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AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA

INTRODUCCION

En apoyo al area de microbiologia se pretende complementar los
conocimientos adquiridos con este material que contara con los fundamentos y
estructura de cada uno de los sistemas y equipos automatizados que existen en
el mercado o en laboratorios de microbiologia clinica y asi mismo aportar la
informacion mas importante y valiosa que le permita al egresado desenvolverse
con mayor facilidad en el campo laboral.

Es importante poner hincapié que la fuente de desempleo, genera que
los egresados de la carrera de Q.F.B y otras ramas dedicadas al area de la
salud en microbiologia se vean obligados a tener una mayor preparacion ya que
la competencia que existe en el campo laboral ha ido en aumento en los ultimos
afos. Por tal motivo se pretende proporcionar una herramienta mas en la
formacion y preparacion del personal dedicado a la salud, con la elaboracién de
material didactico que refiera a la automatizacion en el laboratorio de
microbiologia.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el area de microbiologia se llevan a cabo pruebas convencionales
manuales para la identificacion de microorganismos y para conocer la
sensibilidad a los antibidticos de estos mismos, por lo que equipos y sistemas
automatizados manejados en el laboratorio de microbiologia clinica en algunos
hospitales no son conocidos en su mayoria por los alumnos del area de la
salud.

Es importante que los alumnos y personal de la salud, conozcan los
diferentes sistemas y equipos que se emplean en la determinacion del grado de
sensibilidad que tiene un microorganismo a un determinado antibiotico y tener
una vision mas amplia en cuanto a la identificaciébn de microorganismos y a la
tecnologia que se emplea para facilitar el trabajo en el campo laboral, asi como
conocer sus ventajas, desventajas y el porcentaje de confiabilidad de los
equipos y sistemas.

En el laboratorio de microbiologia de la FES-Z se identifican algunos
géneros con pruebas manuales convencionales microorganismos como los de
la familia enterobacteriaceae que bajo ciertas circunstancias puede estar
asociado con infecciones o ser el responsable principal de las mismas. La
bacteriemia sigue siendo una importante causa de morbi-mortalidad en
pacientes criticos, el hemocultivo es el Unico examen que permite su
confirmacion. En el laboratorio también se procede a realizar un antibiograma
como instrumento diagnostico de sensibilidad bacteriana y estudios de
aislamiento e identificacion de hongos causales de micosis superficiales,
subcutaneas y sistémicas. Por lo que equipos y sistemas manejados en el
laboratorio de microbiologia clinica en el campo laboral no son conocidos en su
mayoria por los alumnos de esta asignatura.

La falta de experiencia para el diagnostico de microorganismos en
laboratorios de microbiologia clinica se debe a la escasez de personal
especializado, la mala calidad de los programas educativos y la incapacidad de
los laboratorios clinicos para asumir el costo de la capacitacion de su personal,
por lo tanto, es importante que los alumnos conozcan los fundamentos y
estructura de los diferentes sistemas y equipos para tener una visibn mas
amplia en cuanto a la identificacion y sensibilidad del microorganismo, la
tecnologia que se emplea para facilitar el trabajo en el campo laboral, asi como
conocer sus ventajas, desventajas y el porcentaje de confiabilidad de los
equipos y sistemas.
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OBJETIVO

Elaborar material didactico sobre los sistemas y equipos automatizados
utilizados en el laboratorio de microbiologia, que apoye al médulo de biologia
médica del noveno semestre de la carrera de QFB, personal del area de la
salud y afines.
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METODOLOGIA

Se efectud una investigacion documentada en diferentes fuentes
cientificas, para obtener la informacion necesaria que se puede emplear en la
elaboracion del manual titulado Automatizacion en Microbiologia, que servira
para mejorar el desarrollo académico de los estudiantes del maddulo de
biologia médica de la carrera de QFB, optando por aquella que aporte los datos
mas relevantes y actualizados de los diferentes equipos y sistemas empleados
para el diagnostico microbiolégico, para una correcta identificacion del
microorganismo a fin de complementar el conocimiento de estos equipos .

La recopilacion de la informaciéon se obtuvo inicialmente, en libros,
articulos de revistas y busqueda electronica.

Se procedié al ordenamiento, seleccidon y analisis de la informacién de
las diferentes fuentes bibliogréficas para la estructuracién de la mas completa
informacion para dicho manual que ayudara tanto académica como
laboralmente al personal de la salud y a fines.
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AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA

INTRODUCCION

Se presenta una investigacion bibliogréfica de los sistemas automatizados
y semiautomatizados utilizados en microbiologia clinica para la identificacién de
microorganismos y a su vez determinar su susceptibilidad de estos ante los
antimicrobianos.

En la actualidad la ciencia y la tecnologia ha tenido un gran avance en el
area de microbiologia clinica, y esto ha permitido reemplazar algunos medios de
cultivo y las pruebas bioquimicas manuales para identificacion de
microorganismos por sistemas automatizados y semiautomatizados. Asi mismo
los sistemas utilizados para la identificacion y determinacién de sensibilidad a
antimicrobianos de agentes etiologicos facilitan llevar a cabo un diagnéstico eficaz
a corto tiempo.

Al disminuir el tiempo en obtener un diagnéstico, beneficiara a los
pacientes que requieran de éste con suma urgencia y disminuira el nivel de morbi-
mortalidad de ellos. Ademas disminuye el costo de la enfermedad en pacientes
hospitalizados.

En ocasiones los médicos prescriben al paciente medicamentos de amplio
espectro que les produce resistencia debido a que no se inhibe o elimina el
microorganismo como debiera, ya que las dosis no son las adecuadas o el
paciente no siguen la medicacion como debiera, por lo tanto, es conveniente
llevar a cabo la identificacion y determinacion de sensibilidad del microorganismo
hacia los antimicrobianos por lo que el paciente se administrara el medicamento y
la dosis correcta para que ceda la enfermedad.

Esta investigacion abarca contenidos como el gran impacto que ha tenido
la automatizacion microbioldgica en el paciente, en el laboratorio de microbiologia,
en la economia, y en la epidemiologia, se mencionan las ventajas y desventajas
de utilizar los sistemas automatizados y semiautomatizados.

Se proporciona al lector las caracteristicas generales como su estructura,
procedimiento para las pruebas, interpretacion, el reporte de resultados y
esquema de dicho sistema. Ademas se menciona el fundamento de cada uno, ya
gue es de suma importancia, el saber qué es lo que lleva a cabo la identificacion
del microorganismo.

Cabe mencionar que a pesar de que los sistemas superan a las pruebas
manuales no se dejan de realizar del todo estas ultimas, ya que al llegar una
muestra de un paciente al laboratorio se realizan pruebas directas como las de
KOH para la identificacién de hongos o se debe obtener un cultivo puro para llevar
a cabo el antibiograma. En si se requieren de las bases fundamentales de
microbiologia aunque se empleen sistemas automatizados y semiautomatizados
para el diagnéstico y la identificacion del microorganismo.
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|. AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA

En el diagndstico microbiologico se estan produciendo avances importantes
gue estan permitiendo un diagnostico mas rapido y eficiente. La velocidad en la
obtencién de este diagnostico es un aspecto fundamental en la medicina actual,
ya que un diagndstico rapido posibilitara la prescripcion de un tratamiento
especifico que permitird un uso racional de los antibiéticos y limitara el desarrollo
de resistencias. *

Los métodos rapidos y la automatizacion en microbiologia es un campo de
estudio dindmico que conjunta la utilizacibon de métodos microbiolégicos,
bioquimicos, fisiolégicos, inmunolégicos y serolégicos para el aislamiento mas
efectivo, la deteccién, caracterizacion y enumeracibn mas rapida de
microorganismos y sus productos en muestras clinicas.

El avance reciente de muchos de los métodos nuevos, ha sido posible
gracias a los avances tecnoldgicos que se han dado en los ultimos afios tales
como los microprocesadores y las computadoras.

Aunque un método rapido pueda ser llevado a cabo en un tiempo muy
corto, que puede tardar 10 min, estos métodos siempre partiran de un cultivo
aislado o al menos de un medio de enriquecimiento, lo cual alargara el tiempo real
del ensayo de 24 a 48 h.?

Dado el incremento en la cantidad de muestras procesadas en el
laboratorio, las metodologias convencionales no lograron competir con las
ventajas ofrecidas por los sistemas comerciales con respecto a la conveniencia y
actualizacion de las bases de datos.

Los sistemas de identificacion disponibles en el comercio reemplazaron en
gran parte las compilaciones de los medios de prueba y sustratos preparados en
el laboratorio para la identificacion bacteriana. Este reemplazo se debié en gran
parte a la evolucion continua de los sistemas comerciales para maximizar la
velocidad y optimizar la conveniencia que puede alcanzarse con los cuatro
componentes de identificacion mostrados en el cuadro 1.1.

Los sistemas comerciales con frecuencia se clasifican en automatizados o
no automatizados. Como se muestra en la tabla 3.1, pueden automatizarse
muchos aspectos de un sistema de identificacion; esto implica, en su totalidad o
en parte, los pasos de inoculacion, la incubacion y la lectura de las pruebas, asi
como el andlisis de los resultados. Sin embargo, no hay criterios estrictos que
establezcan cuantas partes de un sistema completo deben automatizarse para
gue se clasifique como automatizado. En consecuencia, determinar si un sistema
es automatizado puede dar origen a controversias. Ademas, sin considerar la
falta o el nivel de automatizacion, la seleccion de un sistema de identificacion
depende de la precisiéon y la confiabilidad del sistema, si el sistema satisface las
necesidades del laboratorio y respeta las limitaciones impuestas por los recursos
financieros del laboratorio. Ademas de su rapidez y de facilitar el flujo de trabajo,
los sistemas automatizados también proporcionan sistemas de manejo de datos
computarizados cada vez mas poderosos, que pueden usarse para evaluar la
exactitud de los resultados, manejan bases de datos mas grandes, y proporcionan
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una interface con el area de farmacia para aumentar, la utilidad de los datos de
las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos. 3

Como se muestra en el cuadro 1.1 las caracteristicas de crecimiento, la
morfologia microscopica y los resultados de las pruebas individuales se utilizan
para clasificar la mayoria de los aislamientos bacterianos en grupos generales.
Sin embargo la identificacion definitiva en cuanto la especie requiere el uso de
esquemas disefiados para describir los perfles metabdlicos de los
microorganismos.

Los sistemas de identificacion por lo comUn presentan cuatro componentes
principales (cuadro 1.1).

1. Seleccion e inoculacion de un conjunto (es decir, bateria) de sustratos
metabdlicos especificos e inhibidores del crecimiento.

2. Incubacién para permitir que se utilice el sustrato o que actuen los
inhibidores del crecimiento.

3. Determinacion de la actividad metabdlica producida durante la
incubacion.

4. Andlisis de los perfiles metabdlicos y su comparacion con los perfiles de
especies bacterianas conocidas almacenadas en base de datos para su
identificacion definitiva.

Algunos de los sistemas mas simples de pruebas mdltiples presentan un
formato convencional en el que una sola inoculacion puede brindar mas de un
resultado. Mediante la combinacion de reactantes, por ejemplo, un sustrato
puede utilizarse para determinar los resultados de indol y nitrato; los resultados de
indol 'y movilidad; movilidad, indol y ornitina descarboxilasa; u otras
combinaciones. Por otra parte, las pruebas convencionales se reunieron en
volimenes mas pequefios y se compactaron de modo de inocularse con mas
facilidad en una sola manipulacién en lugar de diversas inoculaciones (p. ej.,
formato en placa de microtitulacion). Cuando se utilizan junto con una base de
datos generada por computadora, las identificaciones de especies se realizan con
relativa facilidad.

Varios fabricantes producen pruebas bioquimicas convencionales en
placas de microtitulacion que se envian al usuario congeladas y deben
mantenerse asi hasta que se descongelen, inoculen y utilicen. De manera
alternativa, las placas de microdilucion pueden contener sustratos liofilizados que
se rehidratan con una suspension del microorganismo durante la inoculacién.

Otro enfoque es utilizar un medio liquido no suplementado en placas de
microtitulacion a las que se les agregan varios discos impregnados en sustratos
antes de la inoculacion. Este enfoque permite que el usuario disefie la serie de
pruebas, mientras que en otros formatos las baterias de pruebas estan
predeterminadas por el fabricante, Los sustratos también pueden estar desecados
en cupulas plasticas dispuestas en serie sobre tiras en las que se coloca una
suspension del microorganismo de prueba. Algunos de estos sistemas que
utilizan un in6culo denso o sustratos cuya utilizacion no depende de la
multiplicacion bacteriana extensa, permiten disponer de los resultados luego de 4
a 6 horas de incubacion.

10
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Se disefiaron incluso otros formatos de baterias de pruebas de
identificaciébn para automatizar en forma mas completa diversos aspectos del
proceso. Un ejemplo es el empleo de "tarjetas" sustancialmente mas pequefias
gue la mayoria de las placas de microtitulacién o las tiras con cupulas.

De modo analogo al formato de placa de microtitulacién, estas
tarjetas contienen sustratos desecados en orificios metélicos resuspendidos con
la inoculacién. *

. Seleccion e inoculacion de pruebas.

e La cantidad y el tipo de pruebas seleccionadas dependen del tipo de
microorganismo a identificar, la importancia clinica de los aislamientos y la
disponibilidad de métodos confiables.

¢ Los sistemas de identificacion deben ser inoculados en cultivos puros.

. Incubacién para la utilizacion del sustrato

e La duracion depende de si se requiere multiplicacién bacteriana o no para la
utilizacion del sustrato (es decir, prueba basada en el crecimiento vs prueba no
basada en el crecimiento.)

3. Deteccion de actividad metabdlica (utilizacién del sustrato)

La colorimetria, la fluorescencia o la turbidez se usan para detectar los productos de

la utilizacién del sustrato.

La deteccién se realiza en forma visual o con la ayuda de diversos fotémetros.

Analisis de los perfiles metabdlicos.

Implica la conversidn del perfil de la utilizacion del sustrato a un cédigo numérico.

La comparacion del codigo numérico asistido por computadora con base de datos

taxonomicas extensas proporciona la identificacion mas probable del aislamiento

bacteriano.

e En el caso de microorganismos, en los que la identificacion se basa en unas pocas
pruebas, por lo comdn no se requieren en forma sistémica otras pruebas y analisis.

Cuadro 1.1 Cuatro componentes basicos de los esquemas y sistemas de
identificacién bacteriana. ®

..:b.

A. Ventajas de Equipos Automatizados

El uso de paneles comercializados posee diversas ventajas. Entre ellas,
destacan la homogeneidad de los reactivos que permite comparar los resultados
de diversos laboratorios, la rapidez de manipulacién y la disposicién de bases de
datos computarizados para interpretar los resultados. *

Mejor Manejo de especimenes.

Menores riesgos para el personal.

Deteccion precoz del crecimiento bacteriano

Mayor sensibilidad

Menor contaminacién de pruebas

Varios de los sistemas tienen una vida de almacenamiento larga (6 meses
a 1 afio) de modo que el vencimiento de los medios, un problema particular de los
sistemas convencionales, esta minimizado.

Los sistemas requieren solo un minimo espacio para almacenamiento e
incubacion.

Los sistemas son tanto o mas faciles de usar que los métodos
convencionales.

11



AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA

La inoculacion es Unica las reacciones generalmente se cortan a las 24
horas, y la disponibilidad de archivos de registro asistidos por computadora hace
gue la identificacion sea facil y segura.

Se basan en técnicas estandarizadas y precisas, cuyos resultados
reproducibles son iguales o mejores que los procedimientos convencionales.

Menor namero de resultados falsos positivos, un incremento significativo de
la velocidad de deteccion y de la tasa de recuperacion de microorganismos.

Disminucion de la carga de trabajo de un laboratorio (Requiere menos
personal, los métodos de determinacion de CIM (diluciébn en agar o dilucién o
microdilucion en caldo) son muy laboriosos cuando se realizan manualmente. La
disminucién de la carga de laboratorio se debe principalmente a que el tiempo del
técnico se concentre en procesar solo los cultivos positivos, en lugar de cargar y
descargar instrumentos o subcultivar y observar la mayoria de muestras
negativas. Sin embargo, como los cultivos positivos pueden avisar en cualquier
momento, se requiere un arreglo del personal para las horas del descanso,
dependiendo de los requerimientos de informe de resultados positivos al personal
médico.

Disminuye el costo de la enfermedad.

El abreviar el tiempo de respuesta en los estudios de susceptibilidad in vitro
permite un inicio o un cambio mas oportuno de la terapia antimicrobiana, lo que
conlleva a una reduccion en el nimero de examenes, reduccion en los dias de
hospitalizacion, reduccién en el uso de antimicrobianos y se traduce ademas en
una importante reduccion de los costos totales.

La facil inoculacion, la capacidad de seleccionar solo las caracteristicas
gue van hacer medidas, la manipulacion requerida por el agregado de reactivos
después de la incubacion, la disponibilidad de diagramas interpretativos o bases
de datos computarizadas son los principales elementos que deberian considerar
los usuarios potenciales antes de seleccionar un sistema. Si se presta estricta
atencién a las instrucciones provistas por los fabricantes, puede obtenerse el
mismo grado de exactitud, confiabilidad de desempefio, con solo diferencias
menores en la sensibilidad de las pruebas individuales. * >°

B. Desventajas de Equipos Automatizados

Gran tamanfo de los instrumentos para laboratorios en los que el espacio es
un problema.

Elimina la practica de otras exploraciones complementarias y la aplicacion
mas dirigida de los tratamientos lo que hace del mismo un método nada
despreciable, y a veces Unico, a la hora de plantearse en clinica el diagnéstico
etiologico de algunas enfermedades infecciosas.

Una base de datos limitada para algunos sistemas: Algunos de los ensayos
rapidos normalmente estan dirigidos contra un solo microorganismo y en la
mayoria de los casos, se requiere buscar un grupo de microorganismos, lo que
provoca una elevacién en el costo del analisis final.
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Otra dificultad radica en la existencia de una abundancia de ensayos, lo
cual hace dificil la seleccién del mas adecuado y también que muy pocos métodos
se encuentran validados, lo que hace dificil también su utilizacién.

La aparicion de tecnologias nuevas que en muchas ocasiones requieren de
tiempo para estandarizarse.

Requiere laboratorio 24 horas
Requiere servicio técnico

Alto costo: El equipamiento y los insumos (paneles o tarjetas) son de alto
costo.

Requieren método de respaldo: Frente a falla en el equipo es necesario
disponer de un equipo de respaldo o de una metodologia manual de respaldo.

No existen normas CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) para
sistemas automatizados: Sin embargo deben considerarse los métodos
empleados (puntos de corte o CIM).

Debe sefalarse con gran énfasis que, a pesar de la existencia de estos
sistemas miniaturizados y automatizados, la utilizacion de pruebas sencillas
realizadas con medios y métodos convencionales preparados en el propio
laboratorio y de calidad contrastada, ayudan extraordinariamente a la
identificacién de las bacterias aisladas con mayor frecuencia en el laboratorio de
microbiologia clinica. * >°

C. El Impacto de la Automatizacion.

Hace més de 20 afios que surgid la robdtica y la informéatica en los
laboratorios de quimica y hematologia clinica; sin embargo, no fue sino hasta
finales de la década de los ochenta del siglo pasado cuando se hicieron los
primeros prototipos para microbiologia. El efecto esperado en esta area, ademas
de incrementar la confiabilidad, la eficiencia, la rapidez y la productividad, sera
aumentar la seguridad del personal expuesto a agentes patdégenos y por ende
adquirir infecciones en el desempefio de sus labores, ademas de asesorar a los
médicos en la toma de decisiones. *°

En el diagndstico microbioldgico se estan produciendo avances importantes
gue estan permitiendo un diagnostico mas rapido y eficiente. La velocidad en la
obtencién de este diagnostico es un aspecto fundamental en la medicina actual,
ya que un diagndstico rapido posibilitara la prescripcion de un tratamiento
antibacterial o antifangico especifico que permitirA un uso racional de estos
limitando el desarrollo de resistencias.

En el comercio se dispone de diversos sistemas de identificacion
bacteriana para numerosas pruebas para utilizar en los laboratorios de
diagndstico microbiolégico; todos tienen en comuin cuatro componentes de
identificacién basicos mostrados en la cuadro 1.1. Sin embargo, los diferentes
sistemas varian en su enfoque para cada componente. Las variaciones mas
comunes son:

- Tipos y formatos de pruebas incluidas en la bateria de pruebas

- Método de inoculacién (manual o automatizado)

- Tiempo de incubacion requerido para la utilizacion del sustrato. Este por
lo comun depende de si su utilizacién requiere crecimiento bacteriano
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- Método para detectar la utilizacion del sustrato y si la deteccion es manual
0 automatizada

- Método de interpretacion y andlisis de los resultados (manual o asistido
por computadora) y, si es asistido por computadora, el grado de automatizacion

Las caracteristicas generales de algunos sistemas de identificacion
comerciales se resumen en los siguientes capitulos (tabla2.1, y 3.1). °

1. Impacto Clinico.

La implementacion de estos sistemas, con monitoreo mas sensible que el
0jo humano, continuo y con agitacién constante que acelera el crecimiento de los
microorganismos, ha llevado a un tiempo de disminucién del tiempo de deteccion
y un aumento de sensibilidad indiscutibles en el diagndstico microbiol6gico. La
deteccion precoz a través del rapido aislamiento del agente microbiano
responsable es de considerable valor en el manejo de estos pacientes. Esto sin
duda lleva un uso mas racional de las terapéuticas con antimicrobianos.

Rapidez en el informe de resultado. Inicio o cambio precoz del
antimicrobiano. Reduccién de costos: dias de hospitalizacion, examenes de
laboratorio. °

La utilizaciébn de métodos rapidos o automatizados en microbiologia, tiene
un impacto significativo en el manejo clinico del paciente ya que permite adelantar
la decision de conductas terapéuticas y de aquellas destinadas a un manejo
epidemiolégico adecuado.

2. Impacto Microbiolégico

Ha significado principalmente una disminucion de la carga de trabajo, con
la posibilidad de procesar grandes voliumenes de muestras. Las técnicas de
deteccidn, al no ser invasivas, producen una disminucién de la contaminacion del
laboratorio. Ademas se amplia el espectro de los microorganismos aislados, sin
grandes esfuerzos de subcultivos. Permiten mayor estandarizacion de los
procesos Yy reactivos. Mejora la bioseguridad dado que disminuyen las
posibilidades de corto punzantes.

3. Impacto Epidemiolégico

El soporte informatico permite obtener con mucha facilidad listados de
positividad y negatividad por pacientes, por muestras, por aislados en diferentes
sectores del hospital y conocer el rendimiento (%positivos-negativos-
contaminantes) que también pueden evaluarse por seccidn, pacientes o muestras,
en forma diaria, semanal, mensual, etc. Esta facilitacion del conocimiento continuo
y sSus variaciones constituyen un gran aporte en el control de las bacteriemias
intrahospitalarias.
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4. Impacto Econémico

En el laboratorio de microbiologia: el aumento de costo por botella (2 a 3
veces el costo de las convencionales) se ve ampliamente compensado con la
disminucién de los costo en materiales de subcultivos de muestras negativas,
disminucién de accidentes cortopunzantes en operadores reduciendo de esta
forma el costo global de hemocultivo. En la institucion: deberiamos evaluar que
impacto real producen estos sistemas en la disminucion de antibiéticos de amplio
espectro y la diminucion de dias/cama.

