaje indicando que debe considerarse la evaluación de características 
adicionales. 

En un estudio de Pfaller y Col; el sistema BID identificó correctamente un 98.2% de 
enterobacterias en comparación con los resultados obtenidos en fama paralela con el 
sistema API 20E como método de referencia. Así mismo, Murray y Col hallaron que le 
sistema BID identificó un 97% de 49 aislamientos cHnicos de la familia 
Enterobacteriaceae, en comparación con un 94. 1 % por medio de APl20E. Silvestre y 
Washington hallaron que el sistema BID identificó un B9.6'l!. de 279 aislamientos clínicos 
frescos de bacilos Gram-negativos con la conclusión de especies de no fermentadores. 
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Varios autores coinciden en que este sistema es rápido. conveniente y proporciona una 
identificación muy exacta de los microorganismos. 

Sistema Autobac IDX: ae basa en la inhibición diferencial de aecimiento por acción de 
agentes antimicrobianos. Cuando se determinó que cambios selectivos de los patrones 
de resistencia microbiana a algunos antibióticas llevaban a resultados inexactos, fueron 
sustituidos por agentes químicos diferencialmente inhibidoras en el sistema Autobac 1 . 
Este sistema identifica enterobacterias en un lapso de 3 - 6 horas con exactitud del 95 
%. Consiste en un fotómetro de dispersión de luz, incubadora- agitador, terminal de 
datos, distribuidor automético de discos y un tubo con 19 sustratos. Los 19 sustratos 
desecados se distribuyen en fonna automática en los discos que se dejan caer en los 
pocillos de los tubos, que son inoculados a posteriori con una suspensión de caldo del 
microorganismo. Los tubos inoculados se incuban a 35° C durante 3 horas en un agitador 
rotatorio. La lectura fotométrica inicial, basada en la turbidez, se efectúa después de 3 
horas; Las lecturas posteriores se hacen con intervalos de media hora. las lecturas se 
ingresan a una computadora que reporta una probabilidad de identificación, el principal 
inconveniente del sistema, es que utiliza reactivos no convencionales que no se pueden 
comparar con las características de los sustratos clásicos.8 

Confonne los avances de la tecnología alcanzan a las disciplinas del laboratorio clínico, 
se desarrollan mejo<"es equipos automatizados para la identificación microbiológica. Hoy 
en dia se encuentran equipos sofisticados como se describe a continuación: 

DADE MicroScan, producido por Dade Behring. Son sistemas integrales y escalables 
para el análisis de especimenes clínicos en o que respecta a identificación y 
susceptibilidad a los antimicrobianos en el laboratorio de miaobíologia; los sistemas 
Dade MicroScan cuentan con los siguientes modelos adaptables al laboratorio. 

Autoscan - 4.- Instrumento lector automático realiza la lectura de los panales en 5 
segundos. 

Walk AWAY 40 y 46.- Instrumento robotizado que inclJba los paneles y automáticamente 
realiza la interpretación de los resultados bioquímicos y/o de susceptibilidad a los 
antimicrobianos en el laboratorio a través de su sistema lector fotométrico o fluorométrico 
sin ninguna intervención del usuario. Imprime automáticamente los resultados en un 
reporte para el médico incluyendo los datos del paciente y la muestra. 

Sistema DMS.- Sistema de manejo de datos, integrado a cada uno de los instrumentos, 
almacena todos los datos tanto de la muestra como del paciente, permite la edición y 
personalización de los mismos, incluye el manejo de datos para obtener reportes de 
epidemiología con ayuda de multlparametros. Periódicamente Dade MicnoScan actualiza 
su base de datos en el sottwara, lo que permite al sistema estar a la vanguardia tanto en 
taxonomía como en los parámetro de susceptibilidad a los antimicrobianos, de ecua-do a 
la NCCLS. Cada uno de los instrumentos es controlado por un sistema de cómputo con 
impresora, en el caso del Walk Away cuenta con una impresora de código de barras 
adicional, su versatilidad y flexibilidad permiten la validación de datos y la revisión visual 
de las pruebas bioquímicas y antimicrobianos si así se de-. 
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SENSITITRE / ACCUMED.- Producido por lnatrumentation Laboratory, para identificación 
y susceptibilidad en MIC, cuyas características son: Uno o varios módulos para 64 
panelas e/u, lact .... fluorométrica, código de barras, no necesita reactivos adicionales, 
no precisa de control de la camisa de agU8 ya que calienta por aire, softwere especifico 
del sistema, permite realizar MIC a microorganismos especiales como Pneumococos, 
Haemophilus, Neiserias, t»cterias anaerobias ,hongos, Streptococus viridans y 
estreptococos tmmolllicos, bacterias con elevada resistencia como Enterococus, 
Staphylooocua y enterobacterias no fennentadoras. 

La fabricación da los ~- de sensititrese controla por la FDA. El sistema tiene una 
precisión del 95% con Gram negativos en 5 ha y en las ocasiones que no haya resultado 
el mismo panal~ ser incubado hasta 18 hs para ser nuevamente evaluado. 

VITEK.- Es un sistema inleg .. 1 producido por BioM6riux, para la identificación bacteriana, 
pruebas de susceptibilidm a los antimicrobianos y escrutinio urinario; el sistema de 
trabajo esta compuesto de una tarjeta, la cual tiene el tamal'lo de un naipe con un peso 
aproximado de 24 g, esta tarjeta esta compuesta de 30 - 45 pocillos los cuales contienen 
los sustratos para la identificación microbiana o los antimicrobianos pare las pruebas de 
susceptibilidad. 

Deacripci6n. Los compo1-.tes del sistema VITEK son: 

Un módulo preparador, que consta de una cémara de vacío para el llenado 
automático y simulténeo de 10 tarjetas en 2 min y de un sellador que permite 
sellarlas en forma t.rmética. 
Un módulo incubador I lector que efectúa simultáneamente la incubación y la 
lectura por tiempos de ~ tarjeta en forma auto..,.ica (sin intervención 
manual). 
Una computadora (procesador) que controla 1- las operaciones que realiza, 
memoriza los valores de las lecturas, los procesa e int~ los resultados. 
Una terminal que permite dialogar con el si-.na, personalizar los resultados y 
editar en cualquier momento resultados prelimin.es. 
Una impre90f'a edita autométican.nte loa re~ a medida que se 
encuentran disponibles. 
Programas (bioliaison): personaliza la .vade da datos dem<>gréficos de 
resultados y el informe del paciente, asi como la car:-cidad de almacenamiento 
da dichos dalos pse su consulta o impresión en cualquier momento, logrando el 
mejor archivo de datos por paciente y por hospital. 
Un Data - track realiza consu- e infom.s eatadisticos, un control de calidad de 
las tarjetas VITEK por medio de cepas ATCC tanto de las pruebas bioquímicas 
como da las pruebas de susceptibilidad. 

Cada tarjeta se inocula con la suspensión bacteriana, ajustada con el nefel6metro 
de Me Fartand, da esta su~6n - toma un volun-. determinado 
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para preparar una dilución en otro tubo y realizar la inoculación de las tai;etas, las 
tarjetas son selladas y colocadas en el incubador-lectl:lr y a partir d9 eate momento cada 
hora se registran y ....,,artan resultados a la base de datos y en cuanto tiene una 
conclYSión el resultado pasa automáticamente al registro del paciente. 7 

3.5 BACILOS GRAM NEGA=rlVOS 

Las bacterias son microor§anismos unicelulares con estructura celular procariota, son 
células de !amano variat>M> cuyo límlte inferior está en las 0.2 µm y el superior en las 50 
µm; sus dimensiones medias osailan entre 0.5 y 1 µm, con sistemas muy diversificados 
en su modo de obtener energía y alimento, se- reJlíoducen por fisión binaria, están 
presentes en casi todos los ambientes, carecen de una estructura nudear definida, su 
genoma está constituido por un sólo cromosoma que consta de una única molécula de 
ácido desoxirribonudeico (ADN) bicatenario, dciprovista de membrana nuciear 
envolvente. 

Es frecuente la aparición de una o varias molÉHltJlas de AON mucho menores que el 
cromosoma e independientes del mismo (plásmidos y transposenes). Suelen ser 
prescindibles ·y se encargan de c:xx:lificar funciones bacterianas e" ocasiones muy 
especiales; Su citoplasma es muy rico en riboso11"1as (que son de mayor tamano que los 
de las células eucariotas) y muy pobre en organelos (carece de mitoeondrias, lisosomas, 
aparato de Golgi, etc). 

Las envolturas bacterianas son muy importantes y complejas. La mayoría de las 
bacterias poseen una pared que les confiere su tamano y forma característicos y en cuya 
composición cabe destacar Ja presencia de ácido murámico, elemento exclusivo de los 
procariotas, por debajo de esta envoltura aparece la membrana citoplasmática, muy 
similar a la de los eucariotas. 

Aunque existen miles de especies de bacterias diferentes. los organismos individuales 
presentan una de las tres formas generales siguientes: 

- elipsoidal o esférica 
- cilíndrica o en forma de bastón 
- espiral o helicoidal. 

las bacterias esféric.as o elipsoidafes se denominan cocos; muchas bacterias con esta 
forma presentan modelos de agrupación C1-J8 derivan de los diversos planos de división 
celular. 

Las células bacterianas cilindricas se denominan bacilos o bastones y presentan otros 
modelos de agrupación, así tenemos: Bacilos en cadena, bacilos en letras chinas o 
empalizadas, bacilos sin distribución especial. 
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Las bacterias helicoidales se .,.-esantan en general como células individuales, 
independientes; pero las células de las distintas especies pre8entan notables diferencias 
de longitud, número y amplitud de las espiras y rigidez de la pared. 

Las bacterias se clasifican según sus caracterlsticas tintoriales en Gram negativas y 
Gram positivas, Las bacterias que asumen en el cristal violeta son consideradas como 
Gram positivos y las que no lo retienen se tillen con safranina se les considera Gram 
negativas. 

Dentro de los bacilos Gram negativos de importancia clinica se p.-0 mencionar: 

FAMILIA GENEROS 
Escherichia 
Enterobacter 
K/ebsiella 

Enterobacteriacea 
Serratia 
Proteus 
Setmonella 
Shiaelta 
Citrobacter 
Yersinia 
Moroanelta 
Vibrlo 
Aeromonas 

Vibrionacea Pfesiomonas 
Campytobacter 
HelicobBCter 

Bacilos Gram Pseudomonas 
negativos no Aanetobac:ter 
fennentadores: Sterotrophomonas 
Pseudomonadaceae Morax.tllfa 

Flavobacterlum 
Haemophilus y Haemophitus 
relacionados Actinobacillus 

Pasterella 
Bacilos poco usuales Bo.-lla Bruce/la 

Francisella 
Legionella y otros 

ALGUNAS ESPECIES 
E.coli 
E. cloacae, E. agglomerans 
K. oneumoniae K. oxwmca 
s. marscesoens 
P. mirabilis, P. vulaarls 
S. tiohv. S. enteritidis 
S.sonr>e1, S.bowni S.flexnearl 
c. treundii e díWHSus 
Y. -stis Y. enterocolftica 
M. motoanii. 
V. cholt!Jrae, V. Parahaemo/yticus, 
V. vu/n;f;cus 
A. hydrophita 
C. jejuni, C. coli, C. fetus 
H. DYlorl H. r.inaedi 
P. aeruginosa, P. putída 
A. lowffl, A. baumannii 
S. mattophilia 
M. catharratis 

H. innuenzae, H. parahemolyticus 
A. actinomioeteoomitans. 
P. muttocida 
B.perlusi~B.abortus 
F. tuf-nsis 
L. pneumophila 
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FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE 

Es al grupo más granda y heterogéneo de bacilos Gram negativos de 
importancia dínica 
Hay 27 ~y 102 especies 
95% de aislamientos son de importancia clínica y pertenecen a 25 espacies. 
Son ubicuos y la mayoría forman parte de la flora del tracto gastrointestinal 
Son patógenos prtmarios: Shigella. Salrnonella. Yersinia pestis 
Son oportunistas: E coli. Enterobacter. Klebsiella. etc. 

Características: 
Son Bacilos Gram negativos, móviles, con flagelos. no &"P<>f"Ulados, se diferencias por 
sus características fenotípicas. la propiedad para crecer en medios selectivos y la 
resistencia a ciertos químicos y antibióticos. 

Factores da virulencia: 
Endotoxinas. cápsula. venación antigénica, producción de exotoxinas, expresión de 
factores de adherencia, supervivencia y multiplicación en la célula, secuestro de factores 
de crecimiento, resistencia a los factores del suero, resistencia a los antibióticos. 

FAMILIA VIBRIONACEA 
Género: Vibrio 
Especies: V. chOlerae. V. parahaemolyt;cus. V. vulnificus. V. alginolyticus V. cholerae 

Bacilos Gram negativos. crecen en medios alcalinos. flagelados, aerobio o anaerobio 
Factores de virulencia: enterotoxina del cólera: tennoestable y tennolábil, citotoxina. 
flagelo, adhesinas. 

Otros géneros: Aaromonas y Plesiomonas 
Microorganismos en fonna de coma. con flagelo y microaerofílicos. 
A. hydrophila. A. caviae A. sobria. P. shigelloictes. 

Géneros Campylobacter y Helycobacter C. jejuni. C. coli. C. fetus 

BACILOS GRAM NEGATIVOS NO FERMENTADORES 

Géneros: Pseudomonas, Acinetobacter, Sterotrophomonas, Moraxella. 

Especies: P.aeruginosa. P.putida. P.ffuoresoens. P.stutzeri, S.malfophilia, 

Características: Ubicuos, tienen flagelos, no son fermentadores, -.xMos obligados, 
capsulados, algunos po-.. pigmentos, se encuentran en el suelo, materia org6nica en 
descomposición, la vegetación y el agua. 

La colonización de estos microorganismos en población sana es da 6%, en pacientes 
hospitalizados de 36% y en pacientes inmunosuprimidos es da 68%. 
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Factores de virulencia: 
Pili, cápsula, endotoxina, exotoxina A, exoenzima S, elastasa y otras proteasas, 
fosfolipasa C. 

FAMILIA PASTEURELLACEAE 

Género: Haemophilus 
Especies: H. in"uenzae, H. parain"uenzae, H. ducreyi, H. Haemolyticus 
Características: Bacilos Gram negativos pequellos, parásitos obligados con 
requerimientos especiales para vivir. 
Factores de virulencia: 
Cápsula {ribosa, ribitol y fosfato). lípido A, Proteasa para lgA 1. 
Otros géneros: Actinobacillus y Pasfeurella 

OTROS BACILOS GRAM NEGATIVOS SIN FILIACIÓN DEFINIDA 
Géneros: Bordeteffa, Francisella y Bruoella 
Borcletella: cocobacilos Gram negativos pequellos.B. pertusis, B. parapertussis, B. 
bronchiseptica 
Francisella Sobrevive intracelularmente {facultativo) 
Bruce/la, B. abortus, B. melffensis, B. suis, B. canis. 

OTROS BACILOS MENOS FRECUENTES 

Familia: Legionelfaceae 
Género: Legionella, Tatlockia, Fluoribacter 
Especies: L. Pneumophila 
Patógeno intracelular facultativo, puede vivir en ambientes húmedos y temperaturas 
altas, evita la fusión del fagotisosoma. 

NOCARDIA Y ACTINOMICETOS RELACIONADOS 

Caracteristicas: Coloración inusual al Gram, se encuentran en el suelo, los vegetales en 
descomposición y los sistemas de ventilación, son filamentosos (similar a las hifas de los 
hongos), tienen un amplio rango de infecciones desde colonización: Streptomyces, 
neumonitis alérgica, micetoma { Actinomadura, Streptomyces, Nocardia), enfennedad 
pulmonar { Nocardia) e infecciones sistémicas { Nocardia), Nocardiasis: Enfermedad 
broncopulmonar, diseminación en piel o SNC, micetoma. 
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'4.-PLANTEAMIENTO DIEL PROBLEMA 

Las pruebas bioquímicas convencionales se utilizan para la identificación de 
microorganismos; se requiere de un estricto control de calidad en su operación, tiempo, 
dinero y esfuerzo para obtener resultados confiables. 

A el laboratorio microbiológico le conviene operar con menores costos, obtención de 
resultados más rápidamente y optimizar el espacio físico del área de trabajo, como lo 
hacen hoy en día los equipos automatizados en microbiología, con elevado grado de 
sensibilidad y especificidad pero a un costo mayor y no accesible para pacientes de 
bajos recursos. 

Es necesario comparar la confiabilidad diagnóstica entre un microsistema de 
identificación manual y las pruebas bioquímicas convencionales, esperando que la 
confiabilidad del microm6todo sea mayor o igual al 80% para que et laboratorio pueda 
sustituir un método por el otro y así ofrecer un servicio de calidad a menor costo y qu .. 
genere menos contaminantes. 