5. Impacto Clinico en el manejo del paciente hospitalizado

Actualmente, en la mayoria de las infecciones el tratamiento antibiético
inicial es empirico: esto significa que el o los agentes antimicrobianos que se
administran deben brindar cobertura no sélo sobre el agente que se sospecha que
es el causal, sino sobre otros que probablemente puedan producir el mismo
cuadro.

Por este motivo, el tiempo que transcurre entre la obtencion de las
muestras diagndsticas, su procesamiento y sus resultados, es muy importante
para poder adecuar el tratamiento empirico inicial.

En los dltimos afios se han desarrollado y se han difundido la utilizacion de
métodos rapidos y/o automatizados de diagnostico que han permitido acortar el
tiempo de procesamiento de muestras microbiolégicas.

¢Ahora bien, en qué medida estos métodos redundan en un beneficio para
el paciente hospitalizado? Estos beneficios pueden evaluarse en términos de
morbi-mortalidad, reduccion de dias de internacion y en costo de utilizacion de
antimicrobianos.

Barentager y Col. En su estudio publicado en 1999, utilizando el sistema
VITEK para identificacion y pruebas de sensibilidad de aislamientos bacterianos,
demostraron reducciones significativas en términos de tiempo de procesamiento
de muestras, duracion de hospitalizacion y costo promedio por paciente. Estos
beneficios, destacan los autores, se pueden obtener siempre y cuando el médico
instrumente los cambios necesarios en tiempo adecuado, luego de disponer de
los resultados.

En el caso de las micobacterias como M. tuberculosis, la deteccion
temprana es vital, ya que esto implica no sélo beneficio para el paciente que
puede iniciar en forma répida tratamiento adecuado, sino que permite
implementar medidas de control de infecciones mas precoces y, de esta forma,
evitar que continle la diseminacion de este microorganismo. Asi mismo, los
métodos rapidos permiten obtener datos de sensibilidad a drogas antituberculosas
en forma mas temprana que por los métodos clasicos, lo cual en especial en
areas o0 en situaciones donde se sospecha la presencia de alta resistencia,
permite el manejo racional del tratamiento y un mayor control de la diseminacion
de la resistencia. °

RESUMEN
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Este capitulo introduce al lector al campo de la automatizacion en el
laboratorio microbiolégico. La automatizacion es una herramienta que ha
contribuido a obtener un mejor diagnostico y tratamiento en pacientes con
enfermedades producidas por hongos y bacterias.

En el laboratorio microbiolégico se encuentran sistemas automatizados y
semiautomatizados, se dice que son en parte automatizados ya que Unicamente
llevan a cabo la identificacion del microorganismo y son en su totalidad
automatizados ya que el sistema inocula, incuba e identifica el microorganismo.

Los sistemas presentan ventajas y desventajas por lo tanto es importante
seleccionar cual es el mas conveniente para utilizar y satisfacer las necesidades
del laboratorio, ademas de ser confiable y preciso.

Finalmente el capitulo refiere al impacto que causan los sistemas en la
clinica al disminuir el trabajo, y en el paciente, obteniendo un apronta
recuperaciéon y disminucién del costo de la enfermedad.
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Las bacteriemias y las fungemias se diagnostican por hemocultivo, que
consiste en el cultivo de una muestra de sangre en medios adecuados para
recuperar las bacterias y los hongos que son capaces de crecer en medios
artificiales. *

Clasificacion de los diferentes medios de cultivo sugerida por la ASM
(American Society for Microbiology):
I. Para microorganismos aerobios y anaerobios facultativos.
a. Medios liquidos.- Infusion cerebro corazéon (BHI), Caldo brucella, caldo
Columbia, Caldo soya tripticaseina, peptona suplementada.
b. Sistemas bifasicos.- Septi-chek (Roche Diagnostics), botellas bifasicas
para cultivos de sangre (Becton Dickinson).
c. Sistemas de lisis y centrifugacion.- Isolator (Wampole Laboratories).
d. Medios para utilizarse en sistemas automatizados.- Medios Bactec 6A,
16A, 26Plus, Peds Plus (Becton Dickinson); Medio para aerobios de
Bact/Alert (Organon Teknika).

[I. Para microorganismos anaerobios.
a. Medios liquidos.- Medio liquido de tioglicolato, Infusion cerebro corazon
para anaerobios.
b. Medios para utilizarse en sistemas automatizados.- Medios Bactec 7A,
17A, 27Plus, Litico (Becton Dickinson); Medio para anaerobios de
Bact/Alert (Organon Teknika).

[ll. Medios especificos para la recuperacion de hongos.- Isolator y Medio Bactec
para hongos.

IV. Medios especificos para la recuperacién de micobacterias.- Bactec 13A,
Isolator y Septi-chek AFB.?

Las técnicas de Hemocultivo convencionales son laboriosas y requieren
mucho tiempo. En estas épocas de contencion de gastos para la atencion de la
salud y la necesidad de mantener una atencion adecuada, se desarrollo
instrumentacion para los hemocultivos. Los instrumentos pueden detectar con
rapidez y precision microorganismos en las muestras de sangre. Mediante este
tipo de instrumentacion, los laboratorios que procesan grandes cantidades de
hemocultivo también pueden informar los resultados en forma eficaz en relacién
con los costos. La decisidon de comprar un instrumento para hemocultivos es
dificil y debe tener en cuenta aspectos como el volumen de trabajo, la poblacion
de pacientes y los costos. Mas de la mitad de todos los laboratorios de
microbiologia hospitalarios usan un sistema de hemocultivos automatizado. °
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Tabla 2.1 Sistemas de Cultivo de sangre comercialmente disponibles, con monitoreo continuo. °

SISTEMA Métodos para deteccion de | Capacidad de | Maximo No. de médulos Ciclo de las Tipo de Agitacion Dimensiones
(Fabricante) crecimiento. los frascos (No. De frascos') por pruebas (min) (cm)
por modulo. sistemas.

BacT/Alert 240 (Organon Deteccion colorimétrica

Teknika) CO, 240 6(1,440) 10 (34) 175x87x66

BacT/Alert 120 (Organon Deteccion colorimétrica

Teknika) CO, 120 6 (720) 10 (34) 87x87x55

BacT/Alert 3D (Organon Deteccion colorimétrica

Teknika) CO, 240 12 (2,880) 10 (34) 90x49x61

BACTEC 9240 (Becton Deteccién de: CO,, O,° 5(1,200) (core)

Dickinson) Fluorescencia 240 20(4,800) (vision) 10 (30) 03x128x55
50(12,000) (Epi Center)

BACTEC 9120 (Becton Deteccion de: CO,, O, * 5(600) (core)

Dickinson) Fluorescencia 120 20(2,400) (vision) 10 (30) 61x129x56
50(6,000) (Epi Center)

BACTEC 9050 (Becton Deteccién de: CO,, O, " Rotacion

Dickinson) Fluorescencia 50 1(50) 10 Continua 61x72x6

ESP 128 Cambio de Presion Rotativo

(Trek Diagnostic System) Manometrica 128 12 (unicamente 90x86x65
5(640) 24 aerobio) (160)

ESP 256 Cambio de Presién Rotativo

(Trek Diagnostic System) Manometrica 12 (unicamente 199x86x65

256 5(1,280) 24 aerobio) (160)

ESP 384 Cambio de Presién Rotativo

(Trek Diagnostic System) Manometrica 384 12 (unicamente 199x86x65
5(1,792) 24 aerobio) (160)

Vital Deteccion de: CO,, O,

(bioMérieux) Fluorescencia 400 3(1,200) 15 Sinusoidal (150) [108x78x114

! Unicamente el medio Myco/F Lytic es por deteccion de O,.
2 Maximo ntimero de frascos acomodados dependiendo de los datos del sistema de administracion. (core, Visién o Epi Center).




Tabla 2.2.Caracteristicas Resumidas de los sistemas de Hemocultivos con monitoreo continuo °

Sistemas Frascos Disponibles® Volumen Sangre | Capacidad en frascos/unidades de Detecci6n
del inoculo Caldo | sistemas
(mL)

Bact/Alert | SA Aerobic 5-10 1:4 240 (méx*=2.160 frascos) ° Deteccién colorimétrica de
SN Anaerobic 5-10 1:4 Co2.
FAN(frascos aerobios y anaerobios) 5-10 1:4
FAN Pediatric 1-4 1.5

BACTEC Standard aerobic/F 3-10 1:4 240 (méx=1.200 frascos)°. Deteccién por fluorescencia
Standard anaerobic/F 5-7 1.4 de CO2.
Plus aerobic/F 3-10 1:2,5
Plus anaerobic/F 3-10 1.25
Peds Plus/F 1-5 1:8
Lytic/10 anaerobic /F 3-10 1:4
Myco/F Lytic medium 1-5 14

ESP 80 A (aerobias) 10 1:9 384 Deteccion de consumo de O2
80 N (anaerobias) 10 1:9 (méx = 1.920 frascos)’ o produccién de
EZ Draw 40A 5 1:9 de CO2, H2, N2.
EZ Draw 40N 5 1.9
Vital Aerobias 10 1:4 Méx= 1.200 frascos® Deteccion por fluorescencia de

Anaerobias 10 1:4 desarrollo.

® No necesita ventilacién en ninguno de los frascos mencionados.
# Max., nimero maximo de frascos que pueden procesarse ensamblando varias unidades del sistema.
® Hay instrumentos mas pequefios disponibles: Bact/Alert 120 0 BACTEC 9120, con una capacidad total de 120 frascos; BACTEC 9050, con una capacidad total de 50 frascos.
® Ademas del sistema de computacion central, existen los sistemas de computacién Visién Epicenter, que permiten un maximo de 4800 y 12000 frascos, respectivamente.

" Hay instrumentos més pequefios disponibles: ESP128 frascos; ESP256 con una capacidad total de 256 frascos.

8 Hay instrumentos (unidades) mas pequefios disponibles: Vital 400, Vital 300 y Vital 200 frascos, respectivamente.
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AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA
A. El sistema de cultivo de sangre BacT/ALERT
1. FUNDAMENTO

En el sistema de cultivo de sangre se utilizan frascos para cultivo de
sangre, cada uno de estos tiene capacidad para recibir 10mL de sangre. Como
los microorganismos crecen en una mezcla de caldo y sangre, se libera CO,, Este
sistema mide los cambios de pH producido por el CO, mediante un sensor
colorimétrico ubicado en el fondo de cada frasco. El sensor esta separado del
medio liquido por una membrana que solo es permeable al CO,. A medida que los
microorganismos se multiplican, liberan CO,, que se difunde a través de la
membrana y se disuelve en el agua presente en la matriz del sensor. Mientras el
CO, se disuelve, se generan iones hidrogeno libres. Estos causan un cambio de
color en el sensor (de azul a verde claro y amarillo a medida que disminuye el pH)
y este cambio de color es leido por el instrumento. **

CO,+H,0 <—>H,CO,<—> H'+HCO,

CO, SENSOR

Fig.2.1 Sistema de deteccién. '

Fig. 2.3 Frascos de Hemocultivo Fig. 2.4 Sensor vira desde color verde a amarillo. ’
para los instrumentos de hemocultivo
con control continuo Bact/Alert. >

2. DESCRIPCION

Cada frasco se coloca con el fondo hacia abajo en un receptaculo en la
unidad de datos, sirviéndole de guia un cédigo de barras en la etiqueta de la
base, integrada en la computadora para hacer coincidir en cada caso los datos de
identificacion del paciente.
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Cada unidad de datos es un gabinete del tamafio aproximado de un
refrigerador pequefio el cual sirve como un auto-incubador, agitador y aparato de
deteccidn, con capacidad para mantener 240 o 120 frascos, segun el modelo.

Hasta cinco médulos pueden estar unidos a los mismos controles de la
computadora, hasta un total de 1.440 frascos que pueden ser monitoreados. Los
pocillos se arreglan en dos filas dentro de una gradilla que se mueven
suavemente de adelante hacia atras cuando la unidad de datos esta cerrada.
Como cada gradilla sostiene 20 frascos, 12 gradillas estan contenidas en la
unidad de datos de 240 frascos. A intervalos de 10 minutos, un haz de luz emitida
por los diodos (una para cada pocillo) se proyecta a través de un filtro de
excitacion para reflejar el sensor de CO; en el fondo de cada frasco. La luz
reflejante se dirige a través de un filtro de emision a un detector fotosensible que,
a su vez, esta conectado a un compilador en una computadora. *

La deteccion algoritmica de la computadora tiene la habilidad de dar
sefiales cuando hay cultivos positivos. °

Tan pronto como la acumulacion de CO, es suficiente en el frasco para
alterar el sensor, se genera una alerta visible o audible, y la posicién del frasco
positivo es inmediatamente marcada por la computadora. Los frascos positivos
pueden eliminarse de inmediato e incluso procesarse.

En cualquier momento puede traerse un grafico a la pantalla de la
computadora para monitorear el progreso de la produccion de CO,. *

Varias formulaciones de medios son disponibles para uso en el sistema
BacT/Alert. Estos incluyen:

a) Estandar anaerobic y aerobic.- medios que contienen 40ml de caldo de
soya triptica, tiene la capacidad de recibir hasta 10 mL de sangre por cada frasco.

b) FAN anaerobic y aerobic.- contienen 40ml de caldo de infusién-cerebro-
corazon, carbon activado y tierra de batan (Ecosorb), acepta hasta 10 mL de
sangre por cada frasco.

c) PF frascos pediatricos que contienen 20mL de medio soya triptica
suplementado con infusién-cerebro-corazon sodlido, carbén activado y acepta
hasta 4mL de sangre. EL PF ha sido vendido para pacientes pediatricos y
aguellos pacientes mayores de edad ya que en ocasiones hay dificultad de
obtener grandes voliumenes de sangre.

d) MB.- Los frascos de cultivo para sangre MB para la deteccién de
Mycobacteria en sangre ha sido recientemente introducido. °

ER

p = = i

J—

Fig. 2.5. Frascos utilizados en sistema BacT/Alert. ©  Fig. 2.6 Sistema de Cultivo con control
Contintio BacT/Alert, 3,5
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Fig.2.10 Bact/ALERT unidad de
combinacion (120celdas) ;

Fig. 2.9 Sistema Bact/Alert 3D-(240 celdas) "

B. El sistema de cultivo de sangre BACTEC SERIES 9000 9240 9120
1. FUNDAMENTO

Mide la produccién de dioxido de carbono CO, de los microorganismos
metabdlicamente activos.

Estos sistemas usan fluorescencia para medir el CO, liberado; un sensor
fluorescente permeable a los gases se encuentra en el fondo de cada frasco-
ampolla. A medida que el CO, se difunde en el sensor, se generan iones
hidrogeno (H"). Estos producen una disminucién en el pH que a su vez aumenta
el rendimiento fluorescente del sensor. Estos sistemas difieren de todos los
demas instrumentos BACTEC en que cada frasco es controlado en forma
continua y la deteccion es externa. Es importante destacar que, al no, abrirse los
frascos de hemocultivo, se elimina la contaminacion cruzada de los cultivos
mediante las mediciones repetidas, la necesidad de suministro de gas por
separado y el uso de sustratos marcados con *C. 3

Si existen microorganismos en la muestra inoculada (sangre o los liquidos
corporales estériles) en el frasco BACTEC, éstos metabolizaran los sustratos
presentes en el frasco y producirdn CO,. La mayor fluorescencia del sensor en el
frasco, producida por el aumento del CO,, es verificada por el instrumento
BACTEC de la serie fluorescente. El andlisis del ritmo y monto de aumento de
CO; hace que el instrumento BACTEC de la serie fluorescente pueda determinar
si el frasco es positivo, es decir, que la muestra contiene organismos viables. ®
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2. DESCRIPCION

El sistema BACTEC consiste en un incubador auto-contenido, agitador y

artefacto de deteccion, similar en apariencia al BacT/Alert.

Hay dos tamafios del sistema BACTEC:

- El modelo 9240 que sostiene 240 frascos

- ElI modelo 9120 que sostiene 120 frascos, hasta cinco médulos pueden
conectarse a la misma unidad de control de la computadora.

- El modelo 9050 que sostiene 50 frascos, por cada unidad incubadora. °

La muestra a ser analizada se inocula en uno o mas frascos de cultivo que
se colocan en el instrumento BACTEC de la serie fluorescente para la incubacion
y la lectura periédica. Cuando el CO; se produce en cada frasco, su sensor emite
una luz fluorescente que pasa un filtro; en su camino a un diodo sensible a la luz.

La diferencia operacional entre los sistemas BacT/Alert y BACTEC es que
este ultimo usa fluorescencia mas que luz espectral para detectar cambios en la
concentracion de CO, en la mezcla sangre-caldo. Los frascos también se ubican
con el fondo hacia abajo en los pocillos de recepcién y son monitoreados cada 10
minutos, el instrumento verifica el aumento de la fluorescencia del sensor, la que
se relaciona con la cantidad de CO2 presente. El voltaje en la lectura del diodo se
compara con la lectura previa. La posicidon de los frascos positivos se indica en la
pantalla de la computadora., y el frasco puede retirarse para un procesamiento
adicional. En la pantalla de la computadora, en cualquier momento puede armarse
un grafico del progreso de la produccién de CO, *

Cuando la cantidad de CO; incrementa, incrementa la fluorescencia que es
detectada por el incremento y es transmitida hacia la computadora. °

La forma de la botella de whisky de los frascos de cultivo de sangre, con
cuello largo y un excesivo de cabeza, no requiere ventilacion con aire atmosférico
después de que se establece el cultivo de sangre, una ventaja sefialada por los
fabricantes por encima del frasco BacT/Alert, que debe ventearse. *

La forma de los frascos también permite que la sangre sea extraida del
paciente mediante un sistema vacutainer de recoleccion de sangre, aunque esto
no es recomendado por el fabricante por el peligro de un reflujo de sangre en la
vena. Todos los frascos para estas formulaciones aceptan 10mL de sangre con
excepcion de los frascos PEDS/F que son designados para aceptar 1 a 3mL de
sangre de infantes, nifios y jovenes. °

a—_
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Fig.2.11. Frascos de hemocultivo para los instrumentos
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de control Contintio BACTEC 9240, 9120, 9050. >®

Este medio permite identificar bacterias, levaduras y hongos presente
la sangre. Esta linea incluye medios de caldo estandar, medio de resina y m
de designado especificamente para inoculacion pequefios volimenes de sang

El medio de resina BACTEC consigue significativamente un grado de
aislamiento mas alto en pacientes con antibidtico que en sistemas usando
solamente caldo de dilucion. Esta gran recuperacion conduce a un diagnostico
mas preciso y a un tratamiento mas efectivo, una estancia mas corta en el
hospital, reducir el costo por antibiéticos y estancia en el hospital y en general una
gran eficiencia al laboratorio y la institucion. ®

a. Frascos de cultivo Standard Anaerobic/F.

DENOMINACION

Los frascos de cultivo BACTEC Standard Anaerobic/F (caldo enriquecido
prerreducido de digerido de soja-caseina con CO;) para cultivos anaerobios.
Contiene 40mL de caldo de soya triptica.

APLICACION PREVISTA

Método cualitativo para el cultivo y la recuperacion de microorganismos
anaerobios presentes en la sangre.

Todos los medios BACTEC se suministran con CO, afiadido. Los medios
anaerobios estan prerreducidos y se suministran con CO, y N,. La composicion
puede haberse modificado de acuerdo con las necesidades especificas de
rendimiento. °

b.LYTIC/10 Anaerobic/F

DENOMINACION

Los frascos de cultivo BACTEC LYTIC/10 Anaerobic/F (40mL de caldo
enriquecido prerreducido de digerido de soja-caseina con CO; y a agente lisante.)
para hemocultivos anaerobios

APLICACION PREVISTA

Método cualitativo para el cultivo y la recuperacion de microorganismos
anaerobios presentes en la sangre.

Este medio contiene un agente lisante para incrementar la deteccion y
recuperaciéon de microorganismos particularmente fagocitados por las células
blancas de la sangre. *°

c. Frascos de cultivo BACTEC PE-DS PLUS/F Caldo de digerido de
soja-caseina con resinas

APLICACION PREVISTA

Los frascos de cultivo BACTEC tipo PE-DS PLUS/F (caldo enriquecido de
digerido de soja-caseina con CO;) es un método cualitativo para el cultivo y la
recuperacién de microorganismos aerobios (principalmente bacterias y levaduras)
a partir de muestras sanguineas pediatricas y otras muestras sanguineas cuyo
volumen es generalmente menos de 3 mL.
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Los medios BACTEC patentados con resina han mostrado una efectividad
neutralizante a una amplia variedad de antibidticos, permite el desarrollo de
microorganismos que no ocurriria en un medio convencional.

Este medio es optimizado para pacientes pediéatricos. **

d. Frascos de cultivo PLUS Aerobic/F*y PLUS Anaerobic/F*

DENOMINACION

Los frascos de cultivo BACTEC tipo Plus Aerobic/F (caldo enriquecido de
digerido de soja-caseina con CO,) y tipo Plus Anaerobic/F (caldo enriquecido
prerreducido de digerido de soja-caseina con CO,) para cultivos aerobios y
anaerobios. El medio BACTEC Plus Aerobic/F y Plus Anaerobic/F es capaz de
soportar el desarrollo al igual de aerobios obligados y de microorganismos
facultativos. Contiene 40mL de caldo de soya triptica. Se han formulado para
permitir la adicion de hasta 10 mL de sangre. La adicion de estos voliumenes
mayores provoca una deteccion mas temprana y niveles de deteccidon mas altos.

APLICACION PREVISTA

Método cualitativo para el cultivo y aislamiento de microorganismos
(bacterias y levaduras) en sangre. *?

e. Standard/10 Aerobic/F

APLICACION PREVISTA

Los frascos de cultivo BACTEC Standard/10 Aerobic/F (caldo enriquecido
de digerido de soja-caseina con CO;), método cualitativo para el cultivo y la
recuperacion de microorganismos aerobios (bacterias y levaduras) presentes en
la sangre. Contiene 40mL de caldo de soya triptica. **

f. Frascos de cultivo BACTEC Myco/F Lytic (Caldo Middlebrook 7H9
suplementado y caldo de infusién de cerebro y corazon)

DENOMINACION

Los frascos de cultivo BACTEC tipo Myco/F Lytic permiten el crecimiento y
deteccion de microorganismos aerobios.