TF.SJq r.rm 
FALL.i: .. ~ 1 .:c: .diuEN 

17 



<-~1111(1<11'1..itSn cJt. rx.y¡.h7ü/6.ld ~' ,.,,,lr.- ur111u"cn.i..t,,,111mn,,uuJ1/r ,..,¡,.,,,.y~1 ht1ct<rri1u111 
.1'·/1u /,,,.....¡..,. hinqubni·~ ~u~Jra. 

5.- HIPÓTESIS 

Si se somete a experimentación la disminución del volumen de reactivo, a nivel de 
microlitros, como una modificación de las pruebas bioquímicas convencionales para la 
idernificación de bacilos Gram-negativos, manteniendo constantes el resto de las 
variables y se obtiene una confiabilidad diagnóstica mayor o igual al 80°.AJ. Entonces se 
contará con una alternativa de identificación bacteriana en el laboratorio, que dé 
resu'.tados confiables, satisfactorios y a un bajo costo 

6.- ou.n:TIVOS 

1 Comparar la confiabilidad diagnóstica para la identificación bacteriana entre un 
microsistema de identificaci6n manual y las pruebas bioquímicas ex>nvencioneles. 

2. Cuantificar la confiabilidad del miaosistema de identificación para averiguar si es posible 
sustr.u1r el método convencional. 

3 D•set'lar un miaosistema de identificación con menores canti-s de reactivo, lo que 
representa una disminución de costos y un beneliao ecológico. 
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7.- MATERIAL Y MÉTODOS 

7.1 TIPO DE ESTUDIO: 

La investigación,__ an - trabajo fue de tipo oomparalivo, longitudinal y i:roepec:tivo. 

7.2 POBLACIÓN. 

1. Se utilizat>n ce¡:-.~~ Gram negativas con registro ATCC. 

Las cepas~ fu«on conllidllrada• an función da los~ cm.wioa: 

7.2.1 CRITERIOS DE INCLUSIÓN 

1. Las cepas utilizmaa dllbs1 contar con registro ATCC. 
2. Las cepas daba*1 ..-~ i-:;1._ Gran negativas. 

7.2.1 CRITERIOS DE EXCLUSIÓN 

1. Cepas no viables 
2. Capas 11in registro ATCC 
3. Bacterias que no aon bacilos Gram negativos 

7.3 VARIABLES 

VARIABLE DEPENDIENTE: La WISibilidad y eapac:ifiQdad (confiabilidad diegi IÓ9tiell) 

VARIABLES INDEPENDIENTES 

1. La cantidad da ~io o~ pmra que la bacleria - inoculada 
2.T~ 
3.pH 
4.Atmóafera 
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7.4 RECURSOS 

7.4.1 MATERIAL DE VIDRIO 

Descripción 

Tubos de ensaye 
Tubos de ensaye 
Cajas PMri 
Pipetas oram
Pipetas~ 
Pipetas graduadas 
Matraces Ertenmeyer 
Matraces Ertenmeyer 
Vasos de pracipitados 

7.4.2 EQUIPO MAYOR 

Descripción 

ll'IQJbadora 
Ollaexpress 
Miaosoopio 6püco 
Balanza grana.ia 
Pipeta semiautomática 
Pipeta semiautomélica 
Placas de microelisa 

Tennór-.-o de 
in,,._..;ón parc:illl 

Especificación 

18x150mm 
15x 100mm 
15cm. 
5mL. 
10mL 
1 mL 
250mL 
1000mL 
250mL 

Cantidad 

50 
300 
50 
20 
20 
5 
10 
2 
10 

Especificación Cantidad 

Mapsa Mod. EC334 1 
Prosan 2016 cap.21 L 1 
Zeis Mod. 452904. 5, 10. 40 y 100x 1 
Dellego. 600g 1 
Trai-J>!llle20-1000µL 1 
Transferpette 100 µL. 1 
NUNC. esténla9 cltapa en empaque ind. 
de 96 pozos cAJ y 200 µL c:Jp 15 

-1 O a 26a' C. 8rmnnah 

1 
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7.4.3 EQUIPO MENOR 

Descripción 

MecMro 
MecMro 
Asas bacteriológicas 
Tripie 
Tela de alambre el asbesto 
Tiras reactivas irdcadolas de pH 
Algodón 
Gasa 
Papel estraza 
Frascos goteros 

7.4.4MATERIAL BIOLÓGICO 

Especificación 

0-14 

ámbar de 1 O mL 

CEPAS BACTERIANAS ATCC 

1. Eseherichia co/i ATCC 2536 
2. Escherichia coli ATCC 11229 
3. Salmonella typhi ATCC 6539 
4. Shigel/a flexneri ATCC 12662 
5. Pseudomonas aeruginosa ATCC 2561 
6. Aeromonas hydrophila ATCC 7966 

Cantidad 

3 
2 
5 
2 
2 
1 caja 
1 paquete 
1 rollo 
1 rollo 
10 

7. Staphylococcus aureus ATCC 6538 (cepa que no participó en el esludio) 
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7.4.5 MEDIOS DE CULTIVO 

Descripción 

MedioUA 
Medio MIO 
Agar Citrato da Simmons 
AgarTSI 
MedioSIM 
Caldo urea 
Agar fenilalenina desaminasa 
CaldoKCN 
CaldoRM\IP 
Medio OIF Hugh-l.eifson 
Caldo ba9e rc;o da fenal 
AgarEMB 
Agar Me Conkey 
Agar Sangre 
Agar Sal y Manital 
Agar Soya bipticasa 
Caldo Muller Hinton 

7.4.6 REACTIVOS 

Reactivo 

KOH 
a-naftol 
FeCb 
lndicadcr ro;o da metilo 
Reactivo de Kovacs 
Agua 
Faso. 
KCN 
Glucosa 
Somitol 
Manitol 
Lac:losa 
Sacarosa 
Arabinosa 

Especificación 

Bioxon 
Bioxon 
Bioxon 
Bioxon 
Bioxon 
Merck 
Merck 
Merck 
Bioxon 
Bioxon 
Bioxon 
Merck 
Merck 
Bioxon 
Bioxon 
Bioxon 
Bioxon 

Especificación 

solución al 40 % 
solución al 5 % 
solución al 10% 
solución al 0.02 % 
Merck 
destilada 
aiSlales Merck 
ai-Merc:k 
Man:k grada ....:tivo 
Merck grado .--:tivo 
Men:t< grado reactivo 
Merc:k grado .--:tivo 
Merc:k grado .--:tiYO 
Men:t< grada .--::tivo 

Cantidad 

1 fra900 
1 frasoo 
1 frasco 
1 frasco 
1 frasco 
1 fra900 
1 frasco 
1 frasco 
1 frasoo 
1 frasco 
1 frasoo 
1 frallCX> 
1 frasoo 
1 frasoo 
1 frasco 
1 frasco 
1 frasco 

Cantidad 

1 frasoO galero 
1frasco~ 
1 frallCX>~ 
1 frasoo gotero 
1 frasoo 
SOL 
1 frasoo 
1 frasoO 
1 frasoO 
1 frasoO 
1 frasco 
1 fra9co 
1 frasoO 
1 frasoO 

22 
/ TESrn r:nn / ~AL.LA IiE UfüGEN 



e~"" _.pabilidad ~.,,,,. un~ -d. idrnt;¡itt><Wn bndlliana 
y,,,.,,,,_,,._,_~-

7.5 METODOLOGIA 

La parte experi~I de -e estudio se realizó de la ~ienle ...__..., 

DIAGRAMA DE FLU.JO 

Preparación del equipo da trabajo 

Resiembra, tinción Gram y pruebas bioquimicas para las cepas ATCC 

Producción de los medica de cultivo para tubos y placas 

Preparación de laa su~siones bacterianas 

Dosificación de los medios en los tubos v llenado de las olacas 

Inoculación de ambos método• 

Incubación de tubos v ciscas 

Lectura de las resultados a las 4, 6. 12, 18 v 24 hs 

1. P.._-ación del equipo de trabei<>-
- Verificación de las t~uras reportadas por la incubadora I• a..i.s debai de 
encontrarse en el rango de 37"C :t: 0.1ºC. 
- Esteriliz.ación del ,._;a1 de viaio que requiera este trataniento, como cajas Petri, 
matraces y pipetas con calor húrTmdo en la olla mcpress a 121° C y 15 lb ct..ante 15 min. 
- El material termolábil como las puntas de plástico para laa pipetas a.niautométicas ae 
es!erilizó bajo las c::ondic:ior.s ~alas de vapor h~ a 10 lb <*M'aite 15 min. 3 

- Sanitización del áea de trabaio con...,.. soluc:i6n de fanol al 1~. 
- Eliminación de la corriente de aire .._... pudiese contami..-- al proce90. 
- Creación de un sistema ambiental de s.ni~lización euc•idieudo loe n-=tMios Filllw 
durante 10 min. 

2. Tratamiento de l\Jlina para las cepas ATCC. 
- Aislamiento de cepas en agar Me Conkay, EMB y agar -.gre, Laa cmacteristicas de las 

colonias aisladas de cada cape detMl1 mincidir con las ~ en la literalura. 
- llnción de Gram, misma que debe -illfaca" las __,kaeiol _ tintonmea de cada cepa. 
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- Identificación bioquímica de rutina para cada~ bacteriana. 
- Resiembra en ager soya lriplicasa. 

3. Preparación de los medios de cultivo del método convencional. 
- Los medios de cultivo: Caldo RMVP, caldo KCN se piepe1aron pesando las cantidades 
necesarias en la balanza granataria y procadíendo ccnfonne a las indicaciones que refiere el 
fabriCSlle; di90lviendo el medio, hirviendo 1 min, dosificandO en tubos y esterilizando bajo 
condiciones normales. 
- Para los ~ que evaluwon la "'"'-'tación de los cart>ohiáalos - praparó la base rojo 
de fenol y se le adicionó un 1% de cada cartlohickato (sort>itcl, manito!, lactosa, sac:aosa 
arabtnosa, glucosa) para pollleri~e esterilizanoe a 121° C y 1 o lb durante 1 o min, a fin de 
evitar la carameliz.aeión de los cart>ohidratos. 
- El caldo urea se pnopmó y -erifiz6 a 121ºC y 10 lb '2Jrante 10 min. 
- Los medios de cultivo sólidos LIA, MIO, SIM, Citrato de Simmons, TSI y fenilalanina 
desaminasa, se pi-a Di 1 procediendo conforme a las indicaciones que refiere el fabricante, 
pesando las C1111tidlldes ..-::eaarias en la balanza ~a. disolviendo, hirviendo 1 min, 
dosificar y esterilizar t>e;o condiciones norma-. para después dejar solidificar en torma 
indinada los medios que req.-fan la formación de un pico de flauta. 

4. Prepwación de las cepas. 
- Resiembra de las cepas en tubos inclinados por estría auzada en agar soya tripticasa. 
- Incubación durante 24 hs a 37" C. 
- Para cada cepa, se tomaron dos asadas del crecimiento bacleriano y ~ en 3 mL 
de caldo Muller Hinlon estéril. 
- lncutsción hasta alcanza" una turbidez equiparable con la que 99 obserVa en el tubo 5 del 
nafelómetro de Me Fanand (aprox. 2 hs). (Este proceso se consideró para la inoculación de 
los medios liquides con ~n bacteriana). 

5. Preparación de los medios de cultivo en las microplacas. 
- Las placas de ELISA se llenaron una por una coufom>e se ..__ta su utilización, bajo 
especi-.. cuidados para gowantizar la esterilidad ,......_;da por el e~o. 
- Los medios de cultivo se prepararon previ...--.te bajo las mismas condic:ior>es que el 
método convencional en tubos de ensaye de 13 x 100 mm con una torunda de gasa y 
algodón. 
- El llenado de los pozos se realizó, adicioi a Ido 90 µL de medio oon el uso de una pipeta 
semiautomática de vol..,_, variable y con puntas de plástico -...;1;~ como se ~ 
con anteriolidad, q.-dlindo la placa lista para inocu .... de la ~..--a: 
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Cuadro 1. Posición de los ITIMlios líquidos en la placa de ELISA. 

A 
B 
c 
o 
E 
F 
G 
H 

Donde: 

urea 
urca 
urca 
urea 
urea 
urca 
urca 
urea 

2 
RM 
RM 
._ 
RM 
RM 
RM 
RM 
RM 

Urea = Caldo urea 
RM = Rojo de metilo 

3 
VP 
VP 
VP 
VP 
VP 
VP 
VP 
VP 

VP = Vagues Prosiu.-
Ara = Caldo RF + arabinosa 
Glu = Caldo RF + glucosa 
Lac = Caldo RF + lactosa 

4 .... ... 
11111 

&ni 

ara ..... 
•ra 
ara 

5 
glu 
gtu 
gtu 
glu 
glu 
gtu 
glu 
glu 

6 7 8 9 
lac man sac ..... 
lac man sec sor 
lac ....., sac sor 
lac man sac sor 
lac man sac sor 
lac man sec sor 
lac man sac sor 
lac man sac sor 

Man = Caldo RF + manilol 
Sac = caldo RF + sacarosa 
Sor = Caldo RF + 90fbilol 
Xil = Caldo RF + xilosa 
s/KCN = Caldo sin KCN 
clKCN = Caldo con KCN 

10 
Jdl 
Jdl 
Jdl 
Jdl 
Jdl 
Jdl 
Jdl 
>Cil 

Cuadro 2. Posición de los medios sólidos en la placa de ELISA. 

A 
B 
c 
o 
E 
F 
G 
H 

Donde: 

OFs/s 
OFs/s 
OFs/s 
OFs/S 
OFs/s 
OFs/s 
OFs/s 
OFs/s 

2 
OFcls 
OFCls 
OFCIS 

OFC/s 
OFC/s 
OFcls 
OFc/s 

OFc/s 

3 4 5 
MIO CIT LIA 

MIO CIT LIA 
MIO CIT LIA 
MIO cr,~ LIA 
MIO CIT LIA 
MIO CIT LIA 
MIO crr LIA 

MIO CIT LIA 

6 7• e• 9 10· 
eai. - - SIM SIM 
Bala 0ala 0ala SIM SIM 
0ala 0ala 0ala SIM SIM 
0ala 0ala 0ala SIM SIM 
0ala 0ala 0ala SIM SIM 
0ala 0ala 0ala SIM SIM 
0ala 0ala 0ala SIM SIM 
0ala 0ala 0ala SIM SIM 

11 
slKCN 
slKCN 
slKCN 
slKCN 
s/KCN 
slKCN 
s/KCN 
slKCN 

11· 
SIM 
SIM 
SIM 
SIM 
SIM 
SIM 
SIM 
SIM 

OF sis = Oxidación - F9fTTlaltaeión sin sello 
OF c:Js = Qxidación - F~ón con sello 
0alan = Agal" ~ desaminaaa 

MIO = Medio movilidad indol orniti,... 
CIT = Citráo de Simmons 
LIA = Medio LIA 

SIM = Medio SIM TS 1 = Medio TSI 

12 
clKCN 
clKCN 
clKCN 
clKCN 
clKCN 
clKCN 
clKCN 
clKCN 

12 
TSI 
TSI 
TSI 
TSI 
TSI 
TSI 
TSI 
TSI 

Nota. ( • ) Medios .--vados para la lecltla de los metabolitos que requieran .--::tivos 
adic:ionalas. 
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6. Inoculación de las cepas. 
- La inoculación en los medios del método convencional se realizó como lo realiza tradicional 
el laboratorio de microbiología. 
- El método a p~ contiene dos tipos de inoculación: 
a) En medio liquido.- En cada pozo se adicionaron 10 µL de la suspensión bacteriana 
ajustada su turbidez a 0.5 del nefelómetro de Me Far1and (anexo B, Pág. IX). 
b) En medio sólido.- La inoculación de los medios sólidos se realizó pcr medio de picadura 
con el asa bacteriológica recta, tomando con la punta una asada de un aislamiento de 24 hs 
- La inoculación de las cepas en las placas, tanto para sólidos como para líquidos fue de la 

siguiente forma. 

Cuadro 3. Posición de la inoculación de las cepas en las miaoplacas. 

A 
B 
c 
o 
E 
F 
G 
H 

7.- Incubación. 

SIN INOCULO -(CONTROL NEGATIVO\ 
Escherichia coli ATCC2536 
Escherichia coli ATCC 11229 
Salmonel/a ~nh.i ATCC 6539 
Shioella flexneri ATCC 12662 

Pseudomonas aen.ninosa ATCC 2561 
Aeromonas hvdronhila ATCC 7966 
Sta us aureus ATCC 6538 

Una vez inoculada una placa y los tubos correspondientes del método estándar, se 
sometieron a incubarse bajo las mismas condiciones ambos métodos a 37" C durante 24 hs. 