USO PREVISTO

Cuando se utiliza el medio de cultivo Myco/F Lytic para el cultivo de
muestras de sangre, es un medio de cultivo no selectivo disefiado para utilizarse
como un complemento a los medios de cultivo de sangre aerobio para la
recuperaciéon de micobacterias, levaduras y hongos. Este medio también puede
ser utilizado para el cultivo de fluidos corporales estériles cuando se sospecha la
presencia de una infeccion por levaduras u hongos.

La composicion puede haberse modificado de acuerdo con las necesidades
especificas de rendimiento. Este medio BACTEC se suministra con CO, y O,
afadidos. EI medio BACTEC Myco/F Lytic no requiere la adicion de un
suplemento. Cada frasco de 40 mL de medio BACTEC Myco/F Lytic se recibe listo
para su empleo inmediato. La apariencia de los medios cuando son recibidos
debe ser transparente y de color &mbar claro. 3
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Fig. 2.11 Sistema de cultivo de Fig. 2.13 Sistema de cultivo de
sangre BACTEC 9050 #° sangre BACTEC 9000.?

I.:‘ig.i2.12. Sistema de cultivo de

8
sangre BACTEC 9240 Fig.2.14 Sistema de hemocultivo con control
continuo BACTEC 9240 #°

C. El sistema de cultivo de sangre vital
1. FUNDAMENTO

La particularidad de este sistema es la incorporacion de una molécula
fluorescente soluble directamente en el caldo de cultivo de sangre y funciona
como indicador, para detectar cualquier microorganismo presente en el cultivo.
Cuando el CO; se acumula en la mezcla caldo-sangre, la molécula detectora
fluoresce, lo cual es detectado por un rayo de luz dirigido hacia el centro de cada
frasco. La ubicacion de un frasco positivo se indica a través de la base de datos
de la computadora y pueda ser removida y procesada con facilidad. 2

La molécula fluorescente disminuye su emision de fluorescencia en
Eresencia de CO,, en cambios en el pH o por la modificacion de la oxirreduccion.

Cuando ocurre el desarrollo microbiano; el pH y el potencial redox
decrecen en el frasco de cultivo. °
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2. DESCRIPCION

Cada unidad de datos esta constituida por una cabina que contiene cuatro
cajones, dentro de las cuales hay ranuras en los que pueden ubicarse los frascos
de cultivo de sangre. *

Existen dos tipos frascos de cultivo:

Vital aerobic

Vital anaerobic

Cada frasco contiene suplemento de caldo de semilla de soya-caseina,
cada uno tiene la capacidad de aceptar hasta 10ml. >

Fig.2.15 Frascos de Hemocultivo para Vital Fig.2.16 Sistema de hemocultivo con control
continuo Vital. **

D. El sistema de cultivo de sangre Disco Extrasensing Power (ESP)
1. FUNDAMENTO

El crecimiento es detectado por monitoreo de un cambio de presion de
gases dentro de cada frasco (H,, O, , CO,,N), son unos u otros consumidos o
producidos por metabolizacién del microorganismo. s

Este sistema se basa en la produccién de CO, que es monitoreada por
manometria. Los cambios en las concentraciones de H, y O, son detectados
ademds de los cambios en la de CO,. Tanto la produccién y el consumo de gas
es monitoreado.

El consumo de oxigeno se acelera en el momento en que los
microorganismos que se estan replicando pasan a la fase logaritmica de
crecimiento. Por lo tanto, puede hacerse una lectura temprana en el periodo de
incubacién, antes de que se produzca una cantidad detectable de CO..

Esta es una ventaja distintiva del sistema ESP, porque las lecturas
habitualmente se hacen a las 8 horas antes que en los sistemas que soélo
detectan CO; y porque se detectan microorganismo asacaroliticos que tal vez
nunca produzcan suficiente CO, como para activar el indicador. **
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2. DESCRIPCION

La unidad de datos es un gabinete que sirve como un incubador
autocontenido, agitador y detector, tiene unidades con capacidad de 128 o 384
frascos que estan siempre disponibles, aunque méas de un médulo puede unirse
al sistema de computacion central. Después de inocular hasta 10ml de sangre
venosa, cada frasco es provisto de un conector descartable que incluye también a
una aguja que penetra el septo que sirve de tapén. Luego, cada frasco se coloca
en una posicién definida en la gradilla portadora, de tal forma que el conector se
una directamente al sensor de prueba ubicado en el tope de cada posicién. Una
vez que el frasco ha sido alineado en forma apropiada la posicién de la cabeza
de gas se monitorea en forma continda. Durante una fase de consumo H; y O,
puede realizarse una lectura. *

Existen dos tipos frascos de cultivo. ESP aerobic: constituido por caldo
caseina de soya-peptona, estos permanecen en agitacion orbitalmente a 160rpm
y ESP anaerobic: contiene por caldo de proteasa peptona. Los frascos no son
agitados. ElI monitoreo de los frascos cada 12 minutos para frascos aerdbicos y
cada 24 minutos para frascos anaerobios, el cambio de presion son trazados
junto a la produccion de la curva de crecimiento. °
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Fig. 2.17 Sistema de Hemocultivo Fig. 2.18 Frascos de Hemocultivo
con control continuo. ESP 3° para el instrumento  control

continuo ESP Culture System Il de
Trek Diagnostic Systems.

RESUMEN

La presencia de hongos y bacterias en sangre producen enfermedades
infecciosas graves que al no ser detectadas a tiempo son terminales, por lo tanto
la deteccion e identificacion del microorganismo en sangre son de gran
importancia en el laboratorio microbiologico.

El diagndstico de la bacteriemia y la fungemia se genera mediante el cultivo
de sangre (hemocultivo). A su vez se utilizan sistemas semiautomatizados y
automatizados que conllevan a la agitacion, incubacion y deteccion del desarrollo
microbiano con rapidez y precision.

La deteccién de los microorganismos es a través de la colorimetria de CO,,
la fluorescencia, deteccion de consumo de O, o produccién de CO,, Hy, No.
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El personal del laboratorio debe tener conocimientos para identificar

microorganismos patdgenos de los contaminantes. Se pretende evitar que si el
cultivo presenta contaminacion, el paciente lleve un tratamiento y sigan realizando
pruebas de laboratorio, y costos hospitalarios innecesarios, aunque el agente
identificado sea causa de contaminacion de la muestra.
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lll. SISTEMAS Y EQUIPOS AUTOMATIZADOS PARA LA IDENTIFICACION Y
SENSIBILIDAD DE BACTERIAS GRAM NEGATIVOS Y GRAM POSITIVOS

Los paneles de pruebas metabdlicas miniaturizadas incluyen en pequefios
pocillos de plastico una minima cantidad del medio de identificacion o del sustrato
a estudiar liofilizado o desecado. Este se rehidrata con un pequefio volumen de
una suspension de la bacteria a identificar en agua destilada o en medio de cultivo
y se llevan a incubar. Estas galerias suelen incluir de 10 a 50 pruebas.

También existen paneles o galerias de este tipo que son procesados por
instrumentos que efectlan la inoculacion, la incubacién y la lectura de modo
automatizado, evaluando los resultados una computadora que efectia la
identificacién. Todos los paneles comercializados deben manipularse y leerse de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Existen diferentes paneles dirigidos a
la identificacion de los distintos grupos microbianos, como enterobacterias, bacilos
gramnegativos no fermentadores, estafilococos, estreptococos, neisserias, bacilos
corineformes y bacterias anaerobias. ?

A. Principios de reaccion de los sistemas

Fermentacion de carbohidratos (GLU, SUC, SOR, RAF, RHA. ARA, INO,
ADO, MEL): la fermentacion de un carbohidrato especifico resulta en la formacién
de acido. La baja resultante de pH se identifica por el indicador de rojo de fenol.

Urea (URE): la enzima ureasa divide las moléculas de urea dando lugar a
la formacion de amoniaco. El incremento resultante de pH se detecta por el
indicador rojo fenol.

Sulfuro de hidrogeno (H,S) a partir de tiosulfato de sodio se produce sulfuro
de hidrogeno gaseoso que reacciona con los iones férricos del medio para
producir un precipitado negro.

Indol (IND): el metabolismo de triptéfano da lugar a la formacion de indol,
gue se detecta con la adicién del reactivo de Kovac si hay produccion de indol se
desarrolla un color rojo.

Lisina, Arginina, Ornitina, (LYS, ARG, ORN): la descarboxilacion de estos
aminoécidos resulta en la formaciébn de aminas bésicas, las cuales son
detectadas por el indicador purpura de bromocresol.

Triptéfano desaminasa (TDA): bacterias capaces de desaminar el
triptéfano, producen &cido indol pirdvico que reacciona con el citrato férrico
amonico del medio y el cloruro férrico produciendo un color marrén.

Hidrdlisis de la esculina (ESC): La hidrdlisis de la esculina se detecta por el
citrato férrico amonico del medio que reacciona con los productos hidroliticos para
formar un precipitado negro.

Voges-Proskauer (VP): a partir de piruvato sodico se produce acetoina la
cual es indicada por la aparicién de un color rojo al afiadirse hidréxido potasico
40% vy alfa- naftol 5%.

Galactosidasa (ONPG): la beta galactosidasa hidroliza el orto- nitrofenil-
beta- D- Galactopirandsido que libera orto-nitrofenol de color amarillo.
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Critrato, malonato, acetamida, tartrato (CIT, MAL, ACE, TAR): el utilizar
estos sustratos como la Unica fuente de carbono para el metabolismo resulta en
un incremento de pH que se detecta mediante el indicador azul de Bromotimol.

Oxidacién- Fermentacién (OF/G): la oxidacion de glucosa resulta en la
formacion de acido. El descenso de pH puede detectarse mediante indicador azul
de bromotimol.

Nitrato (NIT): la reduccién de nitrato a nitrito se detecta por la formacion de
un color rojo después de afadir acido sulfanilico 0.8% y N, N-dimetil-alfa-
naftilamina 0.5%

Cemitrida (CET): la tolerancia a la cemitrida se demuestra por el
crecimiento en caldo Mueller- Hinton suplementado con cemitrida

Penicilina, Kanamicina, Colistina, Cefalotina, Nitrofurantoina, tobramicina
(P4, K4, Cly, Cfg, Fdes, T0s): resistencia a concentraciones especificas de estos
antimicrobiano se demuestra con crecimiento.

Cristal violeta (CV): Crecimiento en presencia de concentraciones bajas de
cristal violeta, se usa para distinguir entre estreptococos (positivos) y estafilococos
(mayormente negativos).

Separador de Micrococos (MS): Crecimiento en presencia de
concentraciones bajas de bacitracina (0.05ug/ml) se wusa para distinguir
estafilococos (positivos) de micrococos (negativos).

Novobiocina (NOV): algunos estafilococos se caracterizan por ser
resistentes a bajas concentraciones (1.6 ug/ml de novobiocina)

Glucocidasas (PGR y PGT): la habilidad de un microorganismo de producir
una enzima glucosidasa especifica, se detecta por la ruptura del complejo
carbohidrato nitrofenil liberando nitrofenol, el cual es amarillo en color.

Indoxil fosfatasa (IDX): la hidrolisis de indoxil fosfato mediante la indoxil
fosfatasa, produce un componente azul insoluble. La mayoria de los estafilococos
coagulasa y DNasa positivos son IDX positivos.

Optoquina sensibilidad a la optoquina es caracteristica de Streptococcus
pneumoniae.

Otros estreptococos y estafilococos no son inhibidos por la optoquina.

Fosfatasa (PHO): la fosfatasa alcalina rompe las moléculas del p-nitrofenil
fosfato produciendo fosfato inorganico y p-nitrofenol el cual es color amarillo

Esculina bilis (BE): organismos capaces de crecer 40% bilis y de hidrolizar
la esculina se detectan por la produccién de un precipitado negro, resultado de la
reaccion del producto hidrolitico esculetina con citrato férrico. ElI grupo
estreptococos D, algunos Streptococos viridians y algunos estafilococos son BE
positivos.

Pirrolinodil-B-naftilamida (PYR): organismos que producen pirrolinodasa
rompen la L- pirrolinodil- B-naftilamida en L- pirrolidona y B-naftilamina, la cual
combina con el reactivo peptidasa (p- dimetilaminocinnamaldehido) para producir
un color rojo

Arginina (ARG): La deshidrolizacion de la arginina resulta en la
alcalinizacién del medio, lo cual se detecta por el cambio de color amarillo a rojo
en el indicador rojo fenol.
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Carbohidratos (RAF, LAC, TER, MNS, SOR, ARA, RBS, INU, MAN): la
fermentacion de un carbohidrato especifico, resulta en la formacién de acido. La
consiguiente baja de pH se identifica por el indicador de rojo de fenol, el cual se
torna amarillo.

6.5% NaCl (NACL): La tolerancia al cloruro de sodio 6.5% se demuestra
con crecimiento. La tolerancia salina, se usa para distinguir enterococos y no-
enterococos.

Bacitracina (BAC): La sensibilidad a bajas concentraciones de bacitracina
es indicada por la ausencia de crecimiento y es caracteristica de Streptococcus
pyogenes.

Piruvato (PRV): El uso de piruvato resulta en la formacion de 4cido. La baja
de pH resultante, se detecta mediante el indicador rojo fenol, el cual se torna
amarillo.

B-Lactamasa (BL): La presencia de B-Lactamasa se puede demostrar
afiadiendo Yodo y penicilina al pocillo BL. La ruptura del anillo B-Lactamico forma
puntos de aglomeracidbn mas competitivo por el yodo que por moléculas de
almidon. Si hay B-Lactamasa presente, el yodo se adhiere al anillo B-Lactamico y
ocurre una reaccion incolora. Si no hay B-Lactamasa presente, el todo se
combina con las moléculas de almidén dando un color azul oscuro-negro.

Hemodlisis (HEM): Las estreptolisinas S y O producidas por los
estreptococos causan una lisis parcial o total de los hematies que contenga agar
sangre de cordero. 23
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TABLA 3.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS SISTEMAS DE IDENTIFICACION COMERCIALES *

Utilizacién de sustrato,

Producto Microorganismos Formato Inoculacién | crecimiento y ausencia | Método de Analisis de
identificados de crecimiento (tiempo Deteccion resultados e
para los resultados) interpretacion
Sistemas Bacilos gram negativos, Cupulas o Manual Crecimiento y ausencia Colorimétrico, | Libro de cédigos
API, Estafilococos microtubos en de crecimiento (2-72 h, de | Fluorescencia | asistidos por
diversos Estreptococos tiras de plastico acuerdo con el tipo de y Turbidez computadora o
productos Otros cocos gram positivos microorganismo) (todos respuesta
(bioMérieux) | Corinebacterias y otros Bacilos manuales) telefénica
gram positivos computarizada
BBLCrystal | Enterobacteriaceae, otros Microplaca Manual Crecimiento y ausencia Colorimétrico Libro de cédigos
(Becton bacilos gram negativos modificada de crecimiento (3-20 h, de | fluorométrico asistidos por
Dickinson Cocos gram positivos acuerdo con el tipo de (manual) computadora
Microbiology | Especies de Neisseria microorganismo)
Systems) Especies de Haemophilus
BBL Minitek | Enterobacteriaceae, Placa de Manual Crecimiento (4-48 h, de Colorimeétrico Libro de cédigos
(Becton Otros bacilos gram negativos micotitulacién acuerdo con el tipo de (manual)
Dickinson Espécies de Neisseria con discos microorganismo)
Microbiology | otros gram positivos impregnados en
Systems) el sustrato
BBL Enterobacteriaceae, Céamaras con Manual Crecimiento (18-48 h, de | Colorimétrico Libro de cédigos
Enterotube | Otros gram negativos sustrato acuerdo con el tipo de
(Becton microorganismo)
Dickinson
Microbiology
Systems)
GN-GP Bacilos y cocos gram negativos | Placa de Manual Crecimiento y ausencia Colorimétrico Analisis de los
Microplate Bacilos y cocos gram positivos micotitulacion de crecimiento (4-24 h) (automatizado) | resultados
(Biolog) dirigidos por

computadora




Micro-ID Enterobacteriaceae, Camaras con Manual Ausencia de crecimiento Colorimétrico Libro de cédigos
(Becton Otros gram negativos sustrato en tiras (4 h) (manual) asistidos por
Dickinson plasticas computadora
Microbiology
Systems)
ID r4pida, Enterobacteriaceae,y otros Placas Manual Ausencia de crecimiento Colorimétrico Libro de cédigos
diversos bacilos gram negativos autoinoculables (2-4 h) (manual) asistidos por
productos Neisseria y con orificios con computadora y
Innovative Haemophilus,Estreptococos, sustratos para la compendio
Diagnostics | Enterococos y otros cocos gram | reaccion electrénico

positivos

Enterobacteriaceae, Tarjetas con Automatizad | Crecimiento (2-18 h) Colorimétrico Automatizado,
Vitek y otros bacilos gram negativos orificios a (automatizado) | asistidos por
(bioMérieux) | Estreptococos diminutos computadora

Enterococos

Otros bacilos gram positivos

Estafilococos

Enterobacteriaceae, Placa de Manual Crecimiento y ausencia Colorimétrico, | Automatizado,

MicroScan
(Dade
International)

y otros bacilos gram negativos
Estafilococos Estreptococos
Enterococos

Otros bacilos gram positivos
Espécies de Haemophilus
Espécies de Neisseria

micotitulacion

de crecimiento (2-42 h, de
acuerdo con el tipo de
microorganismo y el
sistema de sustrato
utilizados)

Fluorescencia
(manual o
automatizado)

asistidos por
computadora y
libro de cddigos
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B. Sistemas de identificacion para cocos gram positivos
1. APl STAPH-IDENT.

El APl Staph-IDENT utiliza una bateria de 10 pruebas bioquimicas
miniaturizadas sembradas con una suspension densa del microorganismo por
identificar.

La identificacién a nivel de especie estd dada por la obtencién de un
namero codigo de cuatro digitos calculado a partir de las pruebas positivas de la
tira y de la base de datos. Es posible que se requieran pruebas adicionales (por
ejemplo produccion de acido a partir de xilosa, susceptibilidad a la novobiocina)
para identificar algunas cepas. Actualmente la base de datos incluye 17 especies
0 subespecies de estafilococos, micrococos y Stomacoccus mucilaginosus. Los
microorganismos denominados S. mucilaginosus por el Staph-IDENT requieren
confirmacién: las recomendaciones incluyen la susceptibilidad a la lisostafina para
diferenciar al microorganismo de los estafilococos y las pruebas de catalasa y
desarrollo en caldo con sales para diferenciarlo de M. kristinae. El Staph-IDENT
ha sido ampliamente evaluado y la concordancia con los procedimientos
convencionales ha variado del 43 al 95% segun la especie probada. El Staph-
IDENT es inadecuado para identificar tanto a las especies mas frecuentes como a
las mas infrecuentes de la familia Micrococcaceae. **°

2. APl STAPH.

El APl STAPH es un sistema de identificacion en 18-24 horas a 35-37°C
para micrococos Yy estafilococos que contiene sustratos deshidratados que se
reconstituyen por la adicion de una alicuota a cada tubo de este sistema.

Este sistema consta de 19 pruebas acomodadas sobre una tira que se
siembra con una suspension del microorganismo preparada en un medio liquido
con peptona y extracto de levadura provisto con el equipo.

Después de leer las reacciones bioquimicas se genera un codigo de 7
digitos y la identificacion del microorganismo se obtiene con la ayuda de la base
de datos de una computadora. Esta consta de 25 taxones e incluye estafilococos
de origen humano y veterinario, especies de micrococcus y Stomacoccus
mucilaginosus.

Sustratos: D-Glucosa, D-Fructosa, D-Manosa, Maltosa, Lactosa, D-
Trehalosa, D-Manitol, Xilitol, D-Melibiosa, Nitrato de potasio, Rafinosa, Xilosa,
Sucrosa, metil-D-glucosidasa, N-acetyl-glucosamina, Arginina, Urea, Piruvato de
sodio, Naftil-4cido-fosfato. ** > ©
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Fig.3.1 Sistema APl STAPH *°
3.1D32 STAPH

El ID32 STAPH es un sistema de 24 horas en una tira que se usa para la
identificacién de las micrococaceas que contiene 32 cupulas y actualmente consta
de 26 pruebas bioquimicas, con lugares para ampliar la bateria de pruebas. El
sistema puede ser leido en forma manual para generar un namero de perfil que se
interpreta por una base de datos asistida por una computadora. Como alternativa,
la galeria puede ser utilizada con el sistema automatizado BioMerieux ATV que
incluye un densitobmetro un sembrador, un aparato de lectura, una
microcomputadora y una impresora. El ID32STAPH pose la base de datos mas
extensa de todos los sistemas e incluye todas las especies de estafilococos de
origen humano (excepto S. saccharolyticus) y varias especies animales y del
medio ambiente. Este sistema también identifica seis especies de micrococos y S.
mucilaginosus.

Este sistema todavia no ha recibido la aprobacion de la FDA y por lo tanto
no esta disponible para su uso en los laboratorios clinicos de los EU. 3.4, 6
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Fig.3.2 Sistema ID32 Staph *

4. STAF- SISTEM 18-R

El Staf-Sistem 18-R consiste en una placa de plastico que contiene 18
sustratos convencionales modificados. Las cubetas se siembran con una
suspension de microorganismos mediante una pipeta multicana y el panel se
incuba y se lee después de 18 a 24 horas. Piccolomini y Col, evaluaron este
sistema con 523 cepas pertenecientes a 16 especies humanas de staphylococcus
y encontraron que 491 cepas habian sido correctamente identificadas, mientras
gue otras 28 cepas requirieron pruebas adicionales para su identificacion. Como
sucede con muchos de estos sistemas en equipo los autores sefialan la
necesidad de corregir la base de datos y de una seleccibn de pruebas mas
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discriminatorias para identificar correctamente aislamientos importantes como S.
lugdunensis y S. schleiferi.
5. STAPH-ZYM

El Staph-Zym es un nuevo sistema de identificacion escandinavo que esta
compuesto de una tira de plastico con 10 minitubos que contienen sustratos
cromoégenos y convencionales deshidratados. Cada microtubo se siembra con
una alicuota de suspension bacteriana preparada en solucién fisiol6gica y los
resultados se leen después de una noche de incubacion. Este sistema ha sido
evaluado en lo que respecta a su capacidad para identificar aislamientos de
estafilococos humanos.

6. SISTEMA RAPID ID 32 STREP

Este sistema de identificacion con formato de galeria de 32 pruebas para
estreptococos y bacterias similares a estreptococos. Su base de datos es muy
extensa e incluye los estreptococos agrupables, varias especies de Enterococos y
los Streptococcus viridans (incluso las especies de descripcion reciente como el
grupo mutans de estreptococos orales, S. oralis, S. gordonni y S. vestibularis).

Se prepara una suspension de la bacteria a identificar en agua destilada,
de turbidez equivalente a estandar 4 de Mc Farland, y se agregan 55 uL de esta
suspension a cada una de las 32 cupulas. La galeria se incuba a continuacion
entre 35 y 37°C durante 4 horas y se lee manualmente utilizando un libro de
c6digos o con el lector automatico. > *°
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Fig.3.4 Sistema RAPID ID 32 STREP. Esta tira fue sembrada
con una cepa de Streptococcus viridans S. salivarius. 3
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C. Sistemas de identificacion para enterobacterias
1. SISTEMA RAPID ONE (Innovative Diagnostics Systems)
Es un micrométodo cualitativo que emplea sustratos convencionales y
cromogeénicos para la identificacion de enterobacteriaceae médicamente

importantes y otras bacterias seleccionadas gramnegativas, oxidasa negativas
aisladas de muestras clinicas humanas.
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El sistema comprende 1) los paneles RapID onE, 2) reactivo RapID onE.
Cada panel RapID onE tiene 18 cavidades de reaccion moldeadas en la periferia
de una bandeja descartable de plastico.

Las cavidades de reaccion contienen reactivos deshidratados, y la bandeja
permite la inoculaciébn simultanea de cada cavidad con una cantidad
predeterminada de indculo. Se emplea una suspension del microorganismo
prueba en 2mL del fluido RapID de inoculacion como indculo prueba, la cual se
rehidrata y se inicia la reaccidon de prueba. Los paneles inoculados se ubican en la
bandeja de inoculacion provista por el paquete y se incuban entre 35°C y 37°C en
un incubador sin CO, durante 4 horas.

Los paneles RaplD onE contiene 18 cavidades de reaccion que
proporcionan 19 anotaciones de prueba. Las pruebas rotuladas PRO, GCT, PYR
(cavidades 15, 16, 17) requieren del reactivo RapID onE y estan disefiadas con un
recuadro dibujado alrededor de las pruebas. La prueba 18 es bifuncional, contiene
dos pruebas separadas en la misma cavidad. Esta prueba se anota antes de la
adicién del reactivo, y proporciona el primer resultado de la prueba, que es
adonitol; luego se adicionan dos gotas del reactivo indol INOVA Spot a la cavidad
18 y la miasma cavidad se vuelve anotar después de la adicion del reactivo para
proveer el segundo resultado de la prueba, que es indol. Los 19 resultados de las
pruebas mas oxidasa se anotan y se genera un cédigo perfil de siete digitos.

El microorganismo ID se obtiene encontrando el codigo perfil en el
compendio de cédigos RapID onE.*
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Fig.3.5 Sistema RapID onE 4

2. ENTEROTUBO II (Becton Dickinson Microbiology Systems)

Los sistemas requieren poco espacio y el riesgo de contaminacion esta
minimizado. Las reacciones de color en general son faciles de interpretar; existen
problemas menores en la diferenciacion de la elevacion de la capa cera en la
camara de glucosa (como un indicador en la produccién de gas) a partir de
pérdida de medio durante el almacenamiento.

También puede ocurrir una interpretacion falsa negativa si una diminuta
perdida en el plastico permite el escape de gas que se forma. El reactivo de indol
y voges proskauer deben agregarse con una aguja y jeringa a través del delgado
plastico trasero. Si no se hace cuidadosamente, el reactivo agregado se puede
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derramar en otros compartimientos, lo cual alterara las reacciones. Por lo tanto,
se recomienda que las reacciones en otros compartimientos sean interpretadas
antes del agregado de los reactivos.

Una desventaja adicional para el Enterotubo IlI, comparado con otros
sistemas que usan sustratos secos, es que la incorporacion de medios de agar
convencionales acorta la vida de estante.

El fabricante proporciona un sistema de identificacion de cddigos
adecuadamente computarizados (CCIS) que lista las posibles identificaciones
bacterianas por un numero biotipico de cinco digitos que se deriva de la
interpretacion de cambios de color. *®
Sustratos: Glucosa, Gas en camara de dextrosa, Lisina descarboxilasa, Ornitina
descarboxilasa, Sulfuro de hidrégeno, Indol (afiadir reactivo de Kovac a la camara
de Hs,), Lactosa, Fenilalanina (afiadir FeCls, 10%), Dulcitol (leer en la cAmara de
fenilalanina), Ureasa, Citrato. ®
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Fig. 3.6 ENTEROTUBO Il (Becton Dickinson Microbiology Systems) & ¢
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Fig. 3.7 Retirar las dos tapas. La Fig. 3.8 Seleccionar una colonia bien
punta de la guia de inoculacién se aislada directamente con la punta de la
encuentra debajo de la tapa guia de inoculacién BBL Enterotube 1.

blanca. No someter al calor la Se debe observar una cantidad visible de

guia. inoculo en la punta y en el costado de la
guia. No tocar el agar con la guia.
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Fig. 3.9 Inocular el Enterotube Il primero
retorciendo la guia y luego retirando la
guia por todos los compartimientos y
aplicando un movimiento giratorio.

AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA

——

Fig. 3.10 Volver a insertar la guia (sin
esterilizar) en BBL Enterotube I, utilizando
un movimiento giratorio en todos los
compartimientos, hasta que la muesca de
la guia se alinee con la abertura del tubo.
La punta de la guia debe estar visible en el
compartimiento de citrato. Cortar la guia en
la muesca mediante torsion.

Fig. 3.11 Con la parte restante de la guia, hacer
orificios a través del papel metalizado que cubre
las entradas de aire de los dUltimos ocho
compartimientos (adonitol, lactosa, arabinosa,
sorbitol, Voges-Proskauer, dulcitol/PA, urea y
citrato) para favorecer el crecimiento aerobio en
estos compartimientos. Volver a colocar las
tapas.

Fig. 3.12 Incubar a 35 o 37 °C durante 18 - 24 h
sobre una superficie plana o en posiciéon vertical.
Permitir la circulacion de aire entre los tubos
incubados. Efectuar la interpretacion y registrar todas
las reacciones con excepcion de indol y Voges-
Proskauer. Se debe efectuar la lectura de todas las
demas pruebas antes de realizar las pruebas de indol
y Voges-Proskauer, puesto que los reactivos
afladidos a estas pruebas pueden alterar las demas
reacciones de BBL Enterotube II.

Fia. 3.13 Adicién de los reactivos Indol v Voaes-
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Fig. 3.14 Interpretacion de resultados de Enterotubo Il
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Fig. 3.15 Vista delantera de Enterotubo I
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Fig. 3.16 Vista trasera tras revelar indol y VP de Enterotubo Il
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Fig 3.17 RESULTADOS ENTEROTUBO Il
(Becton Dickinson Microbiology Systems) & ¢

43



AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA
3. MICRO ID (Remel, Lenexa KS)

MICRO ID es un sistema de identificacion de bacterias en 4-6 horas. La
inoculacién del sistema es relativamente facil, y las unidades ocupan poco
espacio durante la incubacion y almacenamiento. Con una pipeta se deposita una
suspension bacteriana dentro de cada camara de reaccion seguida de una
incubacion por 4 horas a 35°C. Solo es necesario agregar un reactivo (hidréxido
de potasio al 20%) a una de las camaras antes de interpretar los resultados. Las
reacciones son distintas y pueden compararse con una guia en color. El
fabricante proporciona un registro de perfil que lista las probables identificaciones
del microorganismo por el niumero biotipico de cinco digitos y pueden hacerse
comparaciones por computadora para buscar el que coincide mejor. La certeza es
igual o excede la de otros sistemas comerciales. *®

Sustratos: Voges-Proskauer, Reduccion de Nitrato, Fenilalanina, H,S Indol,
Ornitina descarboxilasa, Lisina descarboxilasa, Malonato, Ureasa, Hidrélisis de
Esculina, ONPG, Arabinosa, Adonitol, Inositol, Sorbitol. ®

- Entrada de aire

Tana de oolioropileno
transparente

Fig 3.18 Sistema Micro-1D 879
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Fig 3.19 Sistema Micro-ID > "~
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D. Sistemas de identificacion para bacilos
Gram negativos no fermentadores

1. RAPID NFT

Con una pipeta pasteur, llenar la porcién tubular de las primeras ocho
galerias (desde NOj3; hasta PNPG) con la suspension bacteriana. Sembrar una
ampolla de medio AUX con cuatro gotas de la misma suspension. Mezclar bien.
Con una pipeta pasteur estéril o nueva sembrar las pruebas de asimilacion GLU a
PAC (galerias con lineas de color, llenando los tubos y las clpulas hasta obtener
una superficie liquida sin menisco.

Agregar vaselina liquida a las galerias de GLU ADH y URE. Incubar la tira
durante 24 horas a 29-31°C. Después de 24 horas agregar los reactivos para
nitratos a la galeria NO3 y el reactivo TRP a la galeria TRP. Leer y registra las
reacciones. Las pruebas de asimilacion se consideran positivas si hay desarrollo
visible en la porcion de la cupula de la galeria. Se calcula un nimero de perfil de
siete digitos. Si no se obtiene una buena identificacion o si el nUmero de perfil no
se encuentra en el libro de codigos, la tira puede incubarse 24 horas mas. Para
hacerlo, cubrir inmediatamente las galerias NO3z y TRP con vaselina liquida.
Registrar los resultados de las pruebas NO3, TRP y GLU después de 24 horas; no
leer estas pruebas después de 48 horas.

Sustratos incluidos:

- Pruebas bioguimicas: Reducciéon de nitratos, triptofanasa, fermentacion
de glucosa, arginina dihidrolasa, ureasa, hidrélisis de la esculina, gelatinasa, beta
galactosidasa.

- Prueba de asimilacién: D-Glucosa, L-Arabinosa, D-Manosa, D-manitol, N-
Acetil-D-Glucosamina, maltosa, D-gluconato, Caprato, adipato, L-malato, citrato y
fenilacetato. >
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2. SISTEMA UNI/NF TEK para la identificacion de no fermentadores.

Este sistema consiste de dos tubos con medio en pico de flauta y una
rueda que incluye doce compartimientos periféricos y uno central que contienen
una variedad de medios con sustratos.

Los dos tubos se utilizan para descartar P. aeruginosa. El tubo sin
constriccibn se incuba a 42°C para observar desarrollo y producciéon de
prosianina; el tubo con constricciébn se utiliza para determinar fluorescencia,
fermentacion de glucosa y No.

La rueda se utliza para determinar varias caracteristicas bioquimicas.
Cada uno de los compartimientos periféricos con medio de cultivo posee un
pequefio orificio a través del cual puede sembrarse la suspension bacteriana. El
medio del compartimento central estd en contacto con el aire y se inocula
directamente. Una tapa de plastico cubre el consunto para evitar la evaporacion
durante la incubacion.

Procedimiento.

Sembrar inicialmente por puncién los dos tubos, utilizando una asa recta
con la que se haya tomado la superficie de una colonia bien aislada de la bacteria
en estudio, desarrollada en medio solido. Incubar los tubos durante 18-24horas a
35°C.

Si las reacciones de los dos tubos no son compatibles con P.aeruginosa,
preparar una suspension densa de bacterias emulsificando todo el desarrollo del
pico de flauta del tubo GNF en 2 ml de agua destilada estéril. Agregar una gota de
suspension a cada uno de los compartimientos periféricos a través del orificio de
siembra e inocular profundamente por puncion el medio solido del centro de la
rueda. Colocar nuevamente la cubierta de plastico sobre la rueda e incubar el
conjunto a 35°C durante 18 a 24 horas. Las reacciones de color se leen
visualmente y las identificaciones se hacen utilizando un esquema légico o
programa de computadora suministrado por el fabricante.

Sustratos incluidos: agar en pico de flauta del tubo sin constriccion
(desarrollo a 42°C y producciéon de piocianina). Tubo con constriccibn (medio
GNF, fermentacion de la glucosa, N, fluorescencia). Rueda (compartimiento
periféricos, control de desarrollo, glucosa, xilosa, manitol, lactosa, acetamida,
esculina, maltosa, urea, DNasa, ONPG, compartimiento central, medio solido,
sulfuro de hidrogeno e indol). ®
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Fig.3.21 Sistema UNI/NF TEK ®
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3. SISTEMA RAPID NF PLUS

El sistema consta de 10 cavidades de reaccion escavadas en la periferia de
una placa de plastico descartable. Las cavidades de reaccién contienen reactivos
deshidratados y la placa permite la siembra simultanea de cada cavidad con una
cantidad predeterminada de inoculo. Cuando el inoculo de prueba se agrega a la
cavidad de reaccion, el sustrato se rehidrata y se inicia la reaccién. Después de
una incubacién de 4 horas se observa la cavidad en busca de reaccién de color.
En algunos casos los reactivos deben de agregarse a las cavidades de prueba
para asegurarse que ocurra un cambio de color.

El patrén resultante de reacciones de pruebas negativas y positivas se
utiliza como base para identificacion del aislamiento en estudio, por comparacion
con los resultados de las pruebas obtenida con microorganismos conocidos,
almacenados en una base de datos generada por computadora.

Sustratos adquiridos: arginina dihidrolasa, utilizacion de tioles alifaticos,
hidrélisis de triglicéridos, la hidrélisis enziméatica de los sustratos glucosidicos o
nitrofenilo unidos por fosfoésteres libera amarillo o-nitrofenol o p- nitrofenol: p-
nitrofenil-fosfoéster; p-nitrofenil-N-acetil-B,D-glucosaminida; p-nitofenil-aD-
glucdsido; o-nitrofenil-B,D-, galactdsido; p-nitrofenil-B, D- glucésido, hidrdlisis de la
urea, utilizacion de la glucosa, utilizacion del triptéfano con formacion de indol,
reducciéon de nitrato sddico, la hidrdlisis enzimatica de los sustratos unidos por [3-
naftilamida libera B-naftilamina libre que se detecta con el reactivo Rapid NF plus,
prolina B-naftilamida, pirrolidina B-naftilamida, y-glutamil B-naftilamida, triptéfano
B-naftilamida, N-bencil-arginina- B-naftilamida. Las pruebas anteriores, junto con
la de oxidasa, proporcionan 18 pardmetros de prueba. *°
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Fig.3.22 Sistema RAPID NF PLUS®
E. Sistemas de identificacion para bacterias
1. MICROPLACAS BIOLOG GN (Biolog Inc.)
El Biolog Microplate Identification System identifica bacilos gramnegativos
no fermentadores, enterobacterias y cocos gram positivos. La version 3.50 de la

base de datos contiene 275 especies y biogrupos de bacilos gramnegativos no
fermentadores. Identifica microorganismos sobre la base de la oxidacién de una
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variedad de sustratos. El sistema consiste en una placa de microtitulacién de 96
pocillos que prueba la capacidad de los microorganismos para utilizar (oxidar) una
0 mas de las 95 diferentes fuentes de carbono en presencia de un indicador redox
(colorante tetrazolio). Un pocillo no contiene hidratos de carbono y sirve como
control negativo o pocillo de referencia. La placa se siembra con una suspension
del microorganismo y se incuba durante 4 o 24 horas. Todos los nutrientes
necesarios y bioquimicos estan preubicados y secos en los 96 pocillos de la
placa. Se utiliza el violeta de tetrazolio para detectar colorimétricamente la
respiracion aumentada que ocurre en las células cuando se oxida la fuente de
carbono.

Sin considerar su estructura, virtualmente cualquier sustrato bioquimico
gue es oxidado por la célula resultara en la formacion de NADH, conduciendo a
un flujo de electrones a lo largo de una via de transporte de electrones. Los
colorantes redox, como el tetrazolio, capturan los electrones de ese flujo y
convierten la sal de tetrazolio a formazan, sumamente coloreado.

Por lo tanto, si una célula se expone a un quimico que puede oxidar, su
respiracion aumenta y la sustancia sin color se reduce irreversiblemente a
formazan, tornAndose de color parpura. Si a la célula se le da un quimico que no
puede oxidarse, no se produce la reaccion y no se forma color. La prueba rinde un
patron de pocillos purpura que constituye la “huella digital metabdlica” de las
capacidades de un microorganismo inoculado. Se informé que se obtenian
resultados significativamente mejores cuando las placas fueron leidas
manualmente, mas que cuando fueron leidas por un lector automatico. >*
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Fig.3.23 Sistema Biolog GN Microplate *

2. SISTEMA ID BBL CRYSTAL ENTERICO NO FERMENTADOR

El sistema de identificacion BBL Crystal (ID) de bacterias entéricas/no
fermentadoras (E/NF) sirve para la identificacion de bacterias aerobias gram-
negativas que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae asi como también de
los bacilos gram negativos fermentadores y no fermentadores de glucosa aislados
con mas frecuencia. La base de datos de los no fermentadores incluye 24 taxa
gue representan 10 géneros diferentes. En este grupo se encuentran algunas
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especies de importancia médica de Alcaligenes, Burkholderia, Comamonas,
Moraxella, Ochhrobactrum, Oligella y Pseudomonas.

FUNDAMENTO

Los andlisis utilizados en el sistema BBL Crystal E/NF ID estan basados en
la utilizacion y degradacion de sustratos especificos por parte de los
microorganismos detectados por distintos sistemas indicadores. Las reacciones
de fermentacion detectan la capacidad de un aislado para metabolizar los
carbohidratos en ausencia de oxigeno atmosférico, y las reacciones de oxidacién
estdn basadas en la capacidad de un organismo para metabolizar el sustrato
siendo el oxigeno el aceptor final de electrones. Ambas reacciones se detectan
normalmente mediante el uso de un indicador de pH en el sustrato del andlisis.
Contienen sustratos unidos a un cromégeno para detectar las enzimas que
utilizan los microbios para metabolizar distintos sustratos.

Los sustratos cromoégenos al sufrir hidrolisis producen cambios de color
gue pueden ser detectados visualmente. Ademas, existen otros analisis que
detectan la capacidad de un organismo para hidrolizar, degradar, reducir o utilizar
de otro modo un sustrato en el sistema BBL Crystal ID.

DESCRIPCION

Sistemas BBL Crystal no fermentadores/entéricos contiene un
taparrecipiente con 30 sustratos deshidratados en los extremos de dientes
plasticos. Se prepara una suspension para el ensayo y se agrega a los 30 pocillos
en la base de la unidad. La tapa se alinea entonces con la base y se cierra como
corresponde, mientras que el inoculo rehidrata las sustancias secas e inicia las
reacciones de la prueba. Luego de la incubacién, los paneles se leen desde abajo
utilizando el transiluminador BBL Crystal. Los pocillos se examinan para el cambio
de color, y se genera un perfil numérico de 10 digitos que es introducido en una
computadora personal que tiene instalado el codificador BBL Crystal, a fin de
obtener la identificacion. (s, 4,10

Sustratos: Arabinosa, Manosa, Sacarosa, Melibiosa, Ramnosa, Sorbitol,
Manitol, Adonitol, Galactosa, Inositol, p-n-p-fosfato, p-n-p a-R-glucésido, p-n-p-R3-
galactosido, Prolina nitroanilida, p-n-p bis-fosfato, p-n-p-xilésido, p-n-p-a-
arabindésido, p-n-p-fosforilcolina, p-n-p-R-glucurénido, p-n-p-N-acetil
glucosamidina, y-L-glutamil p-nitroanilida, Esculina, p-nitro-DL-fenilalanina, Urea,
Glicina, Citrato, Acido malénico, ,Cloruro de trifenil tetrazolio, Arginina, Lisina. °
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Fig.3.24 Sistema BBL Crystal entérico no fermentador °

3. MINITEK

El sistema Minitek esta disefiado para la identificacion de micrococos,
estafilococos, estreptococos y enterobacterias.

Puede ser sumamente recomendado para microbidlogos que deseen
libertad de seleccién de las caracteristicas de identificacion. Los fabricantes
proveen aproximadamente cuarenta discos de papel filtro impregnados con
diversas sustancias de prueba e hidratos de carbono. Los discos se colocan
dentro de las cubetas de una placa plastica, cada cubeta se siembra con 0.05 mL
de una suspension del microorganismo en caldo y la placa se incuba en un
humidificador durante 18 a 24 horas.

La interpretacion de las reacciones de color después del agregado de los
reactivos a algunas de las cubetas genera un numero cédigo de siete digitos.
Para la identificacion se consulta un libro de codigos.

Las diversas elecciones de sustratos proporcionan al usuario una gran
flexibilidad en cuanto a la identificacién de grupos de microorganismo distintos de
Enterobacteriaceae; se ha logrado un éxito considerable en la identificacion de
bacilos no fermentadores, anaerobios y en levaduras de importancia medica.

En general las reacciones de color son visiblemente distintas, y el uso de
muchas cartas de comparacion de color hace que la identificacion sea
relativamente sencilla. El fabricante también proporciona un minicoder, un
dispositivo de grilla plastica que permite una rapida identificacion clasificacion de
candidatos bacterianos con cada perfil bioquimico seleccionado.

Una desventaja de permitir la selectividad completa del usuario de las
caracteristicas de identificacion es la dificultad de estandarizar los nameros
biotipicos. Por el contrario, si el usuario selecciona un juego optimizado de
pruebas, teéricamente se derivard el mejor nimero biotipico posible. Debido a
gue el panel Minitek Gram-Positive también se usa para identificar micrococos y
estreptococos la seleccion de pruebas para la variedad de especies de
estafilococos no es la 6ptima.

La necesidad de adquirir varias piezas de equipos y suplementos hace que
la inversibn sea en cierto modo costosa. Ademas, el sistema requiere varias
manipulaciones manuales en la inoculacion, incubacién y pasos de interpretacion.
La necesidad de cubrir con aceite mineral los discos y el medio de cultivo dentro
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de los pocillos de reaccion agrega un paso extra en el procedimiento y muchos
usuarios lo consideran complicado. *°

Sustratos: Arginina dihidrolasa, Citrato, Esculina, Sulfuro de hidrégeno,
Indol, Lisina descarboxilasa, Malonato, Nitrato, ONPG, Ornitina descarboxilasa,
Fenilalanina, Ureasa, Voges-Proskauer, Todos los hidratos de carbono. °

Fig.3.25 (Figura de la izquierda)Método de inoculacion del sistema MINITEK. Se esta aspirando
una suspension del microorganismo a través de una pipeta inserta en una pistola distribuidora
automatica. La pistola esta calibrada para extraer la cantidad correcta de inéculo que se lleva a
cada uno de los pocillos en la bandeja de plastico (izquierda abajo). La bandeja contiene discos
impregnados con reactivos, como se muestra aqui.

Fig. 3.26 (Figura de la derecha) se
muestra la ubicacion de la bandeja
inoculada en la camara humificadora
antes de la incubacién.

S.eNTERLQITIDIS
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Fig. 3.27 Sistema MINITEK utiliza discos de papel
filtro impregnado en el sustrato, distribuido en cada
orificio de prueba antes de la inoculacion con una
suspbension bacteriana.®
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4. SISTEMA API 20E Y RAPID NFT (API NFT)
FUNDAMENTO

Sistema utilizado para la identificaciéon de enterobacterias y bacilos gram
negativos no fermentadores.