8.- Lectura de resultados. 
- Cada pozo y cada tubo fue leido en forma visual a las 4, 6, 12, 18 y 24 hs, excepto las 
pruebas que requieren reactivos adicionales, las cuales sólo se leen a las 12, 18 y 24 hs . 
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C<Nryrarr1n"'ún ~r CT~I ~ a11rr un miaoaiaUnra tnanUO/ ck ~ bact«iana 
yla11~~COI~. 

a.- DISEÑO ESTADISTICO 

8.1 PARAMETROS DE CONFIABILIDAD. 

Los paiámebos -.clístioos ~ aon: 

SenslbllldMI.- Es la capacidad para delectar un estado anormal (......-ros positivos) ..-:liante 
una determinada prueba.17 

~ltlc:idl9d.- Es la capacidad de obt...._. resultados normales en pruebas ,_iivas 
(verdaderos negativos) ..-:ti- una determinada prueba.17 

v .. or po9dlc:ll- _..,,,., (VPP).- Es la probabilidad de que una prueba sea poSitiva. 

v.ior po9dlc:ll-..........., (VPN).- Es la probabilidad de que una prueba sea negativa. 

Indice de f.tw poeillYos (IFP).- Es la probabilidad de que el .--.oltado positivo sea erróneo. 

Indice de f.tw negmllvo (IFP).- Es la probabilidad de que el r-'lado negativo sea erróneo. 

El cálcuk> de estos peo ámelJ o.s utiliza la siguiente tabla de contingencia: 

MICROMÉTODO 
oositivo 
n.-»ativo 
TOTAL 

Donde: 
A = Verdadero positivo 
B = Falso negalivo 
e = Falso negalivo 
D = Verdac:Iero positivo 

oositivo 
A 
e 

A+C 

Las fórmulas estadísticas ¡¡picadas 110n: 

p...,_., 
Sensibilidad 

E 
ValCK.,. ,DC>Sirivo 
Valor ~ 

Indice de~ .-..-mvos 
Indice de f.._ .-ivos 

~· 
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TODO ESTANDAR 
neu1u:ivo 1 TOTAL 

B 1 A+B 
D 1 C+D 

B+D IA+B+C+D 

Fórmula 
Sen - A I (A+C) 
EllD 
VPP 

VPN 
IFP 
IFN 

DI B+Dl 
Al A+Bl 
DI rC+Dl 

Bll A+Bl 
CI C+Dl 

rr_:;;c•rs r~nF 
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Comparoei&n deo ~ ~lica ~~ un~ tnanualdl> idr.nlifiruc:i6n badniana 
_..,·/napn.baabioqulmica. ~-

8.2 INTERVALOS DE CONFIANZA 

Se pueden calcular los intervalos de confianza correspondientes por las siguientes 
expresiones: 

SENSIBILIDAD A ± z,~,.J (A/Co)(C/Co) 
---x:n:; co 

ESPECIFICIDAD = __Q_ ± Z 1~ 12 J (D/C1 )(B/C1 ) 

B+D ....,¡ 1 

Donde Z •~12 es 1.960 (de tablas) para una comtanza (1 - a) de 95%. •• 

8.3 TEOREMA DE BAYES 

La probabilidad de encontrar una cepa correctamente identificada si se obtiene un 
resultado positivo en una prueba P (El+) está dada por: 

p (+/E) P(E) 
P(E/+) = 

P (+ I E) P (E) + P (+ I Ec) 
Donde: 

P(+/E) =Probabilidad de obtener una identificación correcta cuando realmente lo es. 
P ( E ) = Probabilidad de la identificación sea correcta 
P (+ I Ec) =Probabilidad de tener una Identificación incorrecta 
P ( EC ) = Probabilidad de que la identificación sea incorrecta 

8.4 ÍNDICE KAPPA DE COHEN 

Para evaluar la concordancia entre los resultados que reportan ambos métodos se utiliza 
Kappa de Cohen, basada en la comparación de la concordancia obsavada en un 
conjunto de datos con re~o a la que podría ocurrir por simple azar. 18 

Si se denota la concordancia observada como Co y la esperada por azar como Ca, la K 
de Cohen es:•• 

Co - Ca 
K= 

- Ca 



CtN11fNUT1r.il>n. <¡,. rx.yia111."/idtKI 'hUp,l&rti.cn r-rllrr un nu°aT.i.sl~ m1uuuú '~ 1"dt-n1ificocid11 bncl~rr(Jna 
y lca.t pn~ bi'uqu/rnÚ':ttM ~'t.11uJr>lf. 

Para lo cual utiliza la siguiente tabla de contingencias, que es útil para poder comparar 
los resultados aportados por el microsistema de identificación manual con los resultados 
de las pruebas bioqufmicas convencionales. 

CONCORDANCIA ENTRE DOS METODOS DE lDENTIFJCACION 

METODO ESTANDAR 
E 1 E- 1 TOTAL 

RESULTADOS 1 + 1 1 ro 
DELA 1 - 1 1 r1 

PRUEBA 1 TOTAL Co 1 C1 1 n 

-cuando K es cero indica que la concordancia observada coincide con la que ocurriría por 
.!limple azar, los valores positivos señalan mayor concordancia que la esperada por azar. 
siendo uno (1) el valor asignado a la concordancia perfecta. 
A la hora de interpretar el valor de K es útil disponer de una escala como la siguiente:'° 

Valor8Clóndel lndlceK~ 
Valordek Fueaadela 

concordancia 
<0.00 sin concordancia 

0.00-0.20 insianificante 
0.21 -0.40 discreta 
0.41 -0.60 moderada 
0.61 -0.80 sustancial 
0.81 -1.00 caSiDfKTBCf.a 

Si K tomara un valor negativo sel'lalaria discordancia, llegando hasta menos de uno (-1) 
para señalar la discordancia total entre los dos métodos diagnósticos correspondientes. 
El calculo de K en la tabla de 2 x 2 es: 18 

K=]'ICa+d)-R 
N' -R 

Para calcular el intervalo de confianza para la concordancia es necesario estimar la 
desviación estándar correspondiente, que es el error estánclaf' de K o la raíz cuadrada de 
Ja varianza de estimación 

Donde 
U= ro ea 
t = r,c, 
R =u+ t 

s'" = l!_(J'o! +R/ N > - U Crp + Ql) - t C (!:!:..&i) 
R' + N' ( N' -2R ) 
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e~. oonjiabiliJad diap;láUica aJlrr un.~ mruwa/ <1' i<J,.n/ijirur.i6n bacteiana 
y ln11 ~ bioqulrnicna «#U...aa,ta'-. 

Para una confianza del 95%, el intervalo de confianza para K está dado por: 
K ± (1.960) (S,,) 

Cuando los límites son amplios y el cero queda incluido en el intervalo se puede pensar 
que no existe elev- concordancia entre los dos métodos, por el contrario si el cero no 
está induido en el intervalo existe alta concordancia entre 109 m6todos. 
Una técnica alternativa al cálculo da los intervalos de confianza as la prueba del grado de 
concordancia. 

B.5 PRUEBA PARA GRADO DE CONCORDANCIA 

Esta estimador es útil para ~ si los resultados muestran une diferencio significativa con 
~ a la cancordancia que - ~rfa por azar o bien si aólo - tiene una 
c:o< iCOI ciar lcia similar a la que ocurrirla de ~ aleatoria. 18 

Para realizar la prueba se tiene al estimador de Kappa de C~ y la varianza de estimación 
conforme a lo ~ se set\ala anteoioo1110t,..,, y se calcula CO, que se axnpara con la 
distribución de X con un grado de lii:-tad y el nivel de a c:onuspondiente. 18 

K' 
co = 

S'(K 

Así cuando CO es significativamente mayor que 3.84 para a = 0.05, sel\ala que la 
concordancia o la discordancia, según fue el signo de K se aleja significativamente de 
cero, lo cual indica que el acuerdo o el desacuerdo entre los dos métodos as mayor que 
lo que se esperarla por azar y se puede afirmar, con una probabilidad a = 0.05, que 
exista una concordancia real entre ambos métodos. 
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9.- RESULTADOS 

9.1 CONFIABILIDAD DIAGNÓSTICA DEL MICROMÉTODO 

9.1.1 Confiabilidad diagnóstica del mia ornélodo en forma ~· 

Tabla No.1.-RESUL TADOS GENERALES DE LIQUIDOS Y SOLIDOS 
Lectura SEN ES:> VPP VPN IFP IFN P(EI) P(EI-) Límlesde Limlesde K co MPvaMT sen-~ 

24vs24 0.644 0.823 0.783 0.730 0.244 0.270 0.950 0.935 57.5 - 71.2 77.2-87.3 0.471 196.1 

18 vs 18 0.728 0.720 0.702 0.745 0.298 0.255 0.929 0.938 67.5-78.0 66.9 -77.0 0.447 256.0 

1Svs 24 0.682 0.802 0.74 0.749 0.255 0.251 0.949 0.942 62.9-73.3 76.1 -84.3 0.487 329.4 

12vs24 0.701 0.852 0.812 0.757 0.188 0.243 0.970 0.955 65.0-75.1 81.4-88.9 0.556 380.2 

6vs24 0.605 0.885 0.814 0.692 0.186 0.308 0.961 0.925 55.2-85.8 82.8-90.1 0.472 338.6 

4 vs24 0.491 0.899 0.83 0.638 0.171 0.382 0.957 0.889 43.7-54.4 86.6-93.1 0.39 314.2 

Tabla general de vmlores de c::onfillb9ded dMlgnóllllica def míll:odo en pillea de EUSA en l'1!!llad6n oon et málOdo oanvttncional 
en tubo. (Significl.io de las siglas se encuentno en el""""" C P8g. X) 

9.1.2 Confiabilidad diagn6stica seglil el 8Sado físico del medio 

Tabla No.2.- RESULTADOS GENERALES DE MEDIOS LIQUIDOS 
Lectura 

SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(El•) P(E/-) Limlesde Lfml:esde K co 
MPvsMT senaibilidmd especifiáded 

24vs2" o.sos 0.1138 0.1124 0.1120 0.1711 0.1llO 0.9711 0.9711 73.11-117.3 77.8- 90.0 0.643 1119 

18vs18 0.788 0.887 0.733 0.1197 0.267 0.103 0.979 0.985 119.7- 117.3 81.7- 91.8 C.840 1119 

18 vs 24 0.873 0.875 0.1111 O.ll04 0.22 0.1115 0.971 0.983 58.0- 78.3 82.3- 92.8 0.581 150 

12vs24 0.824 0.1199 0.77 o.as 0.11 0.149 0.9119 0.9115 75.0-89.0 84.9- 94.11 0.72 192 

6vs24 0.810 0.1123 0.111 0.112 0.111 0.1711 0.1175 0.978 74.0-118.0 75.95-811.7 0.11311 1117 

4vs24 0.704 0.1158 0.73 0.743 0.1119 0.256 0.972 0.953 82.11-711.2 79.8- 91.5 0.58 151 

Tabla de oonl\a- d'-"'611ca las ..-I~ del mModo en placa de EUSA en ráaci6n con el m61odo COl1VeOdonal 
en 1.-. (Slunllcado de l8s Siglas !le.....,._,,,.. en el..,_, e ~·X). 
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Lectura 
MPvsMT 

241vs241 

18 VS 18 

18vs241 

12vs2• 

6vs24 

4vs24 

Camporuci6n ~ ~ cfiugwJatú:o ~ Ul1 nu"avtrilakntn ma11ua/ ck idenlijicud6n buc:btrianu 
yfu.pnMÓaa binqufmiana ~-

Tabla No.3.-RESUL TADOS GENERALES DE MEDIOS SOLIDOS. 
SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(EI+) P(E/-) Lim•esde Limtlesde 

sensibilided .., 
0.1175 0.7118 0.75' 0.7111 0.248 0.2114 O.IM5 0.931 111.0-73.9 73.2 - 114.3 

0.702 0.727 0.111111 0.7•1 0.313 0.259 0.1123 0.1130 113.11- 711.7 116.11- 711.8 

0.1122 0.1121 0.7113 0.702 0.2311 0.298 0.948 0.1123 55.4-1111.0 711.9-117.2 

0.833 0.1164 0.11111 0.1137 0.319 0.1113 0.1163 º·- 5'.9- 71.8 82.4-90.4 

0.•75 0.8112 0.815 0.!!30 0.185 0.370 0.950 0.880 40.11- 5'.4 114.9- 93.4 

0.353 0.928 0.828 0.51111 0.172 0.411 0.9'5 0.11311 28.7 - •1.8 89.0 - 911.2 

K co 
0.4114 191.5 

o.•211 17•.ll 

0.448 11111.0 

0.507 207.3 

0.31111 181.5 

0.279 189.11 

T-de~..._,_,.,._,,_ ___ mél-.en placa de EUSA en ráad6ft con 111 método ~I 
en tubo. (Slgnlllcado de las siglas se enammra en et "'1IDID e Pág. >Q. 

9.1.3 Confiabilidad diag16stica del micrométodo por cada prueba bioquímica. 

9.1.3.1 Medios líquidos 

Tabla No.4.-CALDO UREA 
Lectura SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(EI+) P(EI-) Limilesde Lim•esde K co MPvaMT sen-
24vs24 0.000 1.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 O.O-O.O 1.00-1.00 0.000 0.000 

18vs18 0.000 1.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 O.O-O.O 1.00-1.00 0.000 0.000 

18Vs24 0.000 1.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 O.O-O.O 1.00-1.00 0.000 0.000 

12VS24 0.000 1.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 O.O-O.O 1.00- 1.00 0.000 0.000 

11Vs2• 0.000 1.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 O.O-O.O 1.00-1.00 0.000 0.000 

•Vs24 0.000 1.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 O.O-O.O 1.00-1.00 0.000 0.000 

Tabla de ~ ~ _,. la prueba de urem del mét<xb en placa de EUSA en ""8clión con 111 rnál<xb 
convendonal en tubo. (Signlllcmto de las siglas se.....,._.,,, en 111 .,_,,e Pág. X). 



Lectura 
Mf>v9MT 

2~VS24 

18vS18 

18Vs24 

12Vs24 

BVs24 

4Vs24 

C~dL- ~iobilidod rlit~r-nlrr un~manunlrlir~bar.uriana 
yh»pn"'-~ ~-

Tabla No.5.-ROJO DE METILO lRM-VPl 
SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(El+) P{E/·) Ll--de Limhsde 

sen Si- ad 

0.550 0.750 0.917 0.250 0.083 0.750 O.IM9 0.737 0.332 0.77 0.329 1.2 

0.875 1.000 1.000 0.9'1 0.000 0.059 1.000 0.998 0.848 1.10 1.000 1.0 

0.350 1.000 1.000 0.235 0.000 0.785 1.000 0.810 0.141 o.se 1.000 1.0 

º·' 
1.000 1.000 0.250 0.000 0.750 1.000 0.887 0.185 0.81 1.000 1.0 

0.4 1.000 1.000 0.250 0.000 0.750 1.000 0.887 0.185 0.81 1.000 1.0 

0.3 1.000 1.000 0.222 0.000 0.778 1.000 0.550 0.099 0.50 1.000 1.0 

K co 

0.187 7.20 

0.903 21.88 

0.15 12.QQ 

0.18 13.20 

0.18 13.20 

0.13 12.80 

Tabla de contta- diagn69ticlo po1111 la - de Rojo de - del mModo en pl8ca de ELISA en relación con el 
método oorMHl<iof>al en 1.-. (~de las 5'glas oe encuentnt en el anexo e~- X). 

Tabla No.6.-VOGUES PROSKAUER 
Lectura SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(E/+) P{El-) Um•esde Umlesde K co MP'vsMT sen- A!IKll'tcificidm 

24vs24 0.000 1.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 o.o-o.o 1.00-1.00 0.000 0.000 

18vS18 0.000 1.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 o.o-o.o 1.00-1.00 0.000 0.000 

18Vs24 0.000 1.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 o.o-o.o 1.00-1.00 0.000 0.000 

12Vs24 0.000 1.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 o.o-o.o 1.00 - 1.00 0.000 0.000 

BVs24 0.000 1.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 o.o-o.o 1.00-1.00 0.000 0.000 

4Vs24 0.000 1.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 o.o-o.o 100-100 0.000 0.000 

Tabla de~ dl8gnó9bca _..la - v_,es ~del rn6lcñ> en JJf9ca de EUSA en rel- con et 
método """"""°°'1 en 1.-. (SO*lc8do de i.s sigln se.....,._,.,., en el__,, e ~-X). 
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Lectura SEN MPvsMT 

24vs24 0.1113 

18vS18 0.8117 

111Vs24 0.5113 

12Vs24 0.111111 

11Vs24 0.775 

4Vs24 0.1125 

<~ dt: ~uibilidud ~ ~ un naicrolliakrlnu nuuwu/ J, ürnti/inu:í"tsn lxirbrianu 
:r la.,,,.,._,,...,.,,,..,,_ ~~-

Tabla No. 7.-CALDO ROJO DE FENOL + ARABINOSA 
ESP VPP VPN IFP IFN P(E/+) P(EI·) L1m•esde LimM:esde 

sen si~ 
0.1175 0.1129 0.700 0.071 0.300 0.9llO 0.972 0.112 - 1.00 0.114-1.10 

0.917 0.8119 0.733 0.111 0.2117 0.9114 0.954 0.40- 0.93 0.711- 1.07 

1.000 1.000 0.533 0.000 0.487 1.000 0.1193 0.31 - O.llO 1.00-1.00 

1.000 1.000 0.1115 0.000 0.3115 1.000 0.948 0.48-0.111 1.00 - 1.00 

1.000 1.000 O.llOO 0.000 0.200 1.000 0.9"2 0.71 - 1.03 1.00 - 1.00 

0.1175 0.909 0.5311 0.091 0.4112 0.1173 0.895 0.38- 0.86 0.64- 1.10 

K co 
0.1147 111.03 

0.5113 14.113 

0.4112 15.llO 

0.5115 17.0ll 

0.1124 20.40 

0.432 12.42 

Tabla de =-- dlagnóstic8 para la - de Rojo <>e fenal con arabinosa del mélodo en - de EUSA en reladón 
con el métOdO convendonal en tUbo. (Signillcmlo de las siglas se encuentra en el anexo e PAlg. X). 