El sistema consiste en tiras plasticas con 20 cupulas miniaturizadas que
contienen los sustratos deshidratados y una camara plastica de incubacién con
una cubierta floja. Cada cupula tiene un pequefio orificio por encima a través del
cual puede inocularse la suspension bacteriana con una pipeta. La accién
bacteriana sobre los sustratos produce cambios de color que se interpretan
visualmente. El sistema identifica un alto porcentaje de bacterias dentro de 24
horas, sin la necesidad de determinar caracteristicas fisiol6gicas y tiene una base
de datos enorme que incluye cepas comunes y atipicas. El indice perfil del API, el
cual puede usarse manualmente o con la asistencia de una computadora,
proporciona la frecuencia de probabilidad de varias cepas que deben
considerarse para cada numero biotipico.

El sistema es en cierta forma dificil de inocular; un problema, sin embargo,
gue supera rapidamente con la practica. Después de la inoculacion, las tiras
deben manipularse con cuidado de modo que las suspensiones bacterianas no se
derramen y contaminen el medio circundante. Se requiere de practica para
interpretar reacciones limites ocasionales, las cuales pueden afectar el numero
biotipico y la identificacion final.

PROCEDIMIENTO

Agregue 5mL de agua corriente a la bandeja de incubacién para proveer
una atmosfera humeda durante la incubacion. Ubique una tira APl 20E dentro de
la bandeja de incubacion. Prepare la suspension bacteriana del microorganismo
gue se va a probar mediante suspension de las células de una colonia bien
aislada en 5mL de solucion salina 0.85% estéril. La turbidez de la suspension
debe compararse con el estandar 0.5 de la escala de Mc Farland, excepto para
identificaciones del mismo dia de Enterobacteriaceae donde la suspension se
empareja con el estandar.

Usando una pipeta pasteur, llene cada cupula con la suspension bacteriana
a través del orificio de inoculacién. Cubra las tres cupulas para descarboxilasa y
ureasa con aceite mineral estéril. La unidad debe incubarse a 35°C durante 5
horas (identificacion en el dia) o por 24 a 48 horas antes de la lectura de los
resultados.

Sustratos incluidos.- ONPG, Arginina, Lisina descarboxilasa, Ornitina
descarboxilasa, Citrato, Sulfuro de hidrégeno, Ureasa, Triptéfano desaminasa
(agregue 10% de Fecls), Indol, Voges-Proskauer (Agregue KOH y a-naftol),
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Gelatina, Glucosa, Manitol, Inositol, Sorbitol, Ramnosa, Sacarosa, Melobiosa,
Amigdalina, Arabinosa.

Pruebas suplementarias para bacilos Gram negativos no fermentadores:

Oxidasa, NO,, N, gaseoso, motilidad, Mac Conkey, OF glucosa-oxidativo,
OF glucosa-fermentativo. Si la glucosa es positiva, agregar reactivos, realizar una
prueba de oxidasa, y calcular un nimero de perfil de siete digitos; si la glucosa es
negativa pero hay tres 0 mas reacciones positivas antes de agregar los reactivos,
proceder como antes; si la glucosa es negativa y se observan menos de tres
reacciones positivas, no agregar reactivos reincubar la tira durante 24 horas mas
y sembrar un OF con glucosa, un medio para motilidad y un agar de Mac Conkey
después de 48 horas agregar los reactivos, hacer una prueba de oxidasa y
calcular el nimero de perfil de nueve digitos.* > ***
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Fig. 3.28 Tiras de APl NFT que muestran reacciones de 24 horas (arriba) y 48 horas (abajo).
Nétese que las primera 8 pruebas (leyendo de izquierda a derecha) son reacciones colorimétricas
convencionales, mientras que las doce restantes son reacciones de asimilacion de carbono, que
se leen como positivas cuando aparece un crecimiento turbio, 0 como negativas en la ausencia de
esa turbidez. Estas tiras se incuban a 30°C.°
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Fig.3.30 APl RAPID 20E Para Enterobacterias®’
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Fig.3.29 API 20 NE Para otros bacilos gram negativos diferentes a las enterobacterias.
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Fig.3.30 Tiras API20-E mostrando el método de la inoculacién y la apariencia de la tira luego de la
inoculacién y la incubacion. Se transfiere con una pipeta una suspension del microorganismo a
ensayar a cada una de los 20 compartimientos de medio. Las reacciones de color son leidas
después de 18-24 horas de incubacion a 35°C. El fabricante entrega hojas de trabajo para
registrar las interpretaciones visuales de las reacciones colorimétricas, que luego son convertidas
en nimeros biotipicos de siete digitos.™

5. Sistema RapID NH

2% 1277
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Fig.3.32 Sistema RaplD NH La figura muestra dos paneles sembrados por duplicado con
N.meningitidis. El panel superior es el sistema sin agregado de reactivos a las ultimas 3 cubetas
bifuncionales de prueba. Las reacciones que identifican el aislamiento como N.meningitidis son las
positivas para PRO (prolil aminopeptidasa) y GGT (y-glutamil aminopeSptldasa) La reaccion
positiva para GLU (glucosa) y la prueba positiva NO, (reduccidn de nitritos).
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Fig.3.33 Panel RapID NH sembrado con k. denltrlflcans En esta flgura se muestran dos paneles
idénticos; el panel superior, antes del agregado de los reactivos para nitrato e indol, y el inferior,
una vez agregados estos reactivos. Las reacciones positivas del panel para este microorganismo
oxidasa positiva, catalasa negativo son la prolilaminopeptidasa (PRO), fermentacién de la glucosa
(GLU), y pruebas positivas de reduccmn de nitratos (NO3) y nitritos (NO,). Los resultados de todas
las otras pruebas son negatlvos

6. SISTEMA BactiCard Neisseria. (Remel Laboratories, Lenexa KA).

Esta tira para identificacion contiene cuatro pruebas con sustratos
enzimaticos cromogenos para la identificacibn de especies patégenas de
Neisseria y de M. catarrhalis. Tira de la izquierda si aparece color verde-azulado
en la zona de prueba IB (butirato esterasa) el microorganismo identificado es M.
catarrhalis. Si no hay de desarrollo de color en esta zona, la tira se incuba durante
13 minutos més. Si aparece color verde-azulado en la zona de prueba BGAL (3
galactosidasa) (tira del extremo derecho) durante este lapso, el microorganismo
se identifica como N.lactamica. Si no hay desarrollo de color durante el periodo de
incubacién, se agrega una gota del revelador de color a las areas de prueba PRO
y GLUT. La aparicion de color rojo en PRO (prolilaminopeptidasa) identifica el
aislamiento como N. gonorrhoeae, en tanto que el desarrollo de color rojo en
GLUT (y-glutamil aminopeptidasa) identifica el aislamiento como N.meningitidis.>

Fig. 3.34 Slstema BactiCard Neisseria.
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7. SCEPTOR GRAM-POSITIVE MIC/ID PANEL

El Sceptor Panel es un sistema combinado de identificacién-susceptibilidad
microbiana en el cual los agentes antimicrobianos y los medios para pruebas
bioguimicas se encuentran desecados en las cubetas de una placa de
microtitulacion. El panel se siembra con una suspensiéon de microorganismos por
medio del sembrador automatico Sceptor y se lee manualmente después de la
incubacion. Los resultados de la prueba se ingresan en la computadora del
sistema para su identificacion. La bateria de pruebas del Sceptor es igualmente a
la del equipo Minitek Gram-Positive. El rendimiento de este sistema en la
identificacion de estafilococo no ha sido evaluado.

8. SISTEMA SCEPTOR (Becton Dickinson Instruments Systems)

El sistema Sceptor permite la hidratacion e inoculacion simultanea de
paneles de sustrato secos en bandeja de microtitulacion para la identificacion de
Enterobacteriaceae. Primero se hace una suspension en caldo de los
microorganismos que van a ser estudiados (5mL de caldo de triptico de soja) y
luego se lo transfiere a un recipiente descartable. Este reservorio se ubica en un
dispositivo de inoculacion automatica, y las placas son simultAaneamente
hidratadas e inoculadas al sustrato de los pocillos. Los pocillos con Arginina,
sulfuro de hidrégeno, lisina, ornitina y ureasas se cubren con aceite mineral
estéril. Los paneles se incuban a 35°C durante 18 a 24 horas. Inmediatamente
después de la incubacion, se agregan el reactivo de Kovacs y el cloruro férrico a
los pocillos de indol y triptéfano, respectivamente. Las reacciones se interpretan
visualmente y se ingresan en forma manual en un modulo de computadora. Los
programas de computadora proporcionan un numero biotipico de 7 digitos e
identificacion. °

9. SISTEMAS SENSITITRE (Accu Med International Inc)

El sistema sensititre puede adquirirse como un sistema de identificacion
entérica manual o en forma de un autoidentificacién. La placa manual contiene
medios para llevar acabo 23 pruebas bioquimicas estandar, mas el control, los
cuales estan secos en los pocillos de una bandeja de microtitulacion de tamafio
estAdndar de 96 pocillos. Cada bandeja contiene cuatro juegos duplicados de
pocillos bioquimicos que permiten la identificacion simultanea de cuatro
microorganismos por bandeja. El sistema contiene pruebas bioquimicas
convencionales y se inocula y se lee manualmente. 3

10. SISTEMA DE AUTOIDENTIFICACION DE GRAMNEGATIVOS SENSITITRE
Este sistema utiliza tecnologia fluorescente para detectar crecimiento

bacteriano y actividad enzimética. El sistema consiste en 32 pruebas bioguimicas
formuladas en forma reciente, que incluyen medios bioquimicos clasicos
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seleccionados y reformulados para generar una sefial fluorescente, junto con
pruebas fluorescentes de reciente desarrollo.

Cada medio para las pruebas bioquimicas y el indicador fluorescente apropiado
se encuentran desecados dentro de cada pocillo individual de la placa Sensititre.
Cada placa esta disefiada para ensayar tres microorganismos separados. Dado
gue estas son placas secas, pueden almacenarse a temperatura ambiente. La
presencia 0 la ausencia de fluorescencia de todas las pruebas de
autoidentificacion se leen en el autolector Sensititre. Los resultados son
transmitidos a una computadora para el analisis e identificacion, y pueden ser
leidos después de 5 horas de incubacion.

Si en 5 horas no se puede obtener un nivel satisfactorio de identificacién, la placa
debe ser reincubada y leida tras una incubacién de toda la noche. Debido al uso
de tecnologia fluorescente, estas placas no pueden ser leidas en forma manual y
solo es posible hacerlo en un autolector Sensititre estandarizado de modo
correcto.

Para pasar los estandares de la Food and Drug Administration (FDA), todos
estos sistemas deben llevarse a cabo con una certeza igual o mejor que la de los
métodos de referencia. Por lo tanto, cada sistema puede ser usado en
laboratorios clinicos, pero la eleccion depende de distintas variables, entre ellas el
volumen de las pruebas, la experiencia del personal técnico, la necesidad de
identificacidn definitiva y el costo de operacion. 34

F. Sistemas automatizados de prueba de sensibilidad a antimicrobianos.

El Vitek de ultima generacion, el 2, realiza todos los pasos requeridos para
las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos (AST) después que se prepar6 y
estandarizé la suspension primaria.

Basado en la tecnologia del Vitek, el in6culo del Vitek 2 AST se introduce
en forma automatica, a través de un tubo de llenado, en una tarjeta miniaturizada
de plastico de 64 cubetas, cerrada, que contiene determinadas concentraciones
de antibidticos (fig. 3.5).

Las tarjetas se incuban en un compartimiento con temperatura controlada.
Se hacen lecturas Opticas cada 15 minutos para medir la cantidad de luz
transmitida a través de cada cubeta, incluida una cubeta de control de desarrollo.
El andlisis algoritmico de la cinética de desarrollo en cada cubeta se realiza por el
programa del sistema para calcular los datos de CIM. Los resultados de CIM se
convalidan con el programa Advanced Expert System (AES), se les asigha una
categoria de interpretacion y se informan los patrones de resistencia a
antimicrobianos del microorganismo. La deteccion de la resistencia se mejora con
el sofisticado programa AES, que puede reconocer e informar patrones de
resistencia utilizando las CIM. En resumen, este sistema facilita las pruebas de
sensibilidad estandarizadas en un ambiente cerrado con resultados convalidados
y reconocimiento del mecanismo de resistencia a antimicrobianos de un
microorganismo en 6 a 8 horas para la mayoria de las bacterias importantes para
la clinica (fig.3.4). 7% %°
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Fig. 3.35. Los componentes del Vitek 2 System son la caja del instrumento, el dispositivo de
proceso de la muestra y lectora/incubadora, el puesto de trabajo de la computadora, que
proporciona el analisis y el almacenamiento de datos e informes epidemiolégicos, la Smart Carrier
Station que es la interfaz directa entre el microbi6logo y el instrumento, y un escaner de cédigo de

. ) 16
barras para facilitar el ingreso de los datos.

el e
-2 - ;" ml“"

:__..'f i 1 /
=== ;‘N‘w mws

-
— E - =

Fig. 3.36. La tarjeta para prueba de sensibilidad a antimicrobianos Vitek 2 contiene 64 cubetas
con concentraciones multiples de hasta 22 antibiéticos. El antibiotico se rehidrata cuando se
introduce la suspension de microorganismo en la tarjeta durante el proceso de llenado
automatizado. *°

1. SISTEMA VITEK

La nueva version de tarjeta, llamada GNI+Card tiene 20 nuevas especies
adicionales agregadas a la base de datos y ofrece desempefios mejorados y
velocidad de identificacion incrementada. Moos y col. informaron que GNI+
identifica microorganismos fermentadores de la glucosa en 2 a 8 horas y
microorganismos no fermentadores en 4 a 12 horas, con 40.1% de los
microorganismos probados identificados en 3 horas.

El sistema Vitek ha encontrado amplio uso en los laboratorios de
microbiologia clinica y ha sido aceptado como una aproximacién confiable para la
identificacion rapida de bacilos gramnegativos.
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Acorta el tiempo de trabajo para obtener resultados, en muchos casos se puede
obtener en el mismo dia y en que el flujo de trabajo puede integrarse como para
manipular microorganismos pertenecientes a muchos grupos diferentes con gasto
minimo de tiempo para los técnicos, sencillamente utilizando las tarjetas
adecuadas.

Sin embargo, la experiencia ha demostrado que debe considerarse el uso
de un sistema de apoyo apropiado para identificar aquellos microorganismos para
los cuales el Vitek no proporciona un nivel de identificacion aceptable. * *°

2. TARJETA VITEK GRAM-POSITIVE IDENTIFICATION (GPI)

Esta tarjeta (Vitek Systems, Inc.) es la misma que se usa para la
identificacién de estafilococos coagulasa negativos y ciertos bacilos grampositivos
facultativos no esporulados. Contiene 27 pruebas y dos controles, y proporciona
identificaciones automatizados en un lapso de 4 a 13 horas. En las evaluaciones
iniciales la tarjeta GPI proporcion6 excelentes resultados para los
microorganismos del grupo D, pero funcioné con menos eficacia para identificar
los Streptococcus viridans. Esta tarjeta ha sido ligeramente modificada desde su
aparicion inicial y la base de datos fue actualizada. La tarjeta modificada con la
base datos ampliada no ha sido evaluada aun. La base de datos para la
identificacibn de estreptococos incluye los estreptococos beta hemoliticos,
estreptococos grupo D, especies de Enterococcus (E. fecaliss, E. faecium, E.
avium, E. durans), algunas especies de Streptococcus viridans, S.anginosus y
especies de Aerococcus. Las especies de Enterococcus de aislamiento menos
frecuente, pero de importancia clinica, como E. casseliflavus, no estan incluidas
en la base de datos y, pueden identificarse por error como E. faecium. Como
sucede con otros sistemas, las especies de Streptococcus viridans de descripcion
maés reciente no estan incluidas adn en la base de datos. **®

3. VITEK GRAM POSITIVE IDENTIFICATION CARD (GPI)

La tarjeta Vitek GPlI es una tarjeta para la identificacion de
microorganismos gram positivos disefiada para ser usada con el sistema
automatizado de identificacion-susceptibilidad bacteriana Vitek. La tarjeta contiene
micro cubetas (28 cubetas de prueba y 2 cubetas control) con sustratos para la
identificacién de especies de staphylococcus (11 especies humanas y 4 especies
veterinarias), especies de Streptococcus y varias especies de bacilos gram
positivos (por ejemplo; especies de Corynebacterium, Erycipelothrix rhusiopathiae
y listeria monocytogenes). Se prepara una suspension del microorganismo en
solucion fisiolégica vy la tarjeta se adosa a la suspension bacteriana por medio del
tubo de trasferencia y se coloca en el médulo de llenado del instrumento. La
tarjeta se siembra por un método de liberacién por vacio y a continuaciéon se
coloca en modulo de lectura-incubacién del instrumento Vitek, donde es barrida
Opticamente y leida en forma periédica. La identificacibn de estafilococos
cuagulasa-negativos generalmente requiere entre 10 y 13 horas. **©

59



AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA

4. SISTEMA MICROSCAN WALKAWAY (Dade Microscan)

Es un instrumento completamente automatizado que incuba cualquier
combinacion de hasta 96 paneles convencionales o Rapid MicroScan
simultdneamente, agrega en forma automatica los reactivos a los paneles
convencionales cuando se requiere, lee e interpreta los resultados de los paneles
e imprime los resultados, todo sin intervencién del operador.

En funcién de la placa de microdilucion usada, el desarrollo bacteriano
puede detectarse por espectrofotometria o fluorometria Se dispone de paneles
fluorescentes Rapid ademas de los paneles convencionales MicroScan para
utilizarlos con el instrumento Walkaway. Los paneles analizados por
espectrofotometria requieren incubacién durante una noche y los patrones de
desarrollo pueden leerse en forma manual. Los paneles rapidos usan compuestos
marcados con fluoresceina y requieren solo dos horas de incubacion para la
identificacion bacteriana. El analisis fluorométrico se basa en la degradacion de
sustratos fluorégenos por las bacterias viables para detectar la inhibicion
bacteriana por los agentes antimicrobianos. Cada sustrato fluorescente consiste
de un fluoréforo, o metilumbeliferona (MEU) o 7-amino-4-metil-cumarina (AMC)
unida a fosfato, aztcar o aminoacido. Ocurren tipos de reacciones: fluorogénica y
fluorométrica. En las reacciones fluorogénicas una enzima especifica, si esta
presente en la suspension bacteriana, el compuesto fluorescente liberando el
fluoréforo, el cual entonces fluoresce. Por ejemplo:

L-Alanina AMC » Alanina
(No fluorescente) Alanina + AMC (fluorescente)
Aminopeptidasa

Las reacciones fluorométricas detectan cambios de pH tal como ocurre en
la fermentacién de hidratos de carbono. La produccion de acido resultante causa
una caida del pH y un decrecimiento de la fluorescencia. Ademas, se usan ocho
reacciones fluorogénicas. Estas miden la tasa de liberacién del fluoréforo y se
usan para diferenciar especies fenotipicamente similares El método fluorogénico
puede proporcionar los resultados de sensibilidad en 3,5 a 5,5 horas. Los
resultados de las reacciones ID son convertidos en biocodigos de 15 digitos para
la interpretacion por computadora. El sistema Optico colorimétrico Walkaway tiene
97 fotdbmetros iluminados por una unica fuente de tungsteno halégena a través de
97 fibras Opticas. La luz de la fuente pasa a través de los filtros de interferencia
sobre una rueda de color y se enfoca sobre las fibras épticas, 96 de las cuales
reflejan la configuracion de un panel con 96 pocillos. El fotometro 97 provee la
linea base de la lectura a partir de la cual las sefiales del fotdbmetro son
normalizadas. Durante cada ciclo de lectura, la rueda de color giratoria provee de
lecturas a seis longitudes de onda a través del espectro visible. Para las
reacciones bioquimicas, la computadora selecciona la longitud de onda de lectura
gue mejor discrimina la reaccion que ocurre en cada pocillo. El panel actualizado
(Rapid Gram Negative Identification Panel 3) consiste de 36 pruebas
recientemente formuladas y una nueva base de datos que incluye 138 taxones,
entre las cuales hay 19 nuevas especies adicionales.
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Los paneles rapidos MicroScan proporcionan una identificacion en dos horas lo
gue permite disponer de suficiente tiempo para poner en marcha pruebas
suplementarias si fuera necesario para la identificacion en el mismo dia o en el
dia siguiente. 34

- . 1|!| il

Fig. 3.37 Para incubacién, lectura e interpretacién automatizadas de pruebas de sensibilidad a
antimicrobianos. Este mismo instrumento se usa para la identificacién de bacterias. » **

5. MICROSCAN RAPID

El lector de paneles microbioldgicos AutoScan-4 esta ideada para utilizarse
como instrumento de diagndstico en la identificacion y determinacién de patrones
de sensibilidad antimicrobiana in Vitro de microorganismos aislados a partir de
muestras clinicas humanas. Se utilizan en conjunto con los paneles de
microdilucion MicroScan que contienen agentes antimicrobianos en diluciones en
serie y productos bioquimicos seleccionados.

Las determinaciones de la CIM y la identificacion estan basadas en la medida de
la turbidez o de los cambios de color que ocurren en los pocillos de un panel
MicroScan.

El lector automatico de paneles microbiolégicos AutoScan-4 utiliza un
sistema Optico para detectar crecimientos bacterianos en los pocillos de los
paneles MicroScan. La intensidad de la luz detectada debajo de cada pocillo es
inversamente proporcional a la concentracion de bacterias en ese pocillo.

Ademas, algunos pocillos contienen sustratos bioquimicas que
experimentan un cambio de color en presencia de determinadas bacterias. Una
medicidn espectrofotométrica condensada proporciona informacién acerca del
color de la solucion que contiene el pocillo. La informacion éptica se convierte en
sefiales eléctricas (voltaje) y se procesa en la unidad de control.

Para la identificacion, la sefiales eléctricas correspondientes a la intensidad
de la luz que pasa a través de cada pocillo con productos bioquimicos se
convierte en una serie de valores digitales (es decir signos + 0 -) que indica que
ha ocurrido (+) o no (-) un cambio de color. Estos valores se almacenan en la
memoria del computador.
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Basandose en los resultados (+ o -) de cada pocillo con los productos
bioquimicos, el computador calcula un numero de biotipo que identifica el
microorganismo desconocido.

El sistema Optico consta de una fuente luminosa halégena de tungsteno,
filtros de interferencia, cables de fibra Optica, dispositivos colimadores vy
transductores con fotodiodos. #*

a. Paneles gram negativos y gram positivos CIM/Combo

La identificacion de los microorganismos se lleva a cabo midiendo una
serie de productos bioquimicos contenidos en paneles disefiados para la
distincion de especies Gram positivas y Gram negativas.