Tabla No.8.-CALDO ROJ!l DE FENOL + LACTOSA 
Lectura SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(EI+) P(E/-) Lim•esde Limilesde 

K co MPvsMT senstbHktad -lld 

2•vs2• 1.000 0.813 0.727 1.000 0.273 0.000 0•2 1.000 1.00-1.00 o.e2-1.oo 0.74 111.0ll 

18vs18 1.000 0.1175 O.llOO 1.000 0.200 0.000 J.11112 1.000 1.00 - 1.00 0.71 - 1.03 0.112 20.40 

18Vs24 1.000 0.875 O.llOO 1.000 0.200 0.000 0.9"2 1.000 1.00-1.00 0.71 - 1.03 0.82 20.40 

12Vs24 1.000 1.000 1.000 1.000 0.000 0.00. 1.000 1.000 1.00- 1.00 1.00- 1.00 1.00 24.00 

6Vs24 1.000 0.&311 0.81111 1.000 0.111 o.~JO 0.91111 1.000 1.00-1.00 0.111 - 1.05 0.111 22.00 

4Vs24 1.000 0.11311 0.8119 1.000 0.111 OJOO 0.91111 1.000 1.00- 1.00 0.81 - 1.05 0.111 22.00 

Tabla de~~ para la_.., Rojo <>e fenal con la<2osa del mélodo en placa de ELISA en-. 
con el método convenaonm en tubo. (SignlllcMk> e las sigles se encuentra en el -.exo e P6g. X). 
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Lectura SEN MPvsMT 

24vs24 0.958 

18Ys18 1.000 

1BVs24 1.000 

12Vs24 1.000 

6Vs24 0.875 

•Vs24 0.633 

Conyxuoción~ ~/ dingr6.tú:a~n1n un~nwinua/~~~ 

..,.,,,.,.,,.,,.,,.,,.,,,,.,,,,.._ ----· 

Tabla No.9.-CALDO ROJO DE FENOL +GLUCOSA 
ESP VPP VPN IFP JFN P(E/+) P(E/-) Lim•esde Lim•esde 

sensl- 8d 

0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.000 0.87- 1.03 0.0-0.0 

0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 1.00-1.00 o.o-o.o 
0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 1.00 - 1.00 O.O-O.O 

0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000 1.00- 1.00 O.O-O.O 

0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.000 0.74 - 1.00 O.O-O.O 

0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.000 0.1111- O.IMI o.o-o.o 

K co 
0.00 0.000 

0.00 0.000 

0.00 0.000 

0.00 0.000 

0.00 0.000 

0.00 0.000 

Tabla de contl-.i diagnóstica _.. Ja ~ de Roí<> de fenoJ ooo glucosa - mél,_ en placa de ELISA en reladón 
con el métocto COflYencional en tubo. (Signiflc.-to de las Siglas se encuentra en ol anexo e P6g. X). 

Tabla No.10.-CALDO ROJO DE FENOL + MANITOL 
Lectura SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(E/+) P(E/-) Lim•esde Limttesde K co MPvsMT sen- 8d 

2•vs24 0.900 1.000 1.000 0.400 0.000 0.600 1.000 0.923 0.•9- 0.80 1.00-1.00 0.44 15.38 

18vs18 0.750 0.500 0.8112 0.2116 0.118 0.71• 0.9511 0.854 0.511-0.94 0.01 -0.99 0.19 5.244 

18Vs24 0.750 0.500 0.1182 0.2116 0.111!1 0.714 0.9511 0.654 0.58- 0.94 0.01 - 0.99 0.19 0.19 

12Vs24 0.900 1.000 1.000 0.1167 0.000 0.333 1.000 0.992 0.78- 1.03 1.00 -1.00 0.75 0.750 

6Vs24 0.900 1.000 1.000 0.1167 0.000 0.333 1.000 0.11112 0.711!1-1.03 1.00-1.00 0.75 0.75 

4Vs24 0.1167 0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.000 0.47-0.85 0.00-0.00 0.00 0.000 

Tab6a de~ dlagnósllca _..la P.- de Rojo de fenoJ ooo manltol - - en placa de EUSA en reladón 
con el mél_, con1r11r><*x181 ent.-. ~de las siglas,,.,~ en el - e Pllg. X). 
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L-- SEN .........,. 
24vS24 0.917 

18vs18 0.875 

18Vs24 0.833 

12Vs24 0.833 

8Vs24 0.917 

4VS24 0.917 

Compatuci6n de ~ dfat!.n&ei'cn ,.nb? un minv.Uunra PJal1UO! de iJurlijicacidn backriana 
.Y/~,,,.,.,_ bioquúniom ~. 

Tabla No.11.-CALDO ROJO DE FENOL + SACAROSA 

ESP VPP VPN IFP IFN P(E/+) P(E/-) Limites de Umftesde 
senslbilid.ct ~-

0.917 0.917 0.917 0.08 0.083 0.9118 0.9118 0.78- 1.07 0.78-1.1 

0.500 0.487 0.889 0.53 0.111 0.814 0.952 0.64- 1.10 0.25-0.7 

0.583 0.M7 0.778 0.33 0.222 0.907 0.944 0.82- 1.04 0.30- 0.9 

0.887 0.714 O.llOO 0.28 0.200 0.9311 0.980 0.82- 1.04 0.40-0.9 

0.417 0.811 0.833 0.311 0.187 0."83 0.952 0.76 - 1.07 0.13 - 0.7 

0.500 0.847 0.857 0.35 0.143 0.899 0.987 0.78-1.07 0.21 -0.8 

K co 

0.83 20.00 

0.308 10.40 

0.42 10.87 

0.50 12.34 

0.33 10.87 

0.42 12.10 

T-.. - ~--..,_..la - de Rojo de fenal con sacarosa det m61odo en pleca de EUSA en i-.. 
con el método <::on'W'encionml en tubo. (~de Jas siglas 9111 encuen1n1 en el___, e Pig. X). 

Tabla No.12.-CALDO ROJO DE FENOL + SORBITOL 
Lectura SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(E/+) P(EI-) Lim•es de Límlesde K co MPvsMT sensibilidad --'li<idad 

24vs24 0.66 0.833 0.800 0.714 0.200 0.2"8 0.980 0.9311 0.40- 0.9 0.62 - 1.0 0.50 12.34 

18vs18 0.50 0.750 O.M7 0.900 0.333 0.400 0.870 0.833 0.21 -0.78 0.50- 1.0 0.250 8.40 

18vs24 0.50 0.750 O.M7 0.800 0.333 0.400 0.870 0.833 0.21 -0.78 0.50-1.0 0.25 8.40 
- -· 

12vs24 0.66 0.917 0.889 0.733 0.111 0.287 0.984 0.954 0.40- 0.93 0.78-1.1 0.583 14.93 

6Vs24 0.83 0.833 0.833 0.833 0.187 0.187 0.980 0.980 0.62-1.04 0.82-1.0 0.07 16.00 

4Vs24 0.83 0.750 0.7851 0.818 0.231 0.182 0.982 0.972 0.62- 1.04 0.50-1.0 0.583 14.10 

T-.0 de co- dlagAÓl!tiCll i-a la - de Rojo de fenol ooo SOftlllol - - en plaCa de ELISA en_, 
con el método oanvenaonm en tubo. (Sjgniftcado de '95 siglas se encuentra en el .-.ex.o e PSg. X). 
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Tabla No.13.-CALDO ROJO DE FENOL + XILOSA 
Lectura SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(EI+) P(E/·) Li-esde U-es de K co MPvsMT sensib61d8d ed 

24vS24 0.1175 0.813 0.700 0.929 0.300 0.071 0.1172 O.llllD 0.648-1.10 0.821 -1.0 0.115 111.03 

1evs18 0.1175 0.ll:MI 0.1175 0.11311 0.125 O.Oll3 º·- 0.9911 0.1148 - 1.10 0.11111-1.1 0.111 19.50 

18Vs24 0.875 0.ll:MI 0.1175 0.9311 0.125 0.083 º·- 0.9911 0.6'6-1.10 0.11111- 1.1 0.111 19.50 

12Vs24 1.000 0.1175 O.llDO 1.000 0.200 0.000 0.992 1.000 1.0-1.0 0.713-1.0 0.112 20.CO 

6Vs24 1.000 0.1113 0.727 1.000 0.273 0.000 0.11112 1.000 1.0- 1.0 0.1121 - 1.0 0.74 19.0ll 

4Vs24 1.000 0.1113 0.727 0.1129 0.273 0.000 0.11112 1.000 1.0-1.0 o.e21 - 1.0 0.74 111.0ll 

Tabla de conft- dlagnó5tica para la .,.._de Rojo de fenol con dosa del "*«lo en pl9C8 de EUSA en """"'6n con 
el méooc>o convencional en lubo. (Signillclldo de las siglas se encuentra en el __,, e Pég. X). 

Tabla No. 14.-CALDO KCN 
Lectura SEN ESP \IPP VPN IFP IFN P{E/+) P(E/·) Lim•esde Um•esde K co MPvsMT sensibilidad --24vs24 1.000 0.313 0.421 1.000 0.5711 0.000 0.721 1.000 1.00-1.00 o.aes - o.s 0.23 13.511 

18vs18 1.000 0.563 0.533 1.000 0.4117 0.000 0.8113 1.000 1.00-1.00 0.31 -0.8 0.411 15.ISD 

18vs24 1.000 0.563 0.533 1.000 0.4117 0.000 0.11113 1.000 1.00-1.00 0.31 - 0.11 0.411 15.ISD 

12vs24 1.000 0.750 0.667 1.000 0.333 0.000 0.11118 1.000 1.00-1.00 0.53- 1.0 0.157 18.00 

6Vs24 0.750 0.313 0.353 0.714 0.1547 0.28" 0.5111 0.760 1.00-1.00 O.De - 0.5 0.05 2.07 

4Vs24 0.500 0.666 0.444 0.733 0.556 0.267 O.llDO 0.1173 1.00-1.00 0.411 - 0.11 0.111 4.CO 

Ta-de~~ pat11 la prueba de ~o en C81do cianurode ~-método en pl9C&de ELISA 
en reladón oon el miltoc>o """"""'*'""'en 1.-. (Sign- de 185 sigl8S ""encumm. en el ..._,,e Pég. X). 



Lectura 
SEN MPvsMT 

24vs24 1.00 

1""5111 0.75 

18vs24 0.75 

12vs24 0.75 

6vs24 0.75 

Cvs24 0.50 

<.:~ de cu11fi"billllad ,b~lico ,.~ un minU11Üdnnn TnnAIM.Ú ck UJ..nu]icacifw¡ bactNiana 
yla.~#J.ioquhnioalJ 001'~. 

Tabla No.15.-CITRATO DE SIMMONS 

ESP VPP VPN IFP IFN P(E/+) P(EI-) Lim•esde LimM:e•de 
sensibilidad ·- 9d 

0.550 0.308 1.000 0.692 0.000 0.11111 1.000 1.000 - 1.000 0.332- 0.71111 

0.300 0.176 0.857 0.1124 0.143 0.435 0.1112 o.326-1.174 0.099 - 0.501 

0.300 0.176 0.857 0.1124 0.143 0.435 0.1112 0.326 - 1.174 0.099 - 0.501 

0.600 0.273 0.923 0.727' 0.077 0.789 0.9llO 0.326-1.174 0.3115 - 0.1115 

0.900 o.eoo 0.947 0.400 0.053 O.Ull4 0.993 0.326-1.174 0.769 - 1.031 

0.900 0.500 0.900 0.500 0.100 0.9118 0.9112 0.01 O - O.UllO 0.76U - 1.031 

K ca 
0.21111 14.03 

0.022 1.1155 

0.022 1.1155 

0.20ll 7.INSU 

0.591 14.45 

0.400 U.600 

Tabla de ~ ~ para la prueba clr9o de Simmons del ....- en placa de EUSA en - oon el 
método """'1\re<ldoal en lt4m. (Slgnllcado de las 9lglas se~ en el anexo e Pllg. X). 

Tabla No.16.-INDOL EN SIM 
Lectura SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(E/+) P(E/-) Lim•es de LimM:esde 

K ca MPvsM sensibilidad -lficidad 

24vs24 0.844 0.75 0.1171 0.706 0.12U 0.706 0.9711 0.1189 0.7111-1.D 0.5-1.0 0.5115 211.1 

18vs18 0.875 0.63 0.700 0.833 0.300 0.1133 O.U33 0.961' 0.743 - 1.0 0.4-0.11 0.500 25.8 

18Vs24 0.844 0.813 0.900 0.722 0.100 0.722 0.985 0.975 0.7111- 1.0 0.8-1.0 0.838 30.11 

12Vs24 0.875 0.71 0.750 0.850 0.250 O.ll50 0.9511 QU77 0.743- 1.0 0.5-0.9 0.5113 211.11 

6Vs24 

4Vs24 

Tabla de~ ---.-. ra ~de lndol en SIM dll "*o<lo en P.,. da EUSA en...._., oon el mModo 
convendonal en tubo. (sv-> delas siglas se~ en el ..-o e Pág. X). 
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Lectura 
MPvsMT 

24vs24 

18vs18 

18Vs24 

12Vs24 

8Vs24 

4Vs24 

C~de~~,;,,,,..,,,,,...,,.~<nanualde~~ ,. ta.,,,_ ,,.,,,,.__ ....,.....,.;,..ar-. 

Tabla No.17.-FENILALANINA 

SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(EI+) P(EJ-) Lím•esde Llm•esde 
sensibilid.:I ----0.000 0.83 0.000 1.000 1.000 0.000 0.000 1.000 O.O-O.O 0.7 - 1.0 

0.000 0.81 0.000 1.000 1.000 0.000 0.000 1.000 O.O-O.O 0.8-0.9 

0.000 0.92 0.000 1.000 1.000 0.000 0.000 1.000 o.o-o.o 0.8-1.0 

0.000 0.92 0.000 1.000 1.000 0.000 0.000 1.000 o.o-o.o 0.8 -1.0 

K co 
0.000 0.000 

0.000 0.000 

0.000 0.000 

0.000 0.000 

Tabla de conll-.od dlagn6stica para la - de - desaminasB del m61odo en placa de EUSA en ,_ con 
el mélodo ~en tubo.(~--~- ena..1IJa en el 8llmlOC P~. X). 

Tabla No.18.- FERMENTACION OIF cls Hugh-Leifson 
Lectura SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(E/+) P(E/-) Um•esde Lím•esde K co MPvsMT sensibilid8d --24vs24 1 o 1 o o 1 1 o 1.0-1.0 o.o-o.o o o 
18vS18 0.88 o 1 o o 1 1 o 0.74-1.00 O.O-O.O o o 
18VS24 0.83 o 1 o o 1 1 o 0.118 - 0.88 o.o-o.o o o 
12Vs24 0.79 o 1 o o 1 1 o 0.--1.0 O.O-O.O o o 
8Vs24 0.73 o 1 o o 1 1 o 0.884-1.0 O.O-O.O o o 
4Vs24 0.71 0.45 0.1164 0.5 0.138 0.5 0.1162 0.923 0.8211-9.8 0.3-1.0 0.385 12.8 

Ta- de oonfia-d~ para la - de,_,.__, en O/F con UU- dlll méeodo en pl9ca de EUSA en 
relación con ol m61odo ~en t..00. (Signlllcado de las 9igla5 se-.. en tll ...-o C P~. X). 
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Lectura 
MPvaMT 

2-24 

18"'818 

18Va24 

12Va2 ... 

15V..:Z4 

4Va24 

~~ ~ ~tiounlln! un~i.wvnnmnnualdeidmtifo:uti6n ~ 
yfu.,,,_,_~ ~. 

Tabla No.19.-0XIDACIÓN O/F sis Hugh - Leifson 

SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(E/+) P(E/-) Límites de Limllesde 
sensibild.t .. 

0.92 O.DO 1.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.000 0.80 - 1.0 0-0 

0.92 O.DO 1.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.000 0.80 - 1.0 o-o 

0.92 O.DO 1.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.000 0.80-1.0 o-o 

0.92 O.DO 1.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.000 0.80- 1.0 0-0 

0.73 O.DO 1.000 0,000 0.000 1.000 1.000 0.000 0.88 - 1.0 0-0 

0.79 0.83 O.lllM 0.5DO 0.138 0.500 0.9"2 0.923 0.82 - 1.0 0.3-1.0 

K ca 
0.000 0.000 

0.000 0.000 

0.000 0.000 

0.000 0.000 

0.000 0.000 

0.385 12.80 

Tabla de ~ ~ _., la pn.- de - en °"" con glucosa - método en placa de El.JSA en 
relación con el método ~en tubo. ~de las siglas se encuenlnl en el anexo e P6g. X). 

Tabla No.20.-0RNITINA 
Lectura SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(E/+) P(E/-) Lim•esae Lim•es de K ca MPvsMT senslbi- _ _,__..,¡fl¡cidad 

24vs24 0.33 0.83 o.ee7 0.556 0.333 º·'" 0.848 0.778 0.087- 0.8 0.6-1.0 0.187 5.33 

18vs18 0.56 0.63 0.750 0.417 0.250 0.583 0.1183 0.750 0.319- 0.11 0.3-1.0 0.187 4.50 
-
18Vs24 0.56 0.625 0.750 0.417 0.250 0.583 0.663 0.750 0.319 - 0.8 0.3- 1.0 0.187 4.50 
~. 

12Vs24 0.50 0.750 O.llOO 0.429 0.200 0.571 0.894 0.759 0.255- 0.7 0.4 - 1.1 0.211 8.51 

6Vs24 0.31 0.750 0.714 0.353 0.2118 0.&47 0.760 0.581 0.085- 0.5 0.4 -1.1 0.049 2.08 

•Vs24 0.19 0.78 0.750 0.350 0.250 0.850 0.763 0.536 0.004- 0.4 0.6-1.1 0.045 3.30 

Ta- de con-<lillgl1áslica i-a la - omitina en ..-MIO - método en plooca de EUSA en -. con el 
método CCf1\l8lldonal en..-. (~de las siglas se ena.nlnl en el anexo e Pág. X). 

I 
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Lectura SEN MPvsMT 

24vs24 O.llO 

18vs18 0.88 

18Vs24 0.88 

12Vs24 0.83 

8Vs24 0.50 

4Vs24 0.55 

CompuroaiJn ~ nnnJiabiliclad ~ nw. un ~1a manual dtt ~ bactv-iana 
yla. pnM6a. bioqutnUccu ~-

Tabla No.21.-MOVILIDAD EN SIM 

ESP VPP VPN IFP IFN P(EJ+) P(E/-) Limlesde Límtlesde K sen- espec:ltlcidad 

o.e3 0.914 0.385 o.oae o.e15 0.977 0.927 0.87"- 0.9 0.3- 1.0 0.3 

0.38 0.875 0.375 0.125 o.e25 0.970 0.932 0.773- 1.0 o.o- 0.7 0.3 

0.375 0.875 0.375 0.125 o.e25 0.970 0.932 0.773-1.0 o.o- 0.7 0.250 

0.375 0.8118 0.300 0.132 0.700 0.980 0.885 0.707- 0.9 o.o - 0.7 0.1"2 

0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.000 o.359-o.e o.o-o.o 0.000 

0.375 0.815 0.143 0.185 0.857 
0.85 

0.521 0.39"-0.7 o.o - 0.7 --0.IM 

co 

17.93 

12.00 

12.000 

8.893 

0.00 

-3.352 

Tabla de contl-~ pmno I• prueba - en SIM - método en placa de EUSA en - con el 
método oonvendonal en tubo. (Signlllcado de i.s oiUlms se encuentra en el..._,, e P~. X). 

Tabla No.22.-SACAROSA EN TSI 
Lectura SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(E/+) P(E/-) Limttesde LimMesde K co MPvsMT sensibilid8d e___._ 
24vs24 1.00 0.750 0.6157 1.00 0.333 0.000 0.97 1.000 1.00 - 1.0 0.53-0.lle 0.87 18.000 

1Bvs18 0.88 0.750 0."38 0.112 0.3"4 0.077 0.95 º·- 0."4-1.1 0.53- O.lle 0.57 14."85 

18Vs24 0.88 0.750 o.e38 0.112 0.3"' 0.077 0.95 0.988 0."4-1.1 0.53- O.lle 0.57 14.885 

12Vs24 0.88 0.81 0.700 0.113 0.300 0.071 0.117 O.llllO 0."4-1.1 0.92- 1.00 o.e5 1e.029 

8Vs24 0.83 0.81 0.825 0.81 0.375 0.1"8 0.94 0.951 0.29-1.0 o.e2- 1.00 º·" 10.500 

4Vs24 0.63 0.94 0.833 0.83 0.187 0.187 0.911 0.1174 0.29- 1.0 0.81 - 1.oe º·"° 15.000 

Table de confiabildai diagnól!llica JW11 la prueba fat1MHW:iót1 de SKafOS8 en r1'Wlk> TSI del mtllodo en pleca de EUSA en 
relaaón con e1 método convendonlll en 1.-. (Slgnillc8do de i.s siglas - encuentra en el.._,, e~- X). 
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Lectura SEN MPvsMT 

24vs24 0.75 

1Bvs18 0.70 

111Vs24 0.70 

12Vs24 0.65 

6Vs24 0.65 

4Vs24 0.50 

Comparuc:Wn cJ, aonJiabilidnd c11-a,,.s.t.ioa oaZrr un ~úuma ""1TIU<J ~ ~ baderionn 
y/<#,,,,,.,_ bioq.,,,,._ """""""'°'· 

Tabla No.23.-GLUCOSA EN TSI 

ESP VPP VPN IFP IFN P(EI+) P(El-) Umaesde Limites de 
senslbillded especllldded 

1.DO 1.DO 0.44 O.DO 0.56 1.DO 0.95 0.56- 0.9 1.0 -1.0 

1.DO 1.DO 0.40 O.DO 0.60 l.DO 0.92 0.50- 0.9 1.0-1.0 

1.DO 1.DO 0.40 O.DO o.ea 1.DO 0.92 0.50- 0.9 1.0-1.0 

1.DO 1.DO 0.36 O.DO 0.64 1.DO 0.89 0.44-0.9 1.0-1.0 

1.DO 1.DO 0.36 O.DO 0.64 1.DO 0.119 0.44-0.9 1.0-1.0 
-

1.DO 1.DO 0.29 O.DO 0.71 1.DO 0.77 0.211- 0.7 1.0-1.0 

K co 

0.03 18.DO 

0.03 15.36 

0.03 15.36 

0.03 14.84 

0.03 14.84 

0.02 13.71 

Tabla de conlla- diagnóstica P8f11 la prueba de ~ de la gli.o::osa en .-.-, TSI - ~ en placa de 
EUSA en relación con el mlilodo ~en t~. (~de las siglas se encuentra en el .._o e P6g. )(). 

Tabla No.24.-LACTOSA EN TSI 
Lectura SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(El•) P(El-) Limaesde Limllesde K co MPvsMT senslbilidm 

24vs24 0.75 1.00 1.DO 0.44 0.00 0.56 1.DO 0.95 0.56-0.9 1.0-1.0 0.03 16.0 

18vs18 0.70 1.00 1.DO 0.40 O.DO o.ea 1.00 0.92 0.50-0.9 1.0-1.0 0.03 15.3 

18Vs24 0.70 1.00 1.DO 0.40 O.DO 0.60 1.DO 0.92 0.50-0.9 1.0-1.0 0.03 15.3 

12Vs24 0.65 1.DO 1.DO 0.36 O.DO 0.64 1.00 0.119 0.44-0.9 1.0-1.0 0.03 14.8 

6Vs24 0.65 1.DO 1.DO 0.36 O.DO 0.64 1.00 0.89 0.44-0.9 1.0-1.0 0.03 14.8 

4Vs24 0.50 1.DO 1.00 0.29 O.DO 0.71 1.00 0.77 0.28- 0.7 1.0-1.0 0.02 13.7 

Tabla de conlla- ..__,,, iwa la prueba de'"'"""'-' de la i.aosa en ..-TSI - mlilodo en.,._ de EU5" 
en m&aciófl con el mélodo conv....-..i en tubo. (Signlllcado de las siglas se...,.,._,.,. en el ..,,_.,e P~. )(). 
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Lectura SEN MPvsMT 

24vs24 0.50 

1evs1a 0.50 

18Vs24 0.50 

12Vs24 0.50 

8Vs24 0.25 

4Vs24 0.00 

Canrparcu:idn de "°'~ubilicluJ ~tiea Ht.lrr un rnirTOllÜll.r.nw1 manuul Ó#t ülr~ badN-inna ykM,,,,__,,.,,,,.,,,..,.,. -· 

Tabla No.25.-ACIDO SULFIHIDRICO EN TSI 

ESP VPP VPN IFP IFN P(E/•) P(E/-) 
Umaesde Límil-de 

senslbilidm .,_cjftcidad 

1.00 1.00 0.111 0.00 O.Oll 1.00 0.1111 0.01 -1.0 1.0-1.0 

1.00 1.00 0.111 0.00 O.Oll 1.00 0.119 0.01 - 1.0 1.0-1.0 

1.00 1.00 0.111 0.00 O.Oll 1.00 0.1111 0.01 - 1.0 1.0-1.0 

1.00 1.00 0.111 0.00 O.Oll 1.00 0.911 0.01 - 1.0 1.0-1.0 

1.00 1.00 0.117 0.00 0.13 1.00 0.118 -0.17 - 0.7 1.0-1.0 

1.00 0.00 0.83 0.00 o.17 O.DO 0.97 0.00-0.0 1.0-1.0 

K co 

0.93 17.45 

0.93 17.45 

0,93 17.45 

0.93 17.45 

0.311 14.91 

0.00 0.00 

Tabla de contla- dlagnóotica i-a la .,..- de ~ de H,S en - TSI del m61odo en placa de EUSA en 
relación con el método COfflBI ...,,,... en ttb>. (Slgr-=ado de las siglas se encuentra en el armxo e Pig. >Q. 

Tabla No.26.-GAS EN TSI 

Lectura Lim•esde Limtlesde 
MPvsMT SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(E/•) P(E/-) sensiblllda especiftcid8d K co 

d 

24vS24 0.38 0.75 0.75 0.38 0.25 0.83 0.112 0.114 0.14 - 0.8 0.45- 1.05 0.10 3.75 

1evs1e 0.42 0.87 0.58 0.53 º·" 0.47 0.75 0.73 0.14- 0.7 0.40- 0.113 O.Oll 2.13 

18Vs24 º·" 0.75 0.78 0.40 0.22 0.80 0.119 0.70 0.19- 0.7 0.45-1.05 0.15 5.20 

12VS24 0.25 0.118 0.80 0.37 0.20 0.63 0.114 0.80 0.04- 0.5 0.1115-1.10 O.Oll 5.43 

8Vs24 0.13 1.00 1.00 0.311 0.00 0.114 1.DO 0.55 0.04 - 0.3 1.00-1.00 O.Oll 12.55 

4Vs24 O.DO 1.DO 0.00 0.33 0.00 0.87 O.DO 0.43 0.00- o.o 1.00 -1.00 O.DO 0.00 

Tabla de~~_. la~ de producción de 1189 en,,_ TSI del - en plecm de EUSA en 
relación con el método.,.,._ en~. ~de las s1g111s se~ en el..,_., e Pig. X). 
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Lectun1 
MPY9MT 

2•v~ 

18vS18 

18Vs24 

12Vs24 

8Va24 

4Vs24 

Comparucidn dP awgfubili11aJ Ji.uwlÓittlicu ~ un ntÚTollÜ.'-nu rnnriual rk i&-~ bact~rinnn 

yla.spruJ-. bWqubnúua °'°'~-. 

Tabla No.27.-ÁCIDO SULFIHIDRICO EN SIM 

SEN ESP \IPP VPN IFP IFN P(E/+) P(E/-) Lim•esde Limites de 
senslb61idad 

0.50 0.118 0.87 0.711 0.33 0.22 0.95 0.94 0.15- 0.8 0.71 -1.0. 

0.75 0.90 0.80 0.95 º·"'° 0.05 0.911 0.99 0.33-1.2 o.77-1.03 

0.38 0.118 0.80 0.74 º·"'° o.:ze 0.92 0.91 O.CM- 0,7 0.71 - 1.0. 

0.38 1.00 1.00 0.76 0.00 0.2• 1.00 0.95 º·°' -0.7 1.00- 1.00 

0.00 1.00 0.00 o.e7 0.00 0.33 O.DO 0.116 0.00-0.0 1.00- 1.00 

O.DO 1.00 0.00 0.117 0.00 0.33 0.00 0.116 O.DO- O.O 1.00- 1.00 

K co 

0.40 10.00 

0.59 14.45 

0.211 7.33 

º·""' 15.43 

O.DO O.DO 

0.00 O.DO 

Tabla de - dlagnóstica _. la pr.- de producción de H,5 en medio SIM - m610do en placa de ELISA en 
relación con el mélOdo ~ en tubo. ~de las siglas se enctJm1lr8 en el .._,,e Pég. X). 

Tabla No.29.-USINA EN LIA 
Lectura SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(EI•) P(E/-) t..imlesde Limtl:esde 

K co MPvsMT sensibilidad 1 -•flddad 

24vs2' 0.06 0.17 0.09 0.15 0.91 0.85 0.03 0.05 -0.07- 0.2 -0.04 - 0.311 -0.75 -18.13 

18vs18 0.011 0.17 0.09 0.15 0.91 0.85 0.03 o.os -0.07 - 0.2 -0.04 - 0.311 -0.75 -18.13 

16Vs24 0.06 0.17 0.09 0.15 0.91 0.85 0.03 G.05 -0.07- 0.2 -0.04 - 0.311 -0.75 -111.13 

12Vs24 0.00 0.33 0.00 0.25 1.00 0.75 0.00 0.12 O.DO- O.O 0.07 - O.llO -0.117 -18.00 

11Vs24 O.DO 0.50 0.00 0.33 1.00 0.117 0.00 0.25 0.00- o.o 0.22- 0.711 -0.50 -18.00 

4Vs24 0.00 0.117 0.00 0.40 1.00 O.llO 0.00 1 0.40 0.00- o.o 0.40- 0.93 -0.33 -14.40 

T-.0 de con-~ -la -de lad-cle la-.., en ..-UA-mál<O> en ~de 
EUSA en relación con el método~"" tubo. <sur-<1e U. aiglas""' eoa-.tra en el__,, e~. JQ. 
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Lectura 
MPvaMT 

24vS24 

1Bvs16 

18Vs24 

12Vs24 

6Vs24 

4Vs24 
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Tabla No.2B.-ACIDO SULFIHIDRICO EN LIA 

SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(E/+) P(EI-) uma-oe Limlesde 
sen5'b611d8d 

0.50 0.118 0.67 0.78 0.33 0.22 0.95 O.IM 0.01 -1.0 1.0-1.0 

0.75 0.90 0.60 0.95 0.40 0.05 0.98 0.99 0.01 - 1.0 1.0-1.0 

0.50 1.00 1.00 0.91 O.DO 0.09 1.00 0.99 0.01 -1.0 1.0-1.0 

0.25 1.DO 1.00 0.67 O.DO 0.13 1.DO O.IHI 0.17-0.7 1.0-1.0 

0.00 1.DO 0.00 0.83 O.DO 0.17 O.DO 0.97 0.00-0.0 1.0-1.0 

O.DO 1.DO 0.00 0.63 O.DO 0.17 O.DO 0.97 0.00-0.0 1.0-1.0 

K co 
0.40 10.00 

0.59 14.45 

0.63 17.45 

o.:se 14.61 

O.DO O.DO 

O.DO o.oo 

Tabla de contlabilid8d d'-"'5tica para la pruetJa de ~ de H,S en ..- LIA del método en placa de Ellsa en 
relación con'" método ce.-- en t..00. (Signlllcado de las siglas se enamnlnl en el anexo e Plflu. X). 

Tabla No.31.-INDOL EN MIO 

Lectura 
LimM:es de Limites de 

MPvsMT SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(EI+) P(EI-) sensibilid• -a K co 
d d 

2•vs24 0.830 0.75 0.871 0.706 0.129 0.706 0.9711 0.1169 0.7111- 1.0 0.5-1.0 0.585 211.1 

1evs1a 0.82e 0.83 0.700 0.1133 0.3DO 0.833 0.933 0.9811 0.743- 1.0 0.4-0.11 0.500 25.80 

18Vs24 0.824 0.80 0.900 0.722. 0.100 0.722 0.9115 0.975 0.7111- 1.0 0.8 - 1.0 0.1136 30.11 

12Vs24 0.815 0.71 0.750 0.1150 0.250 0.850 0.9511 0.977 0.743-1.0 0.5-0.9 0.5113 211.80 

6Vs24 

4Vs24 

Tabla de~ d._-- pa<a la~ de~ de indol en,,_ MIO del mélodo en placa de EUSA _, 
relación con el m6todo "°""""'*"' en t.-. (Signlllcado de las 91g1.s se enamntni en el ......., e Plflu. X). 