Los paneles contienen productos bioquimicos contenidos en paneles

disefiados para la distincion de especies gram positivas y gram negativas. Los
paneles contienen productos bioquimicos que experimentan reacciones en
presencia de microorganismos, detectables por un cambio de color causado por la
variacion del pH, la adicién de reactivos o la presencia o ausencia de reactivos en
algunos pocillos.
Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana son una miniaturizacién de la prueba
de sensibilidad a dilucién de caldo, la cual ha sido deshidratada. Varios agentes
antimicrobianos son diluidos en caldo Mueller Hillton, con suplementos de calcio y
magnesio a concentraciones que bordan el limite de interés clinico. Los paneles
Combo de puntos de corte usan concentraciones equivalentes a los puntos de
corte categéricos de CLSI. Trimetoprim, sulfametoxazol, y el caldo
trimetoprim/sulfametoxazol contienen timidina fosforilasa par reducir niveles de
timidita en el medio. Después de la inoculacion y rehidrataciéon con suspension
estandarizada de microorganismos e incubacion a 35°C por un minimo de 16
horas, la concentracion inhibitoria minima (CIM), a una sensibilidad cualitativa
(sensible, intermedio, o resistente) para el organismo en prueba, se determina
observando la mayor concentracion antimicrobiana que muestra inhibicion de
crecimiento. Pruebas convencionales y cromogénicas modificadas se usan para la
identificacién de bacilos gram negativos fermentadores y no- fermentadores (Para
identificar Micrococaceas, Estreptococaceas, y Listeria monocytogenes). La
identificacion se basa en la deteccién de cambios de pH, utilizacion de sustratos,
y crecimiento en la presencia de agentes antimicrobianos después de 16-42 horas
de incubacién a 35°C. ?

b. Paneles gram negativos CIM/Combo

Los paneles estan diseflados para determinar la sensibilidad a agentes
antimicrobianos y/o la identificacién a nivel de especie de bacilos gram negativos
aerobio y anaerobios facultativos.

Paneles con cefpodoxima, ceftazimida, aztreonam, cefotaxima o
ceftriaxona a 1ug/ml pueden usarse como marcadores para detectar cepas de
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Eschericha coli, Klebsiella oxytoca o K. pneumoniae, posiblemente productora de

betalactamasas de espectro ampliado (ESBLs). % **2
Sustratos de identificacion Paneles gram negativos CIM/Combo
Glucosa Melodiosa Esculina OF glucosa
Sucrosa Urea Voges-proskaguer OF base de descarboxilasa
Sorbitol Sulfuro de hidrogeno Citrato Base de descarboxilasa
Ramnosa Indol Malonato Nitrato
Rafinosa Lisina o-nitrofenil-B-D- Penicilina G 4ug/ml *
galactopiranésido

Arabinosa | Arginina Tartrato Kanamicina 4pg/ml *
Inositol Ornitina Acetamida Colistina 4pg/ml *
Adonitol Triftofano desaminasa | Cetrimida Nitrofurantoina 64ug/ml *
Cefalotina 8ug/ml Tobramicina 4ug/ml

* Antimicrobianos usados para identificacion.

;/@;@@@ '

Fig. 3.38 Panel MlcroScan Gra[mﬁegjétlvo

C. Paneles gram positivos CIM/Combo
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Los paneles positivos de MicroScan estan disefiados para determinar la
sensibilidad de agentes antimicrobianos y/o la identificacién a nivel de especies
de aerobios facultativos de crecimiento rpido y de cocos gram positivos, algunos
cochos aerobios exigentes gram positivos Listeria monocytogenes.

La oxacilina liquida se suplementa con cloruro sédico. Los sinergismos
utilizan caldo dextrosa-fosfato.
La produccion de B-lactamasas se detecta con el método yodométrico.
La deteccion correcta de resistencia requiere de incubacién extendida para los
organismos antimicrobianos siguientes:
Enterococos Vancomicina
Estafilococos Oxacilina

24 horas

24-48 horas Enterococos Sinergismos de Estreptomicina

2,4,13
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Sustratos de identificacion Paneles gram positivos CIM/Combo

Cristal violeta Fosfatasa Trehalosa Bacitracina
Separador de Esculina hilis 40% Manosa Piruvato
Micrococos
Nitrato L-pirrolinodil- 3 Cloruro de Sodio | B-lactamasa*

naftilamida 6.5%
Novobiocina Arginina Sorbitol Pocillo para crecimiento

libre de timidita

PNP- -D-glucorénido PNP-B-D- Arabinosa Inulina

galactopiranosido
Indoxil fosfatasa Urea Ribosa Rafinosa
Voges-proskaguer Manitol Optoquina Lactosa

pADE BENRING

\.

2
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Fig.3.39 AutoScan MICROSCAN RAPID. *

Fig.3.40 Panel Microscan HNID. El MicroScan Haemophilus-Neisseria IDENTIFICATION (HNID).
Este sistema manual con placas de microtitulaciéon identifica especies de Haemophilus y de
Neisseria ademas de posibilitar designaciones de biotipo para H. influenzae y H. parainfluenzae.
Esta figura muestra un panel sembrado con H. influenzae biotipo | (positivo para ureasa, ornitina
descarboxilasa e indol). ®
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Fig.3.41 Panel MicroScan HNID. Es un panel de prueba de 4 horas para identificacion de especies
de Neisseria y Haemophilus. Los resultados positivos mostrados en el panel de de la figura
incluyen reduccidon de nitratos (NO3) y nitritos (NO,), Produccion de acido a partir de la glucosa
(GLU), sacarosa (SUC), maltosa (MAL) y fructosa (FRU) y no formacién de acido a partir de la
lactosa (LAC). Estas caracteristicas identifican el aislamiento, como de N. mucosa. 3

G. Sistemas de pruebas de sensibilidad comerciales

La variedad y el uso amplio de métodos comerciales de pruebas de
sensibilidad reflejan el papel importante que tiene la deteccion de resistencia entre
las responsabilidades inherentes a los laboratorios de microbiologia clinica. En
muchos casos los métodos comerciales son variaciones de los métodos de
dilucién o de difusion con discos convencionales, y su exactitud se evalud por
comparacion de sus resultados con los obtenidos por los métodos
convencionales. Ademas, en los sistemas comerciales se respetan muchos de
los medios de cultivo y condiciones atmosféricas estandarizados para los métodos
convencionales. EIl objetivo de detectar resistencia es el mismo para todos los
métodos comerciales, pero los principios y las practicas que se aplican para
lograrlo varian con respecto a: El formato en el que se retnen las bacterias y los
agentes antimicrobianos, el grado de automatizacién para la siembra, incubacion,
interpretacion e informe de los resultados, el método usado para detectar la
inhibicion del desarrollo bacteriano, la rapidez con la que se obtienen los
resultados y la exactitud es un aspecto muy importante de cualquier sistema de
pruebas de sensibilidad. *

1. METODOS DE MICRODILUCION EN CALDO.

Se desarrollaron varios sistemas que proveen paneles de microdilucién ya
preparados y estructurados segun las directivas para los métodos de
microdilucion en caldo convencionales. Estos sistemas permiten que los
laboratorios realicen la microdilucién en caldo sin tener que preparar sus propios
paneles.

Los sistemas pueden diferir en alguna medida con respecto al volumen de
las cubetas de prueba, como se preparan y se agregan los indculos, la
disponibilidad de diferentes suplementos para probar bacterias exigentes, los
tipos de agentes antimicrobianos y los esquemas de dilucién usados, y el formato
del medio y de los agentes antimicrobianos (p. ej., liofilizados o congelados).
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Ademas, el grado de automatizacion para la siembra de los paneles y de los
dispositivos disponibles para leer los resultados varia entre los diferentes
productos. En general, estos paneles comerciales estan disefiados para recibir el
in6culo estandar y se incuban usando las condiciones y los periodos
recomendados para la microdilucion en caldo convencional. Son sistemas
basados en el desarrollo, que requieren incubacion durante toda la noche y que

aplican los criterios de interpretacion del CLSI para la mayoria de los resultados.
1,14

2. DERIVADOS DE LA DILUCION EN AGAR.

El sistema comercial Spiral Biotech Inc., Bethesda, Md. usa un instrumento
para aplicar el agente antimicrobiano a la superficie de una placa de agar ya
preparada en forma de una espiral concéntrica. Si se comienza en el centro de la
placa, el instrumento deposita la concentracion mas alta de antibiético y lo
distribuye en forma centrifuga. La difusion del farmaco en el agar establece un
gradiente de concentracién elevado (el centro de placa) a bajo (la periferia de la
placa). Si se empieza desde la periferia de la placa, la siembra bacteriana se
hace en forma de una estria Unica, perpendicular al gradiente formado, como los
rayos de una rueda. Después de la incubacién se mide la distancia desde el
punto en que se observa desarrollo, cerca del borde de la placa, hasta el punto en
gue se inhibe el centro de la placa. Este valor se usa para calcular la CIM del
agente antimicrobiano contra cada uno de los aislamientos bacterianos por estria
en la placa.!

3. DERIVADOS DE LA DIFUSION EN AGAR.

Existe una prueba de difusion en gradiente denominada Epsilon test (Etest,
AB Biodisk) que combina la simplicidad y flexibilidad de las pruebas de disco-
difusién con la capacidad para cuantificar la concentracidon inhibitoria minima de
las técnicas de dilucion.

El Etest consiste en una tira de plastico no poroso de 5 cm de largo por 5
mm de ancho a lo largo de la cual se dispone un gradiente predefinido y sefialado
en la tira de un antimicrobiano equivalente a 15 concentraciones dobles
progresivas. Una vez que se ha sembrado la placa de agar con el
microorganismo, se coloca la tira de Etest sobre la superficie, produciéndose de
forma inmediata una difusion del antibiético desde el soporte de plastico hasta el
agar, creandose de este modo alrededor y a lo largo de la tira un gradiente
exponencial de las concentraciones del antimicrobiano. Tras la incubacion de las
placas, se puede observar a ambos lados de la tira una zona de inhibicién
elipsoidal y simétrica. La carga indicada del punto de la tira en que el extremo de
la zona de inhibicion intersecciona con ella es el valor de la CIM (Figura 3.8).

El Etest es un método alternativo para el estudio cuantitativo de la
sensibilidad antimicrobiana del que cabe destacar su sencillez y buena correlacién
con la técnica estandar de dilucion. Se considera adecuado para el estudio de
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muy diversas bacterias, entre las que destacan, ademas de las bacterias no
exigentes  (enterobacterias, bacilos gramnegativos no fermentadores,
estafilococos, enterococos), bacterias exigentes (neisserias, hemodfilos,
estreptococos, entre otras), bacterias anaerobias nocardias y micobacterias. Este
método permite obtener datos de CIM en situaciones en las que el nivel de
resistencia puede ser imlportante para la clinica (p. €j., penicilina o cefalosporinas
contra S.pneumoniae). ***

NWSOBIH ]

. b
= b

§

Figura 3.42. Antibiograma. Epsilon test.
El E test es una prueba con caracteristicas intermedias entre las técnicas de difusion y dilucién. A
lo largo de la tira hay un gradiente de concentraciones del antibiético. El microorganismo se
siembra como para una prueba de difusion y se deposita la tira sobre el agar. Tras la incubacion
se produce un halo de inhibicion. La concentracion inhibitorio minima viene dada por la
concentracion de antibiético en el punto de la tira donde intercepta el halo de inhibiciéon. Para el
microorganismo representado la CIM es de 2 pg/ml. 2

Otro método (BIOMIC, Giles Scientific, Inc., Nueva York) combina el uso de
la metodologia de difusion con discos convencional con el analisis videodigital
para automatizar la interpretaciéon del didmetro de los halos de inhibicion. Las
lecturas y las interpretaciones automatizadas de los halos se combinan con un
programa de computadora para producir valores de CIM y para permitir
manipulaciones y evaluaciones de los datos para detectar perfiles de resistencia
poco frecuentes y elaborar informes de antibiogramas. ***

RESUMEN

Los sistemas automatizados y semiautomatizados para la identificacion y
determinacién de la sensibilidad de los microorganismos hacia los antibioticos.
Utilizan sustratos, enzimas y reactivos que se pueden presentar en formas de
placas de microtitilacion, tarjetas con orificios diminutos, clUpulas o microtubos en
tiras de plastico y camaras con sustrato en tiras plasticas.

Los sistema varian en el método de inoculacién, tiempo de incubacion,
tipos de pruebas incluidas en la bateria, sin embargo los sistemas tienen diferente
estructura, pero su fundamento es el mismo, (la fluorometria, turbidimetria y
colorimetria). Los sistemas automatizados y semiautomatizados no sustituyen en
su totalidad a las pruebas convencionales, porque aun se necesita de las bases
para el aislamiento del microorganismo (toma de muestra, tincibn de Gram,
sembrado, lectura de la morfologia colonial y la identificacion del cultivo puro),
para evitar un diagnaostico erroneo.
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Posteriormente después de la obtencidn del cultivo puro se elige la bateria a
utilizar para la identificacion definitiva mediante el analisis de los perfiles
metabalicos.
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AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA

IV. SISTEMAS AUTOMATIZADOS Y COMPUTARIZADOS
PARA LA IDENTIFICACION Y SUSCEPTIBILIDAD DE LEVADURAS

A. Identificacion de levaduras mediante criterios bioquimicos enziméaticos.
1. CHROMagar (Company, Paris, Francia)

El medio CHROMagar Candida (CHROMagar) fue descrito por Odds y
Bernaerts en 1994 para identificar las especies clinicamente importantes del
género Candida. CHROMagar Candida permite diferenciar C. albicans, C.
tropicalis, C. kruseii y C. glabrata en funcion de los colores que desarrollan en
este medio. Cada especie reacciona con un sustrato cromogénico para dar un
color caracteristico de la colonia. Cuando se lo combina con las caracteristicas
£n40rfolégicas de las colonias es posible obtener una identificacién presuntiva. 2

CHROMagar es un medio diferencial y selectivo para el aislamiento y
presuntiva identificacién de levaduras en especimenes clinicos.

La siembra se realiza segun las técnicas tradicionales y las placas se
incuban a 30-37°C durante 48 h para que las levaduras desarrollen
completamente el color. Al cabo de este tiempo, las colonias de C. albicans son
lisas y de color verde esmeralda, halos verdes debido a la presencia de B-N-
acetilgalactosaminidasa, a diferencia de C. dubliniensis que desarrolla un color
verde oscuro y que, ademas, es incapaz de crecer a 45°C [7]. C. tropicalis
produce colonias azul oscuro con un halo purpura-marron en el agar que la rodea.
C. kruseii forma colonias rugosas con el centro rosado y el borde blanco. C
glabrata manifiesta un color violeta morado. Las demas especies desarrollan
gglgres y tonalidades diversas que no permiten su identificacién por este medio.

El CHROMagar mantiene el desarrollo de levaduras y la mayor parte de
hongos mientras que inhibe la mayoria de las bacterias; paralelamente es la
funcion del Agar Dextrosa Sabouraud.

: \

o

ey

Fig. 4.1. Crecimiento en CHROMAgar Candida. C.albicans
C.tropicalis (azul), C. kruseii (rosa y rugosa), C.parapsilosis
(rosécea-lisa) y Prototheca wickerhamii (crema, flecha). °
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Fig. 4.2 Crecimiento en CHﬁOMAgar Candida.
C. albicans (verde), C.tropicalis (azul), C kruseii (rosa y rugosa) 4

2. CROMOGEN ALBICANS

Cromogen Albicans (Biomedics) es un medio diferencial y selectivo
utilizado para el aislamiento e identificacion de C. albicans en muestras vaginales,
rectales, escamas, orina, pus, escobillonados bucales, etc. La siembra se realiza
segun las técnicas habituales y las placas se incuban a 30-37 °C, segun el origen
de las muestras, durante 24-48 h.

Las colonias de C. albicans adquieren un color azul verdoso caracteristico,
dependiendo del periodo de incubacion y la temperatura, con formas
redondeadas, lisas y ligeramente elevadas. Las otras especies de levaduras
aparecen de color blanco cremoso y necesitan una identificacion bioquimica
posterior. °

3. CANDIDA ID

El medio Candida ID (bioMérieux) es un medio cromogénico que permite el
aislamiento de organismos levaduriformes, la identificacion presuntiva de C.
albicans y cierta orientacion para la identificacion de otras especies no albicans.
La inoculacion e incubacién son similares a las descritas para otros medios
cromogénicos. En Candida ID, las colonias de C. albicans son redondeadas,
ligeramente convexas, lisas, de bordes netos y de color azul (cuya intensidad
varia en funcién del tiempo de incubacion). Las colonias de C. tropicalis, C.
lusitaniae, C. guilliermondii y C. kefyr desarrollan un color rosa a las 48 h de
incubacion. Otras especies, como C. famata, C. humicola, y Cryptococcus
neoformans, pueden originar colonias rosas mas 0 menos intensas. El resto de
las especies desarrolla un color blanco-crema, requiriendo una identificacion
bioquimica posterior. °
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Fig. 4.3. Crecimiento de Candida albicans (colonias azules flecha)en el medio Candida
ID (bioMerieux) el resto de las especies se manifiesta de color rosa o blanco. >

4. ALBICANS ID2

El medio Albicans ID2 (bioMérieux) es muy parecido al anterior. Se ha
enriguecido la férmula para facilitar el aislamiento y la identificacion de las
colonias de C. albicans que desarrollan un color azul mas intenso. Ademas,
permite, la identificacion presuntiva de C. tropicalis ya que presenta una tonalidad
verdosa en este medio. Las colonias de las demas especies son de color blanco.
La inoculacion e incubacién son similares al medio anterior. °

5. CANDISELECT

El medio CandiSelect (Bio-Rad) es un medio selectivo que permite la
identificacion de C. albicans mediante la hidrdlisis del sustrato cromogénico
presente lo que origina el desarrollo de un color azul por las colonias de esta
especie. La inoculacion e incubacion son similares a los otros medios
cromogénicos. C. albicans se identifica por la presencia de colonias lisas azules y
el resto de las levaduras manifiesta un color blanco en sus colonias. A las 48 h de
incubacion, algunas cepas de C. tropicalis y Trichosporon sp. Pueden también
desarrollar colonias azules, pero morfolégicamente son diferentes a C. albicans. °

6. AGAR SDCA-MUAG

El agar SDCA-MUAG (Biolife) es un medio muy parecido al anterior en
cuya composicion esté presente, como sustrato, el 4-metilumberiferil-2-acetamida-
2-desoxi-b-D-galactosaminida. Se interpreta de igual forma por la aparicion de
fluorescencia difusible de las colonias de C. albicans, emitida al iluminarse con luz
ultravioleta a 365 nm. °
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B. identificacién mediante criterios inmunoldgicos.

1. BICHRO-LATEX ALBICANS (FUMOZE DIAGNOSTICS, ASNIERES,
FRANCE)

Consiste en particulas de latex rojas cubiertas con anticuerpos
monoclonales con especificidad de la mitad de la proteina de C. albicans. Las
particulas de latex son suspendidas en un colorante verde, que da la mixtura total
a color café. Las colonias de levaduras son emulsificadas en un agente disociante
gue contiene enzimas para exponer el antigeno que es reconocido por el
anticuerpo monoclonal. Las pruebas son reportadas rapido y la lectura es facil con
resultados positivos apareciendo con aglutinacion roja sobre un fondo verde. La
prueba puede ser llevada a cabo directamente de un medio de aislamiento
primario. 2

a. Procedimiento

1) Reconstituir un vial del agente disociante, con el volumen de agua
destilada indicada.

2) Depositar 20 ul del agente disociante sobre un circulo del portaobjetos.

3) A partir de un cultivo de 24-48 h en SDA, u otro medio habitual, recoger
3-4 colonias de la levadura a identificar y emulsionarlas en el agente disociante.

4) Homogeneizar la suspension del latex antes de su uso.

5) Afiadir una gota del reactivo latex en el circulo.

6) Mezclar y extender con el agitador suministrado por el fabricante hasta
gue la suspension sea homogénea.

7) Agitar en un agitador durante 5 min.

b. Interpretacién
* Reaccion positiva: Aparicidn de aglutinados rojos sobre un fondo verde:
C. albicans.
» Reaccion negativa: No se observa aglutinacion, mantiene su color marrén. s

Fig. 4.4 Sistema Bichro-latex albicans
(Fumouze) ®
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2. KRUSEII-COLOR (FUMOUZE)

Kruseii-color es un método para la identificacion de aislamientos de C.
kruseii por aglutinacion de particulas de latex, mediante un anticuerpo monoclonal
gue reacciona especificamente con el antigeno localizado en su pared. El kit
contiene un reactivo Kruseii-color y 5 portaobjetos. s

Fig. 4.5 Sistema Kruseii-color (Fumouze). >

a. Procedimiento
1) Resuspender el latex antes de su uso.
2) Por cada cepa a identificar dispensar una gota del reactivo de latex en el
circulo del portaobjetos.
3) Mediante una pipeta Pasteur o un asa de platino, afiadir 2 6 3 colonias a la
gota de latex y homogeneizar la emulsion.
4) Agitar en un agitador (5 min).

b. Interpretacion
* Reaccién positiva: Apariencia de aglutinacion clara y evidente de color rojo
indicativa de C. kruseii.
* Reaccion negativa: Ausencia de aglutinacion. La suspension mantiene su
aspecto original.
» Ciertas cepas de otras especies (Ej. C. parapsilosis), pueden producir
agreggdos de color blanco que no deben ser confundidos con los agregados
rojos.

3. METODO PARA IDENTIFICACION DE C. glabrata RAPID TREHALOSA

Este método se basa en el principio de trehalosa por C. glabrata en la
presencia de ciclohexamida. Base de levadura nitrégeno, trehalosa 40%,
bromocresol verde (0.02%) y cicloheximida (10 000ug/ml) 3 gotas del reactivo son
adicionados a cada pozo. Un inoculo denso (3 a 5 colonias de Agar Sabouraud)
es emulsificado dentro de cada pozo. La placa de microtitulo es incubada por
lhora a 37°C antes de ser leido. Un cambio de color azul a amarillo es
considerado positivo. 2
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4. IDENTIFICACION UNICA DE ENZIMAS: DIFERENCIACION DE
C. albicans Y C. tropicalis

Dos circulos sobre una tarjeta tienen impregnados con diferentes sustratos

cada uno. Uno tiene 4-methylumbelliferyl-N-acetyl-Bgalactosamina (NAG) vy
Prolina-p-nitroanilida.
Los sustratos son deshidratados con agua destilada o desionizada y cada circulo
es inoculado con dos o tres colonias de un organismo. Las tarjetas son incubadas
por 5 minutos a temperatura ambiente después de que se adiciono una gota de
reactivo de p-dimethylaminocinamaldehido.