45 



Lectura SEN MPvaMT 

24vs24 O.DO 

18vs18 O.DO 

111Vs24 O.DO 

12Vs24 O.DO 

6Vs24 O.DO 

4Vs24 0.38 

Compan.ltCWn dr oonjiabilidad cli~ ~ un mÑTrMitt/,rnn. """'""" <-" idurlifionci6n bcuvriann 
.J•laapnlll'Jba¡,~ ~-. 

Tabla No.30.-GAS EN LIA 

ESP VPP VPN IFP IFN P(E/•) P(E/-) 
Limites de Limllesde 

sensibilidad 

1.DO O.DO 0.87 O.DO 0.33 o.o 0.88 O.O-O.O 1.0-1.0 

1.DO O.DO 0.67 O.DO 0.33 o.o 0.88 o.o-o.o 1.0-1.0 

1.DO O.DO 0.87 O.DO 0.33 o.o 0.88 O.O-O.O 1.0-1.0 

1.DO O.DO 0.87 0.00 0.33 o.o 0.88 o.o-o.o 1.0-1.0 

1.00 O.DO 0.67 O.DO 0.33 o.o 0.88 o.o-o.o 1.0-1.0 

0.94 0.75 0.75 0.25 0.25 0.911 0.93 0.04 - 0.7 0.82-1.08 

K co 

O.DO o.o 

O.DO o.o 

O.DO o.o 

O.DO o.o 

O.DO o.o 

0.38 10.50 

Tabla de conlla- .._.-- _., la prueba de prakJCCi6r1 de IJ8S en medio UA del m6todo en placa de El.ISA en 
......__,con et m6todo .,.,._-..... enl~de i.s siglas se.....,._..., el anexo e Pág. X). 

Tabla No.32.-MOVILIDAD EN MIO 
Lectura SEN ESP VPP VPN IFP IFN P(E/+) P(E/-) Límttesde Limttesde K co 

MPvsMT sensibilidad especificidad 

24vs24 0.80 0.63 0.914 0.385 0.088 0.615 0.977 0.927 0.87- 0.9 0.3 ·1.0 0.3 17.113 

18vs18 0.111 0.38 0.875 0.375 0.125 0.625 0.970 0.932 0.77-1.0 o.o -0.7 0.3 12.DO 

18Vs24 0.81 0.375 0.875 0.375 0.125 0.625 0.970 0.932 0.77- 1.0 0.0-0.7 0.250 12.000 

12Vs24 080 0.375 0.888 0.300 0.132 0.7DO O.llOO 0.885 0.70-0.9 0.0-0.7 0.182 8.893 

6Vs24 0.50 0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.000 0.35- 0.6 o.o-o.o 0.000 O.DO 

4Vs24 0.55 0.375 0.815 0.143 0.185 0.857 
0.85 

0.521 0.39- 0.7 0.0-0.7 -0.045 -3.352 

Tabla de ~~_..la_de _en..-MIO--en placadeELISAen ret.cl6ncon 
el método convencional en..-. (Signllcado de las siglas se.,._,,,,, en el - e pjg. )(). 
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10.-ANALISIS V DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Este trabajo realizó la comparación de la confiabilidad diagnóstica entre el método de 
identificación en placa y al método bioquímico convencional en tubo. 

Las comparaciones se realizaron en les siguientes categorías: 

Método en forma general 
Estado flsico del medio 
Prueba bioquímica individual 

En las anteriores categorías de comparación se realizaron en total 672 detennineciones 
de cada método, 264 en medios líquidos y 408 en medios sólidos. 

Las tablas que se presentan precedentemente muestran los valores de la confiabilidad 
diagnóstica que tiene el microm6todo comparado con los valores del m6todo 
convencional en tubo que se asumen como 100% sensibles y 100 % específicas, ya 
que su confiabilidad ha sido comprobada de9de siempre. 

Como foco de interés de este trabajo, también se en.,.__,tran contemplados los rubros 
del beneficio económico que representa para el laboratorio de mie«>biología y el 
impacto ecológico obtenido el disminuir los volúmenes de contaminantes que son 
desechados. 

10.1 Confiabilidad diagnóstica del micrométodo. 

1O.1.1 Confiabilidad diagnóstica ge.--al del mie«>método. 

En este apartado se consideran tanto las pruebas liquides como las sólidas, destacando 
que el método estándar reporto 328 resultados positivos y 344 resultados negativos, 
datos que se consideran con sensibilidad y especificidad del 100% y sirven para 
comparar el método en placa. 

De las 672 pruebas realizadas sólo se identificaron correctamente por el método a 
prueba 516 pruebas, de la cuales 238 fu«on positivas y 278 negativas a las 24 hs de 
incubación, siendo 66 pruebas identificadas como falsos positivos y 90 como falsos 
negativos, este último dato es considerado como alto y ea reapanaable de que el método 
tenga una capacidad de detectar resultados positivos no aceptada. 

La concordancia entre los métodos es moderada, según lo indica el índice Kappa y es 
una concordancia muy ale;acta de lo se esperaría por simple azar. 
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Los resultados de confiabilidad diagnóstica general del micrométodo se encuentran 
ilustrados en la tabla No. 1, donde se pone de manifiesto que el método en forma general 
sólo reporta confiabilidad diagnóstica aceptable (<!:80%) en tanto a la identificación 
correcta de pruebas negativas se refiere, excepto en la comparación de las 1 B hs donde 
el comportamiento de las pruebas no indica que se puede sustituir una el micrométodo 
por el metodo convencional. 

Un dato importante. es que los resultados que se camparan con los correspondientes a 
las 24 hs del método estándar, son similares a los que aporta el método a prueba desde 
las primeras 4 hs de incubación. Lo que indica que la capacidad de detecta.- resultados 
negativos es buena en un corto lapso de tiempo, confiabilidad que se encuentra en un 
intervalo de confianza que le permite al analista confiar en que el resultado negativo que 
reporta, realmente lo es. 

Pero no se debe olvidar que se requiere que el método no sólo debe ser especifico sino 
también sensible. 

10.1.2 Confiabilidad diagnóstica según el estado físico del medio. 

A diferencia de la categoria anterior, la separación de las pruebas en función del estado 
fisico del medio aporta resultados más alentadores. Las pruebas liquidas del método en 
placa son de especificidad y sensibilidad superior al 80% a las 24 hs de incubación de la 
placa con buenos valores predictivos tanto positivos como negativos e indices de falsos 
muy bajos, con intervalos de confianza seguros y con un grado de concordancia que se 
considera como sustancial. 

La sensibilidad de lftl!I de estos medios a las 18 hs, no alcanza el BOºAt considerado, 
debido a que los indices de falsos positivos se incrementan, elementos que se corrigen 
conforme avanza la cinética de las reacciones bioquímicas. 

Aun más interesante, es que el método a prueba tiene la confiabilidad diagnóstica 
deseada desde las 6 hs de la incubación, misma que mantiene hasta tas doce horas con 
parámetros estadísticos satisfactorios. 

Los medios liquidas en la microplaca pueden sustituir a los que se realizan en tubo 
dando una confiabilidad aceptable con bajo costo y poco desecho de contaminantes. 

Por otra parte, los medios sólidos en su conjunto no pueden ser considerados como 
candidatos a sustituir al método estándar, dado que los datos que reporta la tabla No.3, 
no satiSfacen la confiabilidad diagnóstica esperada, aun cuando el grado de 
concordancia es moderado, a las 24 hs de incubar la placa de sólidos no es posible 
considerar que se tiene una alternativa diagnóstica. 

Desde la 4 hs hasta las 1 B hs de incubación hay una especificidad aceptable, pero se 
recuerda que también debe tener sensibilidad aceptable, misma que dista de seno. 
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Desde la 4 hs hasta las 1 e hs de inc:ubaeión hay una especificidad aceptable, pero se 
recuerda que también debe tener sensibilidad aceptable, misma que dista de serio. 

Si se tienen cepas bacterianas a identificar cuyos resultados tiendan a ser negativos, el 
utilizar este micrométodo puede ser útil dado que los intervalos de confianza se cierran 
hacia la seguridad, pero el detectar pruebas negativas únicamente no tiene signlficancia 
estadística. 

10.1.3 Confiabilidad diagnostica por cada prueba bioquímica. 

1O.1.3.1 Prueba de urea 

La tabla No. 4 muestra que el método a prueba tiene una excelente capacidad para 
identificar correctamente pruebas con resultado negativo (especificidad), pero cuenta con 
la característica especial de que la sensibilidad se encuentra Indeterminada, dado que 
los bacilos Gram negativos utilizados en la experimentación son ureasa negativos y a la 
hora de dividir el valor de verdaderos positivos entre el total de pruebas positivas se 
obtenia una indeterminaciOn, pero esto no significa que el método sea incapaz de 
detectar un resultado positivo, por lo que se ~ sugerir que en estudios posteriores se 
incluyan especies bacterianas que puedan arrojar resultados positivos. 

La especificidad de esta prueba es asegurada al 100%, pero el grado de concord1r1cia 
entre los dos métodos es catalogado como insignificante. 

El patrOn de resultados a las 24 hs se reproduce fielmente a todas las horas de lectura 
que se evalüan es este trabajo experimental. 

10.1.3.2 Prueba de Rojo de metilo 

El método de identificaciOn en placa demuestra que puede sustituir al método en tubo, 
cuando se quiere diferenciar entre bacilos Gram negativos que en el medio de cultivo son 
capaces de mantener la acidez tras la adición del reactivo adicional a las 1 e ha de 
incubaciOn, ya que sua paTámetros de confiabilidad diagnóstica son superiores al 80% y 
a un grado de concordancia con respecto al método estándar de casi perfecto y con muy 
poca probabilidad de encontrar un resultado falso. 

Las condiciones cambian drásticamente cuando la comparación - realiza después de 
las 1 e hs de incubación, el m6todo deja de tener la confiabilided que satisface loa 
objetivos del trabajo. 

A los tiempos de lectura anteriores a las 18 hs el microm6todo no detecta ninguna 
prueba positiva (100% especifico) pero cuenta con una sensibilidad deplorable. 
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10.1.3.3 Prueba de Vogues Proskeuer 

Los resultados plasmados en la tabla No. 6, son muy similares a los obtenidos para la 
prueba de urea. Se trata del mismo caso, donde las cepas sometidas a la 
experimentación en general no tienen como producto de degradación del piruvato el 
acetilmetilcarbinol que se oxida en elcalí (VP negativas). Es evidente que a toda hora el 
método detecta verdaderos negativos con una seguridad del 100%, pero por el motivo 
antes mencionado, no se puede determinar la sensibilidad del mismo. 

1O.1 .3.4 Prueba de Caldo Rojo de fenol + arabinosa 

La tabla No. 7 muestra que se cuenta con otra prueba que si es leida e las 24 hs de 
incubación se tienen datos de confiabilidad diagnóstica superiores al 80% y parámetros 
de estadisticos confiables, pero con un intervalo de confianza muy abierto (62 - 100%), 
lo que se puede considerar riesgoso a la hora de la toma de decisiones en tanto a los 
datos bioquímicos del bacilo que fermente o no este carbohidrato. La concordancia de 
esta prueba es sustancial con respecto al resultado del método estándar ya que su indice 
Kappa es mayor a 0.6. 

Los resultados de las lecturas a las 18 hs y anteriores no cuentan con la significancia 
estadística esperada, debido a que los indices de falsos negativos son altos. Esto habla 
de pruebas positivas identificadas incorrectamente como negativas. Es un retraso de Ja 
producción de ácido a partir de la fermentación de la arabinosa que se presenta hasta 
alcanzar la incubación de 24 hs. 

10.1.3.5 Prueba de Caldo Rojo de fenal + lactosa 

Una de la pruebas que se consideran totalmente sustituibles del método en placa, es la 
fermentación de la lactosa, ya que todos los valores de sensibilidad y especificidad son 
superiores al 80% como se espera en los objetivos, con los indices tanto positivos como 
negativos lo sUficientemente bajos, Límites de confianza satisfactorios y grados de 
con=rdancia que van de lo sustancial hasta lo casi perfecto. Esto se toma aún más 
relevante cuando se considera lo importante que es diferenciar especies fermentadoras y 
no fermentadoras de la lactosa. También es muy importante que la sustitución de un 
método por el otro, puede ocurrir desde las pr;meras 4 horas de la incubación con la 
misma confiabilidad diagnóstica que tiene el método en tubo convencional, lo que es una 
ventaja cuando urge un diagnóstico por parte de el laboratorio. 

1O.1 .3.6 Prueba de Caldo Rojo de fenal + glucosa 

Contrario a lo que se presentó en las pruebas de urea y Vagues Proskauer, en la tabla 
No. 9 se encuentren los parámetros que conresponden a la fermentación de la glucosa, 
sustrato que es utilizado por todas las cepas utilizadas para producir especies que 
acidifican el medio tras degradar la gluoosa en su metabolismo. Por ello la prueba resulto 
ser 100% sensible, pero con una especificidad indeterminable dado que no había forma 

so 
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de que al menos una cepa fuera de fermentación negativa, lo que no indica que el 
método en placa sea incapaz de delectar pruebas negativas. 

La confiabilidad para detectar pruebas positivas es muy buena ya que es al 100% desde 
las cuatro horas de incubación, lo que orienta a afirmar que el trabajo tiene éxito, pues 
uno de sus objetivos es evaluar la confiabilidad desea un tiempo menor al manejado 
comúnmente en el laboratorio de microbiología; nuevamente se puede sugerir que en 
estudios posteriores se incluyan bacilos no fermentadores de la glucosa a fin de 
comprobar la especificidad del método en placa. 

10.1.3.7 Prueba de Caldo Rojo de fenal+ manitol 

En esta prueba la sensibilidad y la especificidad deseadas se alcanzan sólo a las 24 hs 
de incubación, esto se debe a que las cepas bacterianas utilizadas presentan retraso en 
la fermentación de este carbohidrato. 

10.1.3.8 Prueba de Caldo Rojo de fenol + sacarosa 

La fermentación de la sacarosa en el método en placa es de sensibilidad mayor al 60% 
es todas las horas de incubación evaluadas, lo valores predictivos positivos concuerdan 
con la senslbilidad, aun que los Limites de confianza son muy abiertos ( se debe recordar 
que los intervalos de confianza con tamanos de muestra menores a 30 no pueden ser 
totalmente confiables) estos datos tienen un amplia gamma de valores de concordancia 
desde lo discreto hasta lo sustancial y es gracias a que muchas pruebas negativas eran 
reportadas como negativas. 

La especificidad con valor aceptable se obtiene hasta las 24 hs, completando así junto 
con la sensibilidad la única hora de incubación que puede sustituir al método 
convencional. 

10.1.3.9 Prueba de Caldo Rojo de fenol + sorbilol 

Esta prueba presenta resultados curiosos que requM!ren de un análisis especial. si se 
revisa la tabla No. 12 se observa que a las seis horas se tienen resultados confiables y 
equiparables con los que se obtienen a las 24 hs del método convencional, pero si 
continua la incubación los parámetros de la confiabilidad diagnóstica disminuyen, en el 
caso de la especificidad se tiene el valor deseado a las 6 y 12 hs de incubación, las 
pruebas negativas que en el método en tubo lo son, después de la 12 hs cambian 
convirtiéndose en falsos positivos, dalo que lo confirma el indice de falsos positivos. En 
el caso de la sensibilidad en las primeras horas de incubación hay verdaderos positivos 
que tras este resultado sólo se puede interpretar que el medio llevo a una confusión en el 
analista, las pruebas leidas como positivas en realidad eran negativas. 

10.1.3.10 Prueba de Caldo Rojo de fenal+ xilosa 

En el método en placa es totalmente equiparable con el método de identificación en tubo 
para evaluar la fermentación de la xilosa, la gran mayoría de las pruebas fueron 
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identificados correctamente con buenos valores predictivos. bajos indices de falsos, 
intervalos aceptables y concordancia desde sustancial hasta casi perfecta, como en otras 
pruebas ya reportadas, se puede confiar en el resultado desde las primeras 4 hs de 
incubación tal como lo sugieren los métodos automatizados de identificación bacteriana 
y susceptibilidad a antibióticos. 

1O.1.3.11 Prueba de Caloo Cianuro ele potasio 

Esta prueba resultó ser muy complicada para manejar y para interpretar óptimamente su 
resultado. La capacidad para delectar pruebas positivas resulta ser 100% sensible a 
partir de las 12 hs, pero la mayoría de las cepas no tienen la capacidad de crecer en este 
medio, salvo Aeromonas hydrophila, esta última fue la que con muy pocas pruebas le 
confiere la sensibilidad al método. Por otra parte la especificidad o capacidad para 
detectar pruebas negativas no cumple con los objetivos, dado que en un medio 
transparente y con muy poco medio de cultivo el detectar la diferencia de turbidez entre 
el medio sin KCN y el que si lo contiene es complicado, lo que oriento a interpretar la 
mayoría de las pruebas como falsos positivos. 

1O.1. 3. 12 Prueba de Citrato de Simmons 

Para evaluar la capacidad de las capas de aprovechar el citrato como única fuente de 
carbono, el método en placa reporta que hay una sensibilidad del 100% a las 24 hs de 
incubación, es decir las pruebas positivas sólo las puede reportar hasta este tiempo de 
incubación. Pero no asi la capacidad de detectar negativos ya que si se observa bien a 
las 6 y 12 hs hay especificidad confiable, pero las pruebas que inicialmente eran 
negativos viran de color interpretándose como positivas. Los resultados de sensibilidad 
no son alentad0<es debido a que los parámetros de confiabilidad tampoco lo son, basta 
con observar el índice Kappa que califica desde insignificante hasta moderada la 
concordancia con el método convencional. 

10.1.3.13 Medio SIM 

Al evaluar la produ=ión del indol, la microplaca tiene la confiabilidad diagnóstica de las 
bioquimicas convencionales a las 18 hs, condiciones que para sensibilidad sólo desde 
las 12 hs y mantiene hasta las 24 hs, la especificidad se ve inicialmente perfecta dado 
que hay pruebas positivas, pero conforme avanza la reacción las pruebas dan falsos 
positivos, pero posteriormente se revierte el resultado, no hay que olvidar que las 
pruebas que requieren reactivos adicionales se realizaron en diferentes pozos, para 
comprobar la cinética de la reacción, motivo que pudo conllevar a que algún pozo no 
fuera inoa..tado. 

La prueba de la movilidad tuvo buena sensibilidad partir de las 12 hs pero no con muy 
buen nivel de concordancia, la especificidad no aporta los valores que se esperarían. 

La producción de H:zS en este medio solo reporta datos satisfactorios si la bacteria no lo 
produce, pero si la bacteria la capacidad de producir el H 2 S el micrométodo reporta 
sensibilidad no aceptable. 
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10.1.3.14 Prueba Fenilalanina desaminasa. 

El micrométodo es 100% especifico evaluando la desaminación de fenilalanina, tiene 0% 
de indices de falsos negativos e intervalos de confianza aceptables; pero la capacidad 
para detectar pruebas positivas se encuentra indeterminada, debido a que entre las 
cepas de la comparación no se encontró con ninguna bacteria fenilalanina positiva, como 
lo hubiera sido alguna especie del género Proteus. 

10.1.3.15 Prueba Oxidación - Fermentación. 

Los procesos metabólicos de la utilización de la glucosa en el medio de Hugh -Leifson 
para el método a prueba reportaron buena capacidad para detectar pruebas positivas, 
dado que todas las cepas eran fermentadoras y no optan por la vía oxidativa, por lo que 
se encuentra indeterminada la especificidad del método al igual que la prueba de 
fermentación de glucosa en caldo base Rojo de fenal. 

10.1.3.16 Medio MIO 

La prueba de la omitina no tuvo signiftcancia en este trabajo, dado que sólo tuvo una 
especificidad >00% a las 24 hs, pero con un indice de falsos positivos de valor no tan 
despreciable, lo más destacado es que el indice Kappa esta en el rango de insignificante. 
Probablemente estos resultados se debieron a que la omitina se evalúa dentro del medio 
MIO y es de color obscuro lo que no permitia claramente su observación. 

Los resultados de movilidad en este medio fueron similares a los obtenidos en el medio 
SIM con sensibilidad partir de las 12 hs pero con bajo nivel de concordancia entre los 
dos métodos, la capacidad de detectar pruebas negativas no aporta los resultados que 
alienten lo posibilidad de sustituir al método convencional para evaluar la movilidad de 
los microorganismos. 

En la microplaca la actividad de la triptofanasa (producción de indo!) tiene la confiabilidad 
diagnóstica deseada a las 18 hs, condiciones que para senSibilidad sólo desde las 12 hs 
y mantiene hasta las 24 hs. La especificidad comienza bien dado que hay pruebas 
positivas, pero dan falsos positivos posteriormente. 

10.1.3.17 Medio Triple azúcar hierro (TSI). 

El medio TSI es una medio multiprueba, que evalúa ta fennentación de los azúcares 
sacarosa, lactosa y glucosa, como también la producción de gas y ácido sulfhídrico. 

En el método en placa, la identificación de la fermentación de la glucosa es 100% 
especifica, pero su sensibilidad no cumple con las expectativas del proyecto, pero sus 
parámetros de confiabilidad nos invitan a no creer totalmente en los resultados que 
aporta; por otra parte los resultados de fermentación de la sacarosa y lactosa son muy 
similares e indusive coinciden en que su resultado a fas 12 hs de incubación son 
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equiparables con el método convencional, para ambos metabolitos la concordancia con 
el método de referencia es sustancial con intervalos de confianza abiertos, tanto se 
puede obtener una sensibilidad o especificidad que cumpla con los objetivos como 
obtener un resultado que no los cumpla. 

La interpretación de lo resultados de la fermentación de los carbohidratos es muy dificil 
de realizar en la placa de ELISA, el método en tubo requiere que se genere un pico de 
flauta en el tubo, lo que no es posible de lograr en los pozos de la placa de ELISA, lo que 
se realizó en este trabajo es considerar el menisco formado en la superficie del medio, 
esto permitió diferenciar la fermentación de la glucosa, pero la apreciación de la 
fermentación de la sacarosa y la glucosa prácticamente fue igual. 

La producción del ácido sulfhidri= es por el contrario es muy fácil de detectar son puntos 
de color negro que aparecen en el medio de cultivo alrededor de la picadura de 
inoculación, pero aún así la capacidad para detectar pruebas positivas no fue lo 
esperado ya que se queda en el rango del 50% de tener una identificación correcta. 

La producción de gas, sólo es de especificidad aceptable en las primeras horas de 
incubación cuando la mayoría de las pruebas son negativas pero posteriormente los 
resultados cambian y pierden la significancia estadística que tenia en un principio. 

10.1.3.18 Medio Agar hierro lisina (LIA). 

Este es otro medio de análisis multiprueba, que evalúa la descarboxilación de la lisina y 
la producción de ácido sulfhídrico y gas. 

La descarboxilación de la lisina no aporta ningún resultado de interés, la mayorla de la 
pruebas fueron identificados incorrectamente, Jos intervalos de confianza no tienen 
lógica y el indice de concordancia adopta valores negativos, lo que indica que no hay 
ningún tipo de acuerdo entre los dos acontecimientos. 

Por otra parte la producción de ácido sutfhldrico es lo suficientemente especifica a 
cualquier tiempo observado como para cambiar un método por otro. pero no ocurre así 
con la sensibilidad la cual experimenta su valor máximo del 75% a las 18 hs, lo que no es 
suficiente. 

La producción de gas en este método, muestra en la tabla No.29, que no tiene la 
capacidad de detectar pruebas positivas, pero si se trata de identificar pnJebas como 
verdaderas negativas, el método pu- aportar resultados oportunos y seguros, pero 
esta bien discutido en este trabajo que no basta un sólo parámetro, sino los dos. 

Una vez analizados los resultados que aportó este trabajo, conviene comparartos con 
trabajos relacionados realizados con anterioridad. 
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Los resultados obtenidos en la Escueta Nacional de Ciencias Biológicas del Instituto 
Politécnico Nacional aseguran que la fermentación de los catbohidratos en caldo base 
rojo de fenal en el soporte de las placas de microelisa, tienen la confiabilidad diagnóstica 
que permite sustituir al método convencional en tubo. Los resultados de esta tesis están 
deaaJerdo con lo que anteriormente se describe, pero aporta que además da la 
fermentación de carbohidrato& en medios líquidos, los medios da: urea, al crecimiento an 
KCN, Voguas -Pro~ tienen la especificidad requerida a las 24 hs y la prueba da 
Rojo da metilo con sensibilidad y aspacificidact buenas a las 18 hs da incubación. 

La OFB G. Martinaz an sus experimentos da pruebas bioquímicas con 1 mL de medio 
obtuvo que se alcanza la confiabilidad diagnóstica al 100% para las pruebas de 
fermentación da carbohidrato& y el crecimiento en medio Citrato da Simmons, a lo que 
esta tesis demuestra que la fermentación de los carbohidratos con sólo 100 µL, no tiene 
el 1 00% de confiabilidad pero si presenta aun la confiabilidad que as necesaria para 
sustituir un método por otro. La prueba del citrato si se le disminuye el volumen a 100 µL 
de medio, pierde el valor de confiabilidad que reporta el trabajo de la quimica Martínez (1 
mL). Este nesultado a6io mantiene una eepecificidad aceptable, pero con sensibilidad 
menor al 80%. Por otra parte la pruebas bioquimicas en medios sólidos como SIM, MIO 
y TSI, obtiene resultados similares a los que aqui se presentan, astas pruebas refiere 
que la dificultad asta representada porque son sistemas de identificación multipruaba. 
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12.-CONCLUSIONIES 

El laboratorio de análisis clínico necesita optimizar sus procesos de operación, para 
abatir costos y así poder poner sus servicios a pacientes de bajos recursos, como 
también contribuir a la disminución de la contaminación ambiental por los desechos 
químicos que utiliza en su operación, sin descuidar la calidad de su servicio. Por ello en 
este trabajo - puntualizan las siguientes conclusiones: 

1. Le confiabilidad diagnóstice general del microsistema manual de identificación 
bacteriana reportó una sensibilidad de 64.4% y una especificidad de 62.3%. Por lo que 
no cumplió globalmente con los objetivos. 

2. Le confiabilidad diag1ástica de los medios líquidos son de especificad y sensibilidad 
superior al 60% a las 24 hs y constituyen una alternativa de identificación bacteriana. 

3. El método en placa pare medios líquidos presenta la confiabilidad diagnóstica que 
tiene el método en tubo desde las 6 hs y la mantiene hasta les 12 hs por lo que el 
laboratorio puede reportar resultados en menor tiempo y con la seguridad que lo haría 
con un análisis en tubo durante 24 hs. 

4. Los medios sólidos considerados en este trabajo en su conjunto, no pueden ser 
considerados como candidatos a sustituir al método estándar, la sensibilidad y la 
especificidad no fueron satisfactorios. 

5. A nivel de pruebas bioquímicas individuales, las pruebas que se pueden realizar en el 
microsistema de identificación con la confiabilidad diagnóstica requerida son: Caldo RF + 
erabinosa, Caldo RF + lactosa, Caldo RF + manitol, Caldo RF + sacarosa, Caldo RF + 
xilosa, indol a las 18 hs, sacarosa y lactosa en medio TSI a las 12 hs y H:zS en UA, Rojo 
de metilo a las 1 B hs y Caldo RF + sort>itol a las 6 hs. 

6. Las pruebas bioquímicas que no se pueden considerar como alternativa son: la 
omitina en MIO y la descart>oxilación de la lisina, debido a que no cumplen con la 
confiabilidad necesaria. 

7. Las pruebas que sólo demostraron tener sensibilidad aceptada fueron: Caldo RF + 
glucosa, Caldo KCN, citrato de Simmons, O/F Huhg - Leifson y la prueba de movilidad en 
SIMyMIO. 

B. Las pruebas que sólo demostraron tener la capacidad de detect..- pruebas negativas 
(especificidad) fuwon. Urea, Vagues - Proskauer, Fenilalanina desaminasa, H,,S en TSI, 
en LIA y en SIM y la prueba de gas en LIA. 

9. El beneficio económico y de disminución de contaminantes es de 96.2%. Lo que es 
indiscutiblemente ventajoso para el laboratorio microbiológico, el paciente y la ecología. 
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SUGERENCIAS 

a) Incluir cepas de bacilos Gram negativos que tengan actividad positiva para la 
producción de acetoina (VP positiva). ureasa, y la desaminación de la fenilalanina, como: 

- K. pneumonie: VP (+), Urea(+) 

- E. aerogenes: VP (+) 

- S.marcensens: VP (+) 

- Y. enterocolitica: Urea(+) 

- Proteus spp.: Fenilalanina (+) 

b) Incluir cepas de bacilos Gram negativos que tengan actividad negativa para la 
fermentación de la glucosa, metabolismo oxidativo de la glucosa en medio OF de Hugh 
Leifson. 

-P. aeruginosa OIF oxidativa 

-A. feacatis: Glucosa(-) 

e) Disei\ar un sistema, donde se puedan separar los analitos de los medios multiprueba 
como MIO, SIM, TSI y LIA. 

d) Disenar un soporte que mantenga el mismo número de pozos con la misma 
capacidad, pero que sea de un material termo resistente, para poder est..-ilizar el 
soporte junto con el medio y asl disminuir el riesgo de contaminar el medio a la hora de 
llenar la placa. 

e) Probar métodos de esterilización, que pennitan reutilizar las placas de EUSA. 
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ANEXO A 

FUNDAMENTOS DE LAS PRUEBAS BIOQUllllCAS 

A continuación se presentan los fundamentos de las pruebas bioquímicas que se 
utilizaron en este trabajo. 

ROJO DE METILO 

El rojo de metilo es un indicador de pH con un espectro entre 6.0 (amarillo) y 4.4 (rojo), el 
pH con el que el rojo de metilo detecta acidez es considerablemente más bajo que el pH 
para otros indicadores usados en medios de cultivo badleriológicos, por ende, para 
producir un cambio de color el microorganismo en estudio debe pr-oc:tucir grandes 
cantidades de ácido a partir de hidratos de carbono. 
La prueba con rojo de metilo es una prueba cuantitativa de la producción de écidos que 
requiere que los microorganismos produzcan ácidos fuertes (láctico, acético, fórmico) a 
partir de la fennentaci6n de la glucosa. Dado que muchas enterobacterias pr-oducen 
ácidos fuertes que pueden ser detectados por medio del rojo de metilo durante las fa99s 
iniciales de la incubación, sólo los microorganismos capacea de mantener aste pH bajo 
después de una incubación prolongada (48-72 hs), superando el sistema amortiguador 
de pH del medio, pueden considerarse como rojo de metilo positivos. 

Interpretación 
La aparición de color rojo en la superficie de en medio indica acidez suficiente para 
reducir el pH a 4.4 y representa una p...- positiva, algunos microorganismos producen 
acidez que reporta un color intermedio entre amarillo y rojo, asto no se considera prueba 
positiva. 

VOGUES-PROSKAUER 

El ácido piruvico es producto de la degradación de la glucosa y es metabolizado 
enzimáticamente por las bacterias, como producto de asta vía de degradación se 
produce acetorna (acelil - metil carbinol), en presencia da oxígeno atmosférico e 
hidróxido de potasio al 40%, la acetoina - convertida en diac:etilo y el ó-naftol sirve 
como catalizador para .,.-aducir un oomplejo de oolor rojo. 

Interpretación 
La aparición de un color rojo 15 minutos después de agregar los reactivos es una prueba 
positiva, indica la pras.>cia de diacalilo, que es al producto de la oxidación da la 



acetoína, la prueba no debe leerse después de una hot"a por que los cultivos pueden 
producir un colot" similar al cobre, lo que daría como resultado una prueba falsa positiva. 

CITRATO 

El citrato de sodio es una sal del ácido cítrico, un compuesto orgánico simple encontrado 
como intermediario del ciclo de Krebs. Algunas bacterias pueden obtener energía usando 
citrato como única fuente de cart:>ono, característica importante en la identificación de 
enterobacterias. Todo medio que se emplee para detectar la utilización de citrato debe 
estar desprovisto de proteínas e hidratos de carbono como fuentes de carbono. 
La utilización del citrato se detecta por la produ=ión de intermediarios alcalinos, el medio 
incluye citrato de sodio, un anión y fosfato de amonio como única fuente de nitrógeno las 
bacterias que p.-0 utilizar citrato también pueden extraer nitrógeno de la sal de 
amonio con la producción de amoniaco (NH3), llevando a la alcalinización del medio 
apartir de la conversión del NH3 en hidróxido de amonio (NH4QH). El indicadot" es azul 
de bromotimol, que es amarillo con un pH menor de 6.0 y azul con un pH por encima de 
7.6. 

1 nterpratación 
Es positiva con la aparición de color azul oscuro de 24 a 48 hs, lo que indica que el 
microorganismo pu- utilizar el citrato como fuente de carbono. Una prueba también 
puede ser positiva en ausencia de color azul si hay un crecimiento de colonias visibles a 
lo largo de la linea de inoculación. Esto es posible porque para que el crecimiento sea 
visible, el microorganismo debe ingresar en la fase de crecimiento exponencial (fase log), 
posible sólo si ha asimilado carbono y nitrógeno. Una interpretación positiva a partir de la 
lectura de la linea de inoculación pu- confirmarse incubando el tubo durante 24 hs 
más, con lo que habitualmente aparece un color azul. 