Si NAG es adherido por la enzima especifica, es liberado un componente
fluorescente. Si Prolina-p-nitroanilida es pegada se forma un precipitado azul. 2

C. Sistemas enzimaticos comercializados para
la identificacién rapida de C. albicans.

En el mercado existen varios sistemas enzimaticos comercializados para la
identificacion rapida de C. albicans a partir de una colonia aislada en cualquiera
de los medios convencionales. En todos ellos se detecta una o dos enzimas (13-
galactosaminidasa y L-prolina aminopeptidasa), sélo presentes en C. albicans
Para la deteccion de estas enzimas, los sistemas comerciales pueden utilizar
sustratos fluorogénicos o cromogénicos. >

1. SISTEMAS ENZIMATICOS QUE UTILIZAN SUSTRATOS FLUOROGENICOS

Para su utilizacion, todos estos sistemas requieren el empleo de una lampara de
luz ultravioleta de 365 nm (Linus).

a. Prueba BactiCard para Candida.
1) Fundamento y descripcion

La enzima MUGAL tiene la capacidad de hidrolizar el sustrato 4-
metilumbeliferil- N-acetil-R-D-galactosaminida y producir la liberacion de 4-
metilumbeliferona que es una sustancia fluorescente capaz de ser detectada al
iluminarse con luz ultravioleta de 365 nm. La enzima PRO hidroliza al sustrato L-
prolina-R-naftilamida y reacciona con el Color Developer originando un color rojo. ®

El BactCard Candida test (Remel Laboratorios, Lenexa, KS) es una tarjeta
en la que estdn colocados dos circulos de prueba separados impregnados en
reactivos, uno para la deteccion de la actividad de Prolina amino-peptidasa
(PRO), el otro, para la de B-galactosaminiadasa (MUGAL). La prueba se realiza
simplemente mediante la rehidratacion de cada circulo de prueba del sistema con
un reactivo provisto del fabricante.

Mediante una varilla aplicadora, cada circulo de prueba luego es inoculado con
la porcién superior de una colonia bien aislada de la levadura a identificar y la
tarjeta incubada durante 5 minutos a temperatura ambiente.
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El circulo PRO esta impregnado de L-prolina-B-naftilamida; se desarrolla un
color rojo dentro de los 30 segundos después del agregado de un revelador de
color provisto por el fabricante, si la levadura posee actividad de Prolina
aminopeptidasa. En el circulo MUGAL, impregnado con 4- metilumbeliferil-N-
acetil-b-D-galactosamina, se desarrollara una fluorescencia azul brillante dentro
de los 30 segundos en el area de inoculacién después de que las levaduras
poseen B-galactosaminidasa liberan 4- metilumbeliferona. Aunque muchas
especies de levaduras pueden mostrar reactividad para una u otra de estas
sustancias, solo Candida albicans producird una reaccion positiva para ambas. La
prueba solo debe realizarse s6lo en colonias bien aisladas de un cultivo puro. Las
pruebas en aislamientos de menos de 18 horas de cultivo pueden dar falsas
reacciones negativas; las falsas positivas pueden ocurrir si los circulos de
reactivos se leen después de los 30 segundos de agregar los reactivos
reveladores de color. ;

\

Fig.4.6. Sistema BactiCard Candida (Remel). >®

Ademas de Bacticard Candida, existen otros sistemas comercializados que
detectan estas enzimas y cuyo procesamiento e interpretacion de resultados es
muy similar (Tabla 1).

Tabla 1. Sistemas enzimaticos comercializados para la identificacion
rapida de C. albicans utilizando sustratos cromogénicos?. °

Tiempo incubacién
Nombre comercial Sustrato (Temperatura)
Albicans-Sure (Clinical 4MU° N-acetil galactosaminida | 5 min (ambiente)
Standars Labs) P-dimetilcinnamaldehido
Albistrip (Lab M. Ltd) 4MU N-acetil galactosaminida 5 min (37 °C)
Prolina-p-nitroanilida
BactiCard Candida 4MU N-acetil galactosaminida 5 min (ambiente)
(Remel) P-dimetilcinnamaldehido
RaplD Albicans (Biolife) 4MU N-acetil galactosaminida 2h (37 °C)
P-dimetilcinnamaldehido
MUAG test” (Biolife) 4MU N-acetil galactosaminida 3 min (ambiente)

a: Detectan 3-galactosaminidasa y L prolina aminopeptidasa. Se necesita lampara de luz ultravioleta
b: Sélo detecta R-galactosaminidasa.
c: Metil Umbeliferil.
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2. Sistemas enziméaticos que utilizan un sustrato cromogénico

Estos sistemas utilizan sustratos cromogénicos para detectar las enzimas
MUGAL y PRO por lo que no requieren el uso de la lampara de luz ultravioleta.
Entre ellos destacan: Candida albicans Screen (Remel) Utiliza como sustratos p-
nitrofenil-N-3-acetil 3-D galactosaminida y p-dimetilcinnamaldehido. Requiere una
incubacién de 90 min a temperatura ambiente.

a. Murex C. albicans CA50
Utiliza como sustratos p-nitrofenil-N-3-acetil 3-D galactosaminida y p-
dimetilcinnamaldehido. Requiere una incubacién de 30 min a 37°C. >

b. Prueba Murex C.albicans.

Utiliza una combinacién de p-nitrofenil-N-acetil —beta —D-galactosaminida
(NGL) y L-prolina-beta-naftilamida (PRO) para identificar Candida albicans a partir
de medios de cultivo. Los dos reactivos estan impregnados en discos de papel
filtro desecados. La prueba se realiza por colocacién de un disco en un tubo
pequeiio provisto por el fabricante. EIl disco se rehidrata con una gota de agua
desmineralizada, luego de la cual una pasta visible de una colonia bien aislada de
la levadura a probar se fricciona sobre el disco. Se coloca la tapa en el tubo y se
incuba durante 30 minutos a 35°C.

Después de la incubacion, se le agrega al disco una gota de hidroxido de sodio al
0.3%. Si las levaduras poseen NGL, se desarrollara casi de inmediato un color
amarillo. Luego se le agrega el disco una gota del revelador del color provisto por
el fabricante. La presencia de actividad PRO se indica por la aparicién de un color
rojo dentro del minuto.

Si ambas pruebas son positivas, puede presumirse de C. albicans; si una o
ambas pruebas son negativas, deben realizarse otras para identificar la levadura
desconocida.

De la misma manera que con el procedimiento del tubo germinal tradicional, cada
una de estas pruebas son reactivo sustrato proporciona presunciones y sirven
s6lo como parte de un esquema global para realizar una identificacion definitiva
de las levaduras. *

D. Identificacion basada en métodos de asimilacién de nutrientes
1. SISTEMA Uni-Yeast-Tek

Este sistema consiste en una placa sellada con multiples compartimientos
gue contiene un medio con agar para la asimilacion de hidratos de carbono.
También tiene incorporado en una cubeta central agar harina de maiz-Tween 80
este Ultimo para determinar el crecimiento micelial y la produccién de
Clamidosporos. Se provee de agar urea, agar para la asimilacion diferencial de
nitrato y de manera adicional un caldo extracto de carne al 2.6 con 0.05% de
glucosa para realizar la prueba del tubo germinal.
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La concentracion de hidratos de carbono varia desde el 1 al 4% e incluye
sacarosa, lactosa, maltosa, celobiosa, almidén soluble, trehalosa y rafinosa.

Cada uno de los compartimientos se inocula a través de una entrada
pequefia sobre un lado de la cubeta con una gota de suspension en agua
destilada de la levadura a probar, tan turbia como el estandar 4 de la escala de
Mc Farland. El agar harina de maiz se inocula haciendo dos o tres surcos
paralelos con una aguja de inoculacion con una porcion pequefa de la colonia de
la levadura a probar. Un cubreobjeto nimero 1 esterilizado por flameado se
coloca sobre el area de inoculacion. La placa plastica se incuba durante 2 a 7 dias
a 30°C o 35°C. Los compartimientos de asimilacién de hidratos de carbono se
observan para detectar el cambio de color azul al amarillo (prueba positiva), el
medio del nitrato para analizar un cambio de color del azul al verde azulado
(reduccién de nitratos), y al agar harina de maiz se estudia a través del
microscopio para detectar la presencia de hifas y blastoconidias.

La evolucion de este producto ha demostrado que es satisfactorio para la
identificacion de las levaduras que se aislan con frecuencia. La mayor desventaja
del sistema es que se requiere de 7 dias para la identificacion completa de ciertas
levaduras. También tiene un indice de perfiles provisto por el fabricante, generado
por una base de datos por computadora. *°

Fig. 4.7. Sistema Uni-Yeast-Tek

2. AUXACOLOR SYSTEM (Sanofi Diagnostics Pasteur)

Consiste de microplacas de plastico que contiene 16 pozos que contienen
13 azlcares que permite identificar 26 especies diferentes de levaduras.

Los azucares deshidratados para asimilacion por el microorganismo en

prueba estan en presencia de una solucién basica y un indicador de pH purpura
de bromocresol.
Después de la inoculacion con la suspensiéon de levaduras, el desarrollo de los
pozos es indicado por turbidez y por cambio de color de azul a amarillo por el
acido que es producido. La tira también contiene pruebas para resistencia a
ciclohexamida y para la deteccion de actividad de fenoloxidasa de Criptococcus
neoformans. 2°
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a. Procedimiento

1) Realizar una suspension, equivalente a 1 McFarland con un cultivo joven
(24-48 h) de la levadura a identificar, en el vial con medio de suspensién facilitado
por el fabricante.

2) Inocular la galeria y cubrir con papel adhesivo.

3) Incubar a 30°C durante 24-48 h (prolongar hasta 72h si fuese necesario).

b. Interpretacion

El cambio de color (amarillo) se interpreta como crecimiento positivo para el
azucar en cuestion. Los 15 caracteres bioquimicos de la galeria se agrupan en
tripletes para obtener un cdédigo numérico. Para ello, se adjudica un valor de 1
para la posicién 12 del triplete, 2 para la 22 y 4 para la 32. La identificacion de la
levadura se consigue comparando el codigo numérico resultante con los
suministrados por el fabricante.

Fig..8 Sistema Auxocolor (Bio-Rad).

E. Identificacién rapida de levaduras mediante
pruebas bioquimicas y enziméaticas

1. SISTEMA RAPID PLUS PARA IDENTIFICACION DE LEVADURAS.
(INNOVATIVE DIAGNOSTIC SYSTEMSM NORCROSS, GA)

El RapID Yeast Plus System, comprende un panel de 18 cavidades para
reacciones, moldeadas en la periferia de una bandeja plastica descartable. ; Cada
cavidad contiene un sustrato convencional deshidratado o cromogénico que
detecta la asimilaciéon de carbohidratos, acidos organicos o aminoacidos, asi
como la hidrélisis de la urea y de acidos grasos. Permite identificar hasta 43
especies de levaduras. (s 3)

a. Procedimiento

Se coloca una suspension de las levaduras desconocidas a ser probadas,
con un liquido provisto por el fabricante, en la bandeja de inoculacion, que se
introduce en cada una de las cavidades inclinando y agitando el dispositivo para
lograr una distribucion pareja del in6culo.
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Después de incubar el panel a 30°C durante 48 horas, se leen directamente las
primeras seis cavidades que contienen hidratos de carbono en busca de un
cambio de color. Las cavidades 7-14 se leen después de adicionar un reactivo
“A” y las restantes luego de agregar un reactivo “B”.

Las reacciones se registran en un formulario de informe especial. De esto

deriva un cddigo de ocho digitos para la interpretacion de los resultados positivos
y negativos, que se compara con una serie de perfiles numéricos registrados en
un libro de compendios de codigos. Este sistema es facil de usar y ofrece un
método rapido y preciso para la identificacién de levaduras mas significativas en
la clinica.
El sistema esta ideado para la identificacién de aislamientos en cultivos puros, y
no puede utilizarse para la prueba directa de los materiales clinicos. Deben
seguirse las especificaciones del fabricante con exactitud para obtener resultados
6éptimos. **°
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Fig. 4.9 Sistema Rapid plus para identificacién de levaduras.
(Innovative diagnostic systems norcross) > ®

2. FONGISCREEN 4H

Fongiscreen 4H (Bio-Rad) es un sistema basado en el estudio del perfil
enzimatico de algunas levaduras, permitiendo identificar en 4 h C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis y C. neoformans. La utilizacién de sustratos deshidratados
por las enzimas flngicas se manifiesta por un cambio de color, ya sea
espontaneamente o después de afadir un reactivo revelador.

a. Procedimiento

1) Obtener una suspension de la levadura a identificar a partir de un cultivo joven
(24-48 h) en cualquiera de los medios habituales. La turbidez de la suspensién
debe ser equivalente a la del testigo suministrado por el fabricante,
aproximadamente 4 McFarland.

2) Inocular 3 gotas de la suspension anterior en cada uno de los 6 pocillos de la
microplaca y cubrir con el adhesivo suministrado por el fabricante.
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3) Incubar a 37°C durante 4 h.

b. Lectura e interpretacion

1) La lectura se lleva a cabo mediante la adicion de reactivos o por lectura directa.
2) Los resultados se interpretan comparando el perfil obtenido con los perfiles
especificos suministrados por el fabricante. °

Fig. 4.10 Sistema Fongiscreen (Bio-Rad).

F. Sistemas semiautomaticos
1. SISTEMA API 20C

La galeria APl 20 C AUX (bioMérieux) se compone de 20 cupulas con
sustratos deshidratados que no se degradan después de periodos prolongados de
almacenamiento, permiten realizar 19 pruebas de asimilacién. Las clpulas se
inoculan con un medio minimo semisolido y las levaduras solo se reproducen si
son capaces de utilizar el sustrato correspondiente.

La lectura de estas reacciones se hace por comparacion con un control de
crecimiento y la identificacion se obtiene, a partir de un cddigo numeérico,
mediante un catélogo analitico o un programa informatico. *°

a. Procedimiento

1) A partir de un cultivo joven de la levadura a identificar, realizar una
suspension en 2 ml de agua destilada estéril hasta obtener una turbidez igual a 2
de McFarland.

2) Transferir 100 ul (2 gotas) de esta suspension a una ampolla de C
Medium y homogeneizar evitando la formacién de burbujas.

3) Llenar las cupulas con la suspension anterior evitando la formacion de
burbujas y creando un nivel horizontal para generar resultados correctos.

4) Incubar a 30 °C durante 48-72 h.”

b. Lectura e interpretacion

Los microorganismos solo crecen en las cavidades en las que se utiliza el

hidrato de carbono especifico, dando un aspecto turbio en el medio sélido que es
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facil de notar contra las lineas negras impresas en la superficie plastica, detras de
las cavidades. *

Las reacciones se comparan con la primera cupula que carece de
carbohidratos. La lectura de las reacciones se convierte en un niamero de siete
digitos que corresponde al perfil del biotipo y la identificacion se realiza mediante
un registro de perfiles. La base de datos contiene al menos 42 especies. En
general, las levaduras pueden ser identificadas en 48 horas; sin embargo, el
Criptococcus y el Trichosporon pueden requerir hasta 72 h. *’

Es factible que sea necesario obtener cultivos de sitios multiples, en
particular de muestras de orina, para hacer el diagndéstico en casos sospechosos.
Las cavidades son faciles de inocular con la suspension de las levaduras a
probar. *

El sistema de identificacion de levaduras APl 20 C AUX, y todos los otros
productos disponibles en el comercio, recurren a las caracteristicas morfolégicas
microscopicas del crecimiento de levaduras, en agar harina de maiz con tween 80
al 1% y azul tripano, junto con los patrones de utilizacion de los sustratos. Esto es
util sobre todo cuando aparece mas de una posibilidad en una identificacién y las
caracteristicas morfolégicas microscopicas suelen utilizarse para distinguir entre
las posibilidades ofrecidas por el registro del perfil. Este sistema tiene la limitacion
de que no permite identificar las especies no habituales; sin embargo, la mayoria
de las observadas en el laboratorio clinico son identificadas con precision. *
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Figura 4.10 Sistema APl 20C AUX. La interpretacion se efectia observando la aparicion de
opacidad en las camaras que contienen hidratos de carbono como sustratos utilizados por la
levadura en estudio. Obsérvese en | fotografia que la segunda, la tercera y la sexta camara de
izquierda a derecha son opacas y virtualmente han obliterado las lineas rojas en el fondo, lo que
indica que el microorganismo puede utilizar glucosa, glicerol, y xilol respectivamente y producir un
crecimiento visible. (BloMerleux)
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2. ATB 32C (API BIOMERIUX OR INNOVATIVE DIAGNOSTIC SYSTEMS)

La galeria ID 32 C (bioMérieux) esta compuesta por diferentes pruebas de
asimilacion y por una base de datos especialmente adaptada. Permite identificar
63 especies diferentes de organismos levaduriformes o relacionados y puede ser
utilizada manualmente o bien de forma automatizada mediante los sistemas ATB
Expression 0 mini API.

La galeria se compone de 32 cUpulas: 29 contienen cada una un sustrato
carbonado deshidratado, una es el control negativo, otra detecta la sensibilidad a
la cicloheximida y la dltima es una prueba colorimétrica para la esculina. El
procedimiento para la inoculacién de la galeria, incubacién e interpretacion es
similar al descrito para el sistema APl 20 C AUX. La Unica diferencia es la
posibilidad de realizar la lectura de la galeria, de forma automatica, mediante el
sistema ATB Expression o mini API.%°

a. Procedimiento

1) Realizar una suspension de un cultivo joven de la levadura a identificar
en 2 ml de agua destilada estéril, hasta obtener una turbidez igual a 2 de
McFarland.

2) Transferir 250 ul (5 gotas) de esta suspension a una ampolla de C
Medium y homogeneizar.

3) Inoculacion manual: Dispensar 135 pl de la suspensién anterior en cada
cupula.

3bis. Inoculacion automatica: Colocar sobre el portagalerias del inoculador
ATB la galeria y la suspension en la ampolla de C Medium; el inoculador realizara
automaticamente la homogeneizacion de la ampolla y el llenado de las cupulas
(135 pl/capula).

4) Incubar a 30°C durante 24-48 h.

b. Lectura e interpretacion

1) Lectura visual: Observar el crecimiento de las levaduras en comparacion
con la cupula 0 (testigo negativo). Una cupula mas turbia que el testigo indica una
reaccion positiva que debe anotarse en la hoja de resultados. En esta ultima, los
tests estan separados en grupos de tres y se adjudica a cada uno en caso de
positividad un valor diferente, 1 para el primero, 2 para el segundo y 4 para el que
ocupa el tercer lugar; sumando cada triplete se obtiene un nimero de siete cifras
gue constituye el perfil numérico. La identificacion se obtiene con el programa de
identificacion

2) Lectura automética con ATB Expression o mini API: El lector busca en
cada cupula la presencia de crecimiento y transmite los datos al ordenador que,
una vez procesados, propone la identificacién de la especie.’
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3. PLACA BIOQUIMICA PARA LEVADURAS VITEK BIOMERIUX (YBC)

Las tarjetas Yeast Biochemical Card (YBC) del sistema Vitek permiten la
identificacion de organismos levaduriformes y afines de forma automatizada con
el sistema AutoMicrobic System. Por otra parte, el sistema Vitek consta de un
maédulo con camara de vacio para inoculacion de las tarjetas, un lector/incubador,
un sistema automatico de manipulacién de tarjetas, un fotometro para medir la
densidad éptica, un ordenador central y una impresora. El sistema  Vitek
permite identificar 36 especies diferentes de levaduras: 16 especies del género
Candida, 6 Cryptococcus, 3 Rhodotorula, 2 Trichosporon, 3 Geotrichum, 2
Prototheca, Hansenula anomala, Pichia ohmeri, Saccharomyces cerevisiae y
Yarrowia lipolytica.

El sistema para identificacion de levaduras VITEK (YBC) utiliza una placa
plastica descartable con pequefos orificios que contiene sustratos deshidratados
para probar 26 pruebas bioguimicas convencionales y 4 controles negativos.

a. Procedimiento

1) Realizar una suspension de un cultivo joven de la levadura a identificar
en un tubo con 1,8 mL de solucién salina estéril, hasta conseguir una turbidez 2
de McFarland.

2) Introducir la tarjeta y la suspensién de levaduras en el modulo de
llenado, para que la inoculacion de la tarjeta se realice de forma automética.

3) La placa inoculada después se coloca en una unidad incubadora de
lectura (30°C) ideada para detectar la turbidez en cada uno de los orificios cada
hora.

4) A las 24 h, la lectura de la turbidez de las celdillas se realiza
autométicamente y son transferidas electrénicamente a uno de los archivos de la
computadora.

b. Interpretacion

1) Una vez que el patron de las lecturas de turbidez se compara con los
perfiles de la base de datos, se imprime la identificacion del microorganismo.

2) Una identificacion aceptable es la que alcanza una confiabilidad 85%.
Las levaduras identificadas con menos del 85% de confiabilidad deben ser
evaluadas posteriormente valorando su morfologia y otras pruebas
suplementarias para lograr una identificacién aceptable.* %3

El YBC se compard con resultados desfavorables en la identificacion de
Candida tropicalis, C. kruseii, especies de Trichosporon, y criptococos no C.
neoformans.

Se recomienda la evaluacién de la morfologia de la colonia sobre el agar
harina de maiz o su equivalente como control de calidad en todos los aislamientos
identificados por los sistemas comerciales.™”

Con este sistema no es necesario identificar las levaduras productoras de
tubos germinales. 3
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G. Sistemas automaticos
1. SISTEMA Vitek 2

El sistema Vitek 2 (bioMérieux) es un sistema totalmente automéatico para
la deteccion del metabolismo fangico que puede identificar levaduras y
organismos afines en tan sélo 15h. Estd basado en tecnologia de fluorescencia y
se compone de las tarjetas de analisis con 63 pocillos, una consola satélite para la
recogida de informacion, un mddulo incubador, un mddulo principal donde se
procesa la informacion gracias a un software de andlisis y un sistema experto
avanzado.

El sistema Vitek 2 permite la identificacion de 51 especies diferentes,
incluida C. dubliniensis, vy, al igual que los sistemas semiautométicos, requiere
pruebas adicionales (fundamentalmente morfolégicas) en caso de baja
discriminacion.

a. Procedimiento

1. A partir de un cultivo joven de la levadura a estudiar, preparar una
suspension en solucion salina (0,45%), ajustandola a la escala 2 de McFarland.

2. La inoculacion de las tarjetas, el sellado y la incubacién (30 °C) se
realiza de forma totalmente automatizada.

3. Alas 15 h se realiza la lectura e interpretacion de los resultados, también
de forma automatica. °

2. Panel de identificacion Rapid Yeast (Dade Microscan)

Se basa en perfiles para enzimas especificas para muchas de las
levaduras encontradas con frecuencia en el laboratorio de microbiologia clinica.

Constituida de compuestos cromogénicos y pruebas convencionales
modificadas para la identificacion de levaduras y organismos semejantes a las
levaduras. La placa formada por 96 pozos, contiene 27 sustratos cromogénicos
deshidratados, que son designados para la identificacién de levaduras.? 3°

a. Procedimiento

1) A partir de un cultivo joven (18-24 h) en SDA, realizar una emulsion en 3
ml de agua destilada hasta conseguir la turbidez del Patrén MicroScan
(aproximadamente 7-8 de la escala de McFarland).

2) Anadir, de forma automatizada, 50 ul de la suspensién anterior a cada
uno de los pocillos que contienen sustratos y a los pocillos controles.