UREASA 
La urea es una diamida de ácido carbónico con la fónmula NH,CONH2 todas la amidas 
son fácilmente hidrolizadas con la liberación de amoniaco y dióxido de carbono. 
La ureasa es una enzima que poseen muchas especies de microorganismos que pueden 
hidrolizar urea siguiendo la siguiente reacción química: 

ureasa 

El amoniaco reacciona en solución para forma carbonato de amonio, lo que da como 
resultado alcalinización y aumento del pH del medio. Los microCJf"ganismos que hidrolizan 
urea pueden dar reacciones positivas rápidas en una o dos horas, es posible que 
especies menos activas en 3 días o más. El caldo de urea de stuart y el agar urea de 
Christensen son los dos medios utilizados con más frecuencia en laboratorios clínicos 
para le detección de actividad de ureasa. 
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Interpretación 
Caldo urea de Stuart 
Un color rojo en todo el medio indica alcalinización e hidrólisis de urea. 
Si el medio no cambia indica que no hubo hidrólisis. 
Agar urea de Christensen. 
Hidrolizadores rápidos de urea (especies de Proteus): color rojo en todo et medio 
Hidrolizadores lentos de urea (especies de Klebsiella): color rojo en un principio sólo en 
el pico de flauta, que de forma gradual se extiende a todo el tubo. 
No hidrólisis de urea: el medio conserva su color amarillo original 

FENILALANINA DESAMINASA 

La fenilalanina es un aminoácido que por desaminación produce un cetoécido, el ácido 
fenilpirúvico, la prueba de la fenllalanina desaminasa depende de la detección del ácido 
fenilpirúvico. 
El agar se inclina en un tubo formando un pico de flauta. No ~n usarse extractos de 
carne o hidrolizados de proteínas debido a su contenido variable de fanilalanina, el 
extracto de levadura sirve como fuente de carbono y nitrógeno. 
De la familia de las enterobacterias, sólo miembros de los géneros Proteus, Morganella y 
Providencia poseen la enzima necesaria para esta desaminación 

1 nterpretación: 
La determinación de la presencia del ácido fenilpirúvico se puede realizar con la adición 
de cualquiera de los siguientes reactivos adicionales: 
a) Solución acuosa de cloruro férrico 
La prueba es positiva si aparece un color verde visible al agregar cloruro fénico al 10 %, 
la aparición inmediata de un intenso color verde indica la presencia de ácido fenilpirúvico 
y una prueba positiva, si no se presenta cambio la prueba es negativa. 
b) Solución semisaturada de sulfato férrico amoniacal. 
La formación de un color rojo en el pico de flauta indica una prueba positiva, si no se 
presenta cambio la prueba es negativa. 

INDOL 

El indol es un benzilpirrol y es uno de los productos de degradación del triptófano. Las 
bacterias que producen la enzima triptofanasa son capaces de hidrolizar y desaminar el 
triptófano con la producción de indol, ácido pirúvlco y amoniaco. La pr.- de indo! se 
basa en la formación de un complejo de color rojo cuando el indol reacciona con el grupo 
aldehído de p-dimetilaminobenzaldehído, -ta es la sustancia química activa en los 
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reactivos de Kovac y Ehrlicn, debe usarse un medio rico en tript6fano. En la práctica, ae 
emplean medios combinados como sulfuro, indol, motilidad (SIM). Motilidad, indol, 
omitina (MIO) o indo! nitrato. 
Las pruebas rápidas, en las que se usan liras de papal filtro impregnado con reactivo de 
Kovac, son útiles para evaluar bacterias que son rápidas productoras de indol. 
La producción del indol es una caracterlslica importante en la identificación bacteriana y 
resulta particularmente útil para separar Escnerichia coli (+)de los miembros del grupo 
Klebsiella - Enterobecter- Hafnia (-). 

Interpretación 
Un anillo rojo en la superficie del medio, indica una prueba positiva. Si no se produce 
cambio en la superficie dal medio la prueba es negativa. 

DESCARBOXILASAS. 

Las descarboxilasas son un gnJpo de enzimas sustrato-especificas capaces de 
reaccionar con la porción carboxilo (COOH) del aminoácido formando aminas de 
reacción alcalina, esta reacción conocida como descarboxilación, forma dióxido de 
carbono como producto secundario. Cada descarboxilasa es especifica para un 
aminoácido. Lisina, ornitina y arginina, son los tres aminoácidos evaluados de rutina en la 
identificación de enter-obacterias. Los productos amino específicos son los siguientes: 

lisina -.. cadavarina 
omitine --+ putresina 
arginina ____... citrulina 

La conversión de arginina en citrulina es una reacción de dihidrolasa más que de 
descarboxilasa, en la cual un grupo amino es removido de la arginina como primer paso. 
Luego la citrulina es convertida en omilina, la que es descarboxilada para formar 
putresina. 
El medio de Moeller es la base que se emplea con más frecuencia para determinar la 
capacidad de descorboxilación de las enterobacterias. El aminoacido a evaluar se agrega 
a la base antes de la inoculación con el microorganismo en estudio, de manera paralela 
debe dispo~ un tubo control que consiste sólo en la base sin el aminoácido, ambos 
tubos se incuban de forma an-robia cubriéndolos con aceite min-. durante los 
estadios iniciales de incubación, los dos tubos se vuelven amarillos debido a la 
fermentación de 13 escasa glucosa contenida. Si el aminoácido es descarboxilado, sa 
forman aminas alcalinas y el medio revierte su color púrp...-a original. 

Interpretación 
La aparición de color amarillo en el tubo de control indica que el microorganismo es 
viable y que el pH del medio ha disminuido en forma suficiente como para activar la 
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descarboxilación. La reaparición de un color azul - púrpura an el tubo qua contiene el 
aminoácido indica una prueba positiva debido a la liberación de aminas por la reacción 
de descarboxilación. 

AGAR - HIERRO - TRIPLE AZÚCAR (TSI) 

Los microorganismos no fermentadores de glucosa por lo común se detectan por las 
reacciones que producen al crecer en agar KIA o TSI. Una reacción de pico de nauta 
alcalino I profundidad alcalina (sin cambio) an cualquiera de estos medios indica la 
presencia de producción de ácido y la incapacidad del microorganismo de fermentar la 
glucosa y otros cart>ohidratos presentes. Esta reacción sola, es suficiente para excluir a 
un microorganismo de la familia de las enterobacterias. 
Son importantes algunas observaciones para el estudio de las fórmulas del TSI. La 
incorporación de cuatro derivados protéicoa, extracto de carne, extracto de levadura, 
peptona y proteosa 
La peptona hace que los medios sean muy ricos nutricionalmente, la ausencia de 
inhibidores permite el crecimiento de todas las especies bacterianas excepto aquellas 
más exigentes y anae.-obios obligados. Se inocula estriando la superficie y picando hasta 
profundidad, se incuba de 35°C de 1 B a 24 hs. 

1 nterpretaci6n 
K= alcalino 
A= ácido 
a) Pico de flauta alcalino I profundidad alcalina (KIK) 
Ausancia de fermentación de carbohidratos. Característica de no fennentadoras como 
Pseudomona aeruginosa. 
b) Pico de flauta alcalino I profundidad ácida (KIA) 
Glucosa fermentada; lactosa (o sacarosa en TSI) no fermentada. C..-acteristica de no 
fermentadoras de lactosa. 
e) Pico de flauta alcalino I profundidad ácida (negra) (KIA I H,,S) 
Glucosa fermentada, lactosa no fennentada; producción de H,,S. Característico de 
especies de Salmonella, Arizona, Citmbacter y algunas de Proteus. 
d) Pico de flauta ácido I profundidad ácida (NA) 
Glucosa y lactosa fermentadas, característico de coliformes. 
Sin la fermentación de cart>ohidratos no se forman ácidos y la producción de aminas en 
el pico de flauta junto con los buffer alcalinos producen un color rojo en todo el medio 

PRUEBA DE LA OXIDACIÓN-FERMENTACIÓN (OIF + cart>ohidratos Hugh-l.eifson) 

Determina el metabolismo oxidativo o fermentativo de una bacteria sobre un hidrato de 
carbono. 
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Algunas bacterias sólo metabolizan un hidrato de carbono (producción de ácido y a 
veces también gas) en condiciones aeróbicas, es decir por un proceso de oxidación; 
otras también lo hacen en anaerobiosis, o sea por "'""-1\ación. 
Se prepara un medio base al que se le agrega una solución del azúcar elegido (glucosa, 
lactosa, sacarosa o maltosa) esterilizada por filfnlci6n. El medio ,... distribuye en tubos de 
ensayo. Se inocula la bacteria problema con asa aguja. Luego, a uno de los tubos sa le 
agregan 2 mL de aceite mi,,..al o p<Wafina fundida estéril para excluir el oxígeno. Se 
incuba por 48 hs. La prodUCCión de ácido se manifiesta por un cambio de color, por t.,_. 
.. 1 m-lo ba- .., indlCador de pH; la producción de gas sa deduce por la ~ci6n de 
burbujas o fraccionamiento del medio. 

Interpretación 
Cambio de color en ambos tubos: oxidación y fermentación. 
Cambio de color sólo en tubo no sellado: oxidación. 

PRUEBA DE CALDO BASE ROJO DE FENOL + CARBOHIDRATOS 

Esta pn.i- es util- para determinar la habilidad del microorganismo para fermentar 
carbohidratos (azucares). La fermentación es un proceso metabólico, donde el aceptor 
final de electrones - una molécula orgánica, el medio tiene una fermentación simple, se 
adiciona a un medio peptonado e indicador de pH Rojo de fenol, un pequetlo tubo 
(campana de Durham) se agrega al medio en forma invertida para evaluar la producción 
de gas. 
El indicador rojo de fenol tomará amarillo cerca de un pH da 6.8 y será rojo cerca de un 
pH de 7.4, si el microorganismo metaboliza los carbohidratos con la subsiguiente 
producción de lk:ido y disminución de pH. Si el microorganismo no fermenta el 
carbohidrato, di pH se mantiene neutral. Si el microorganismo no fermenta los 
carbohidratos pero utiliza las peptonas, la acumulación de aminas puede modificar el pH. 

lnte<pnrtación 
-AcicX>: (amarillo) producción de écido produce un cambio de color desde rojo hasta 
a1Tl9rillo, indicando que el microorganismo p.- metabolizar el azúcar en el tubo. 
Aedo, Gas: (Amarillo y burbujas de gas) La fermentación del carbohidrato es indicado 
por el color amarillo del medio. Aire atrapado en la campana de durham indica la 
producción de gaa. 
-Negativo: La ferm«ltación negativa puede indicar dos caminos: 

1. Sin cambio. Significa que el microorganismo no utiliza el azúcar en el tubo. 
2. :01 color cambia a un tono obscuro (rojo rosáceo) Este color en el medio significa la 
alalinWlción por la producción de productos metabólicos por la degradación de las 
peptonm. 
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MEDIO SIM (REDUCCIÓN DE AZUFRE, PRODUCCIÓN DE INDOL Y MOVILIDAD) 

l. Reducción de sulfuro 
Esta prueba es utilizada pera la identificación de algunas bacterias capaces de reducir el 
sulfuro, esto es particularmente importante en la diferenciación de cepas de 
microorganismos enteri<X>s. 
Principio: Acido sulfhfdrico, H2S, Pu- ser producido por putrefacción o por respiración 
anaeróbica, el medio contiene cistina, un aminoácido que conti- azufre y tiosulfato de 
sodio hierro peptoniz.ado o sulfato ferroso. El H,S puede reaccionar con el hierro o con el 
sulfato ferroso, fonnando un precipitado negro. Si se presaita la fonnación del 
precipitado negro, el microorganismo es positivo a la producción de H2S, si no se 
presenta este precipitado la prueba es negativa 

11. Producción de indol 
La prueba de indol es usada para identificar bacterias capaces de producir el indol 
usando la enzima triptofanasa. Esta es una prueba componente del IMVIC para la 
diferenciación de enterobacterias. 
Principio. La enzima triptofanasa puede convertir el triptofano a indol, amoniaco y ácido 
pirúvico. El metabolito indol es identificado en esta prueba, cuando el reactivo de Kovac 
que contiene ácido clorhídrico, dimetilaminobenzaldehido y alcohol amilico forma un 
anillo color rojo para indicar un prueba positiva o no fonnarto indicando que el indol no 
esta presente. 

111 Movilidad 

Esta prueba se realiza en medios sólidos o semi-sólidos pera evaluar la movilidad del 
microorganismo por medio de la picadura del medio durante la inoculación. 
Si el microorganismo posee movilidad, se observa una difusión del crecimiento 
bacteriano desde al área de aplicación, si se presenta esta difusión la prueba es positiva, 
de lo contrario es considerada negativa. 

CRECIMIENTO EN KCN 

El medio caldo cianuro de potasio evalúa la capacidad del microorganismo para crecer 
en un medio que contiene moléculas activas que podrían limitar su crecimiento como lo 
es el cianuro de potasio, el KCN inhibe la ~ de transporte de electrones uniéndose 
a los citocromos impidiendo el crecimiento microbiano. Sin embargo, para algunas 
bacterias no es limitado su rempinación por el cian110 y pueden desarrollarse 
Las bacterias se inoculan en caldo de peptona, fosfatos y NaCI que conti- cianuro 
potásico. Las bacterias son inocu~ en el medio que contiene al cianuro y también en 
un tubo que no lo contiene, este último tubo sirve de referencia como control negativo. 
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Interpretación 

-Turbidez en ambos tubos indica una prueba positiva y significa que el microorganismo 
es capaz de crecer en medio con KCN 

-La turbidez exclusiva en el tubo de referencia indica que el microorganismo es 
susceptible a la inhibición de su cracimienlo por el KCN. 

VID 

'T'F. ~ T (' 0 (YT\T 

FALLt:. L;;::. '-'.!.\lG.EN 



ANEXOB 

Nefelómetro de Me F•rt•nd 

El Nefelómetro de Me Farland es una serie de diluciones de doruro de bario en una 
solución ácida de ácido sulfúrico, se utiliza para realizar comparacion- de turbidez, 
según lo explica la siguiente tabla. 21 

No.de 
tubo BaC'2 al 1 o/o(mL) H2so. al lo/o(mL) bacterias/mL 

1 0.1 9.9 3.0 X 10 • 
2 0.2 9.8 6.0 X 10 • 
3 0.3 9.7 9.0 X 10 • 
4 0.4 9.6 J.2 X 10' 
5 0.5 9.5 1.5,. 10, 
6 0.6 9.4 J.8 X 10' 
7 0.7 9.3 2.1 X JO' 
8 0.8 9.2 2.4 X 10 7 

9 0.9 9.1 2.7xl0' 
JO 1.0 9.0 3.0 X 10 7 

NOTA: La turbidez que reporta el tubo No. 5 de este nefelómetro, fue la referencia 
utilizada en esta tesis para controlar la concentración bacteriana que inoculaba en los 
medi:>s líquidos. 
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miaolitros 
micrómetros 
horas 
centim-.OS 
mifimetrOS 
mililitros 
grados cantlgrados 
libras de presión 
minutos 
mayor que 
Association type ~in collection 
National committee far ciinical laboratory standards 
FOOd and drugs administration 
unidades formadorati de colonias 
medio Rojo de metilo - Vagues Proskauer 
indicadof" Rojo de -
medio Lisina iron -r (agar lisina hierro) 
medio Movilidad indo! omiüna 
medio Triple sugar iron (triple azúcar hierro) 
medio Caldo cianuro de potasio 
medio Orto nitro fenil 43-D-galactoparanósido 
medio Movilidad indoi sulfuro 
caldo RF + sacarosa 
caldo RF + sorbitol 
caldo RF + arabinosa 
caldo RF + xilose 
caldo RF + glucosa 
caldo RF + lactosa 
medio Caldo con KCN 
medio Caldo sin KCN 
medio Oxia.ción - Fermentación sin -lo 
medio Oo<idación - Fermentación con sello 
medio .:itrato de Simmons 
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Mod 
e/u 
c/p 
VPP 
VPN 
IFP 
IFP 
P(+/E) 
P(E) 
p (+ I e'°) 
P( E") 
Co 
C• 
K 
co 
MP 
MT 
MPvsMT 

modelo 
ceda uno 
ceda pozo 
v•lor predictivo positivo. 
valor predictivo negativo 
indice de falaos positivos 
indice de faleos negativos 
probabilidad de obt..,_. una identificación correcta realmente. 
probabilidad de la identificación sea COIT8Cla 
probabilidad de tener una identificación incorrecta 
probabilidad de que la identificación sea incorrecta 
concordancia observada la corno 
concordancia esperada por azar 
indice Kappa 
grado de concordancia 
método en placa 
método en tubo 
comparación del método en placa con el método tradicional 
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