3) Cubrir el panel e incubarlo en atmésfera de CO2 a 35-37°C durante 4 h.
antes de que sean interpretadas las reacciones. *°

b. Lectura e interpretacion

1) Anadir los reactivos correspondientes a cada pocillo, incluyendo los
controles. ®
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2) Las lecturas cromogénicas pueden leerse manualmente o con el equipo
Autoscan. El perfil bioguimico se encuentra cuando los resultados son
transformados en un numero biotipo de 9 digitos, que es comparado con la base
de datos del instrumento Autoscan o manualmente. Cuando la probabilidad de
identificacidon no es suficiente para confirmar la identificaciéon es recomendable
suplementar las caracteristicas fenotipicas y morfolégicas.> **

3. Sistema Biolog YT MicroPlate

El sistema Biolog YT MicroPlate (Biolog) permite la identificacion de
organismos levaduriformes mediante 94 pruebas bioquimicas, llegando a
identificar hasta un total de 267 especies diferentes pertenecientes a 53 géneros. °

RESUMEN

Los hongos pueden ser agentes patdgenos directos sobre el ser humano,
son causantes de numerosas micosis con riesgo para la salud.

Los sistemas para la identificacion de hongos se basan en criterios
enzimaticos, inmunoldgicos y asimilacion de nutrientes.

Se tienen los sistemas al alcance en el laboratorio, pero no se debe pasar
por alto el examen directo ya que proporciona un diagndstico presuntivo inmediato
para el médico, ademas ayuda en la seleccion del medio de cultivo apropiado. Al
obtener una posible identificacion de un hongo patégeno (Mucormicosis) se debe
informar lo mas pronto posible al médico de manera que pueda instituir un
tratamiento antimicotico.
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V. PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD PARA LEVADURAS

Las infecciones fuangicas han incrementado durante las dos décadas
pasadas causando formidable morbilidad y mortalidad especialmente en
pacientes inmunocomprometidos, asi mismo como en pacientes con SIDA. La
frecuencia de infecciones flngicas nosocomiales también tiene incremento en
Pacientes con cancer, trasplante de 6rganos, con quemaduras y cirugias.

Durante mucho tiempo, por razones fundamentalmente técnicas, ha
existido gran incertidumbre sobre el valor del antifungigrama para determinar las
concentraciones inhibitorias de los antifingicos y, por tanto, para orientar el
tratamiento. En los Ultimos afios se ha progresado en la estandarizacién de las
pruebas de sensibilidad a los antifungicos lo que ha permitido obtener resultados
mas reproducibles y comparables entre laboratorios y secundariamente efectuar
estudios clinicos multicentricos que han facilitados la interpretacion de los
resultados in vitro en relacion con la eficacia del antifangico en el tratamiento.

Debido a las consecuencias de estas infecciones que llevan hasta la
muerte del paciente y reportes que se han llevado a cabo de la resistencia a los
medicamentos, las pruebas de susceptibilidad para levaduras patégenas son muy
importantes.

Sin embargo las pruebas de sensibilidad a los antifingicos aun tienen
algunos problemas metodoldgicos y limitaciones en cuanto a los puntos de corte
establecidos

A pesar de ello el antifungigrama es de gran utilidad al permitir confirmar la
sensibilidad esperada de los hongos aislados en clinica o poder detectar la
adquisicion de resistencias en el curso de tratamientos prolongados con algunos
antifingicos. *

A. FUNGI-TEST BioRad)

Método colorimétrico basado en el CLSI M-27-A. El sistema Fungitest
consiste en wuna galeria con pocillos que incorporan concentraciones
discriminantes para conocer la sensibilidad a anfotericina B, fluconazol,
itraconazol, ketoconazol 5-fluorocitosina y miconazol. Los pocillos se inoculan con
suspensiones de 103 UFC/ml. EI método utiliza RPMI 1640 como medio de cultivo
pero la determinacién de la sensibilidad, el método es cualitativo no cuantitativo.
Cada placa tiene 2 concentraciones diferentes en pocillos individuales. Para la
anfotericina B se emplean 2 y 8 pg/ml; para 5-fluorocitosina 2 y 32 pg/ml; para
fluconazol 8 y 64 ug/ml; 0,5 y 4 para itraconazol y ketoconazol; 0,5 y 8 pg/ml para
miconazol.

Los pozos también contienen un indicador del redox para mejorar la
legibilidad de punto final por un cambio del color de azul a rosa. Los Resultados
se expresan categorizando la sensibilidad de las cepas en sensibles, intermedias
o resistentes. %3
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FUNGITEST
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Fig. 5.1 a) Sistema Fungitest. b) Prueba realizada a Candida kruseii 2

B. E-Test (AB Biodisk)
1. DESCRIPCION

Etest para pruebas de susceptibilidad de C. albicans, Candida sp. y
Criptococcus neoformans. Etest Combina los conceptos de difusion en agar y
dilucién. Este es un método de difusion de agar que usa una tira con un gradiente
de concentraciéon predefinido del agente antimicrobial a probar. Este gradiente
permite la determinacion de la MIC. Se han usado Etest extensivamente para
ensayos de susceptibilidad de bacterias y también estan disponibles para agentes
anti fangicos, incluso Amfotericina B (el rango 0.002-32 mg/ml), Ketoconazol (el
rango 0.002-32 mg/ml), Itraconazol (el rango 0.002-32 mg/ml), Fluconazol (el
rango 0.016-256 mg/ml), Voriconazol (el rango 0.002-32 pg/ml) y 5-Fluorocytosine
(el rango 0.002-32 mg/ml) (fig. 3). Las dos dificultades con Etest contra los hongos
siempre han sido el medio para usar y la interpretacion del punto final. Si persiste
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el problema se recomienda modificar el agar RPMI-1640 complementado con
0.2% glucosa como lo indica el estandar de la CLSI. Pueden probarse los
antifangicos individuales y hay correlaciéon razonable con la norma de CLSI. La
lectura del punto final solo se dificulta con el 20% de las levaduras.? *

2. METODO

- Inoculacion y preparacion:

Candida sp: Suspender bien colonias aisladas (en agar Dextrosa
Sabouraud de 24 horas) en 0.85% NaCl para obtener una turbidez de 0.5
McFarland.

Criptococcus neoformans: Usar colonias de 48-72 horas de aislamiento y
obtener una turbidez de 1 McFarland.

Sumergir un algodén estéril (no girar demasiado fuerte) dentro de la
suspension del inoculo y presionar por el exceso de fluido. O dispensar
aproximadamente 200pl por el centro de una placa de 90mm o aproximadamente
400ul para una placa de 150mm.

Limpiar cuidadosamente en tres direcciones para obtener un desarrollo
uniforme completamente sobre la superficie del el agar. Permitir que la humedad
lo absorba por lo menos 15 minutos.

Con un aplicador de Etest 0 una pinza estéril, coloque las tiras de Etest en
la placa de agar inoculada seca, orientadas como se muestra en la Figura 5.2.
Asegurese de que los valores impresos en la tira de la CIM estén colocados hacia
arriba [la superficie del reverso de la tira que contiene el gradiente de
antimicrobiano debe estar en contacto con el agar].

Una vez colocadas, no mueva las tiras de gradiente antimicrobiano. Usar una
plantilla para colocar 5 tiras sobre una placa de 150mm o 1-2 tiras sobre una
placa de 90mm.

- Incubacién:

Criptococcus neoformans y Candida sp: A 35°C en una incubadora humeda
hasta que el crecimiento se vea claramente después de 24 a 48 horas.

- Observaciones importantes:

Sacar las placas humedas antes de la inoculacién.

Asegurese gque la superficie del agar inoculado este completamente seco
antes de aplicar las tiras.

No mueva las tiras una vez aplicadas.

- Lectura

Cuando el desarrollo es claramente observado después de incubarse una
noche o mas tiempo. La CMI viene determinada por la interseccion entre la linea
de divisién del hongo vy la tira de épsilon test.* °
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Fig. 5.2. Se puede colocar hasta dos tiras de Etest en una placa de
100nm o hasta cinco tiras de Etest en una placa de 150nm. ®’
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Fig. 5.3 Itraconazol: Punto
final se observa claro. MIC
0.125ug /ml.

C. Sensititre Yeastone

El sistema Sensititre Yeast One se basa en una técnica de microdilucion en
medio liquido RPMI 1640 con glucosa que contiene un indicador de pH (azul
Alamar) que permite determinar la sensibilidad in vitro de forma cuantitativa y por
medio de un cambio colorimétrico a cinco antifingicos (anfotericina B, fluconazol,
itraconazol, ketoconazol y 5-fluorocitosina). Es un método poco laborioso,
estandarizado con un gran paralelismo con respecto al método descrito en el
documento M27-A de la CLSI en referencia a una gran mayoria de variables
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experimentales. En la practica, puede ser utilizado para la determinacién de la
sensibilidad tanto de levaduras como de hongos filamentosos. No obstante para
estos ultimos, tanto por las sustancias incluidas como por la utilidad critica de los
resultados propia de este tipo de hongos, hace poco util su uso de forma rutinaria
e indiscriminada. La laboriosa preparaciéon de las diluciones de los farmacos y del
inoculo caracteristicas del método de referencia M27-A para levaduras y M38-P
para hongos filamentosos, esta automatizada en Sensititre Yeast One, por lo que
se eliminan algunas limitaciones técnicas. Las distintas concentraciones de
antifangico (diluciones dobles seriadas) usadas en la placa de forma individual
para un solo aislamiento, vienen ya preparadas en la placa de forma
deshidratada.

Una de las caracteristicas mas importantes de Sensititre Yeast One radica

en la posibilidad de incorporar nuevos antifungicos, a diferencia de otros sistemas
mucho mas rigidos, en la medida que sustancias como voriconazol, posaconazol,
ravuconazol o caspofungina entre otros, vayan siendo introducidos en la clinica.
La adicion posterior del medio de cultivo en el que ya figura la suspension de
in6culo, permite la disolucibn de la concentracion final de antifungico
correspondiente y del indicador de pH.
El in6culo se ajusta turbidimétricamente y el tamafio empleado del mismo coincide
con el del documento M27-A (Tabla 1). La lectura de los resultados, es decir la
determinacion de las CMils, se realiza observando la variacion de color del azul de
Alamar que esta asociado al desarrollo del inéculo, permite la determinacion de
manera mas clara de los puntos de corte, en comparaciéon con la turbidimétrica.
Ello reduce la influencia del efecto de arrastre caracteristico de los antifingicos
azollicos en los métodos de dilucién sobre la interpretacidon de los resultados. Las
concentraciones de antifungico también coinciden con las utilizadas con el método
de referencia y los puntos de corte para anfotericina B, fluconazol y 5-
fluorocitosina son también los mismos, aunque en este caso €S0S MiSmMOos
criterios se generalizan para otros géneros de levaduras y de distintas
procedencias.

La utilizacién del medio de cultivo RPMI 1640 tamponado con MOPS (pH
7), es un punto en comun con el método de referencia, aunque la adicion de
glucosa en Sensititre Yeast One constituye una diferencia que facilita un menor
tiempo de incubacion y también la lectura. Sin embargo, la adicién de glucosa al
medio de cultivo, no parece ser adecuada para poner en evidencia las
resistencias in vitro a la anfotericina B. No obstante, la aparicion de resistencias
clinicas a anfotericina B es tradicionalmente baja en levaduras y su observacion in
vitro debe poder estar asociada a un fracaso terapéutico para considerarse como
una resistencia real, por lo que la modificacion del medio de cultivo no puede
suponer mas ventajas que problemas. En esta linea, existen alternativas como la
del Antibiotic Medium 3 que permite discriminar las resistencias que son obtenidas
en medio RPMI 1640, siendo ésta otra de modificaciones hechas al documento
M27-A que tiene una utilidad totalmente establecida.

Segun los datos obtenidos Sensititre Yeast One se pudo clasificar como
resistentes a un 93% de cepas de C. albicans y al 100% de C. glabrata para
fluconazol y el 50% y 90% respectivamente para itraconazol. **°
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Fig. 5.13 SENSITITRE YeastOne
Prueba de Dilucion en Microcaldo CMI Candida albicans.?

D. ASTY colorimetric panel

ASTY colorimetric panel es un sistema de determinacion de la sensibilidad
en tiras de pocillos que contienen previamente deshidratadas las concentraciones
de antifingico a ensayar. Cuatro son los antifingicos de trabajo (anfotericina B, 5-
fluorocitosina, fluconazol e itraconazol), en rangos de concentracion similares a
los utilizados en el método de microdilucion del CLSI de referencia.

De este modo, ambos métodos son igualmente paralelos en cuanto a
ejecucion y Unicamente la presencia de un indicador colorimétrico de pH
constituye una diferencia. Este indicador de color permite determinar las
concentraciones minimas inhibitorias de los antifungicos cuando se produce el
viraje de color de azul, sin crecimiento a parpura con inhibicion del crecimiento y
rojo cuando se ha desarrollado el in6culo. El sistema permite la incorporacion de
los nuevos antifingicos en la medida que estos estén disponibles.

En la valoracion del método con cepas de coleccién de control de calidad
del CLSI, se obtuvo una excelente correlacion con respecto al método de
referencia. Los valores dependieron del antifingico y Unicamente para itraconazol
los resultados fueron una dilucion mayor con respecto al método de referencia,
siendo la correlacion entre ambos del 95% para la C. parapsilosis ATCC 22019 y
del 100% para la C. kruseii ATCC 6258. La reproducibilidad del método estudiada
con cepas de referencia dependié del periodo de incubacién oscilando entre el
77% y el 99% de las CMI leidas a 24 h que estaban dentro del rango de tres CMI.
Ese porcentaje pasaba al 83%-100% a las 48 h de incubacion en cada cepa
estudiada. Para las cepas de origen clinico evaluadas, la comparacion entre el
sistema ASTY y el de referencia para los cuatro antifungicos fue del 93% con
CMis de ASTY a 24 hy del 96% con CMIs de ASTY a 48 h (Tabla 2). Al igual que
con las cepas de referencia la valoracion del método depende del antifingico
empleado y el periodo de incubacion siendo mejor a las 48 h. Al igual que en
resto de métodos comercializados, la concordancia también parece depender del
género y de la especie de levadura. En todos los casos las discrepancias se
atribuyeron a la presencia de bajas CMI o fuera del rango inferior de
concentracién de antiflingico obtenida mediante el sistema ASTY.?>
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Tabla 1. Comparacion de as distintas variables experimentales utilizadas en los distintos métodos colorimétricos para |a determinacion de la sensibilidad a los
antifingicos y el métodos de referencia M27-A del National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS).

NCCLS M27-A Senstitre® Yeast One FUNGITEST® ASTY®

Antifingicos Abierto AMB, FLZ ITZ, KTZ,5FC ~ AMB,FLZ, ITZ KTZ, AMB, 5FC, FLZ, ITZ
Abierto SFC,MCZ Abierta

Rango de concentraciones Referencia NCCLS M27-A Dos concentraciones NCCLS M27-A
Medio Cuttivo RPMI 1640 RPMI 1640 glucosade (2%)  RPMI 1640 RPMI 1640
pH MOPS 7 MOPS {7 MOPS /7 MOPS 17
Ineulo (UFCImi) 5x1042,5x10° 1,5-8x10* 10° 5x10-2,5x10°
Temperatura 3E°C 35°C 37°C B°C
Incubacion 2448 h 2448h 24-48h 2448 h
Lectura Visual Turbidimetrica Visual Colorimeétrica Visual Colorimétrica Visual Colorimeétrica
Interpretacion Referencia NCCLS M27-A Propia NCCLS M27-A
Automatizacign Mo/ Posible Siembra No Posible

AME = anfotenicina B; FLZ = fuconazol, T2 - firacanazol; KT2 = ketoconazal, SFC = Siuomokosing; MCZ = miconazol.
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Tabla 2. Resultados comparativos (porcentajes de acuerdo) de la concordancia entre los distintos métedos comercializados para el estudio de la sensibilidad a
los antifingicos y el método de referencia M27-A del National Commitiee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS), publicados por distintos autores para dife-
rentes géneros y especies de levaduras.

Sensititre Yeast One [40] Fungitest [27] ASTY [26]

Organismo Anftifingico 24h 48h 24h 48 h 24h 48 h
Candida slbicans AMB

97 97 100 nd 99 99

5FC 87 56 98 nd 92 98

ITZ 89 54 98 nd a1 96

FLZ 87 60 94 nd a5 83

KTZ 90 56 88 nd nd nd

Candida glabraia AMB B5-97 92-99 100 nd a8 100

SFC 92-99 73100 100 nd a5 99

ITZ 93-100 66-97 36 nd a3 98

FLZ 95-98 73-99 38 nd 96 100

KTZ 93-100 66-97 44 nd nd nd

Candida krusei AMB B85-97 92-99 100 nd 83 100

5FC 92-99 73-100 80 nd 48 100

ITZ 93-100 66-97 70 nd a1 100

FLZ 95-98 73-99 75 nd 85 100

KTZ 93-100 66-97 75 nd nd nd

Candida parapsilosis AMB B5-97 92-99 100 nd 89 100

5FC 92-99 72-100 100 nd a9 99

ITZ 93-100 66-97 100 nd 81 98

FLZ 95-98 73-99 100 nd a9 100

KTZ 93-100 66-97 100 nd nd nd

Candida tropicalis AMB B5-97 9299 100 nd 100 97

S5FC 92-99 72-100 100 nd a2 99

ITZ 93-100 66-97 73 nd a0 67

FLZ 95-98 73-99 90 nd 94 70

KTZ 93-100 66-97 75 nd nd nd

Cryptococcus neoformans AMB nd 76 100 nd nd nd

JFC nd 96 100 nd nd nd

ITZ nd 96 100 nd nd nd

FLZ nd 98 70 nd nd nd

KTZ nd 90 95 nd nd nd

Global AMB nd 90-99 100 nd 96 99

5FC nd nd 95 nd a0 99

ITZ nd nd 83 nd a0 92

FLZ nd nd 76 nd 94 93

KTZ nd nd T nd nd nd

AMB = anfoteficing B; FLZ = flucanazot; T2 = lraconazal; KT2Z = kelocanaznl, SFC = S-luoracitosina; MCZ = miconazol.
nd = no determinada.

RESUMEN

Las pruebas de sensibilidad de antifungicos tiene la finalidad de determinar
gue tan resistente es el hongo a determinado antifingico, guiar al médico para
gue prescriba un tratamiento adecuado y evitar que las enfermedades infecciosas
generen resistencia.

Los sistemas utilizados para la determinacion de sensibilidad de
antifingicos se basan en la colorimetria con indicador de pH, turbidimetria y
respecto al gradiente de concentracion. Si la determinacion de la sensibilidad es
cualitativa se interpreta como sensible, intermedio y resistente, cuando el método
es cuantitativo se determina la concentracion minima inhibitoria que significa que
es la minima concentracién de antifungicos que inhibe el desarrollo microbiano.

Las pruebas requieren de una estandarizacién del medio de cultivo, del
inoculo bacteriano, de la temperatura, el tiempo de incubacion y la interpretacion
de resultados para obtener resultados precisos y confiables.
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AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA

VI. SISTEMAS AUTOMATIZADOS PARA IDENTIFICACION DE
MICOBACTERIAS

En la actualidad se dispone de tres sistemas de micobacterias
semiautomatizados y automatizados: el sistema radiométrico BACTEC aceptado y
probado por el tiempo, el recientemente introducido sistema no radiométrico
MBBact (Organon Teknica Dirham) y el sistema ESP Myco (Disco Laboratorios,
Detroit, Michiogan). Dos alternativas posibles para los laboratorios sin sistemas
automatizados son el método manual Septi-Chek System (BBL) y el sistema
MGIT (Becton Dickinson). !

A. Sistema BACTEC 460(Becton Dickinson Diagnostic Systems)

Sistema de deteccion y pruebas de sensibilidad de micobacterias. El
sistema BACTEC 460TB fue el primer sistema automatizado para pruebas de
micobacterias.

El BACTEC 460TB provee al laboratorio la deteccién, diferenciacion y
comprobacién de susceptibilidad a las cinco drogas primarias preescritas para
tratar la tuberculosis: isoniacida, rifampina, estreptomicina, ethambutol y PZA. El
sistema puede ser usado con cualquiera de los dos medios 12B suplementado
con PANTA o los medios de 13A Unicamente para sangre. Los medios son
incubados a 37°C y es probado en el instrumento periédicamente durante el
periodo de incubacién de 6 semanas. 2

1. FUNDAMENTO

Semiautomatizado y radiométrico. Utiliza un medio de cultivo que contiene
acido palmitico con *C marcado. Si se encuentran en el caldo, las micobacterias
metabolizan los sustratos marcados con *Cy liberan CO,con marca radiactiva a
la atmosfera, que se acumula por encima del caldo en la botella. Se determina el
desarrollo a través de la cantidad de di6xido de carbono (CO,) marcado con **C
liberado. El instrumento retira esta atmosfera, que contiene CO, y mide la
cantidad de radiactividad, denominado indice de crecimiento, superior o igual que
10.; Para cada farmaco estudiado se siembra un inoculo estandarizado en un
tubo que contiene el farmaco y en otro libre del él. Luego se compara la velocidad
y la cantidad de CO, producido en ausencia del farmaco y en presencia de él.*

2. DESCRIPCION

Los componentes del sistema automatizado BACTEC 460 incluyen un
contador de centelleo, un conjunto de agujas de aspiracion y un riel mévil en el
gue pueden colocarse hasta 60 botellas de cultivo. El riel es alineado de modo
gue cada botella de cultivo pasa por turno bajo el conjunto de agujas de
aspiracién a una velocidad de aproximadamente una cada 80 segundos. Cuando
la botella problema estd justo debajo del conjunto de agujas, la aguja es
introducida a través del tapon de goma en el espacio de la cabeza. Se aspira una
muestra del gas de la cabeza y se libera a la camara del contador del centello.
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El gas de la cabeza es reemplazado con un bolo fresco de CO, al 10%
inmediatamente después que la muestra es aspirada. El instrumento esta
equipado con una campana que proporciona aire filtrado por filtros HEPA bajo
presion negativa en el area de prueba y una fuente de luz UV como
caracteristicas de seguridad adicionales. La aguja es esterilizada por calor
electrotérmico durante el intervalo previo a que se tome la muestra de la proxima
botella.

La botella del caldo de cultivo BACTEC 12B es la clave para la operacion.
Consiste en un frasco ampolla de vidrio de 20mL con un cuello corto, la boca del
cual se sella con un fino tapén de goma. Contiene 4mL de medio de cultivo liquido
gue consiste en un base de Middlebrook 7H9, BSA, hidrolizado de caseina,
catalasa y estearato de polixiieno como enriquecedores del crecimiento,
pequefias cantidades de una mezcla antimicrobiana de poliximina B, anfoteracina
B, acido nalidixico, trimetoprima y azlocilina para evitar el crecimiento de
contaminantes y acido palmitico marcador con **C como detector del crecimiento.

El frasco ampolla se inocula con 0.5ml de la muestra procesada y se coloca
en una estufa a 35°C. Si hay micobacterias en el inéculo se libera CO; en el
espacio de la cabeza y la cantidad de éste refleja directo la cantidad de
crecimiento en el frasco ampolla. Se utiliza un sistema detector de radiactividad
muy sensible debido a que el metabolismo muy lento de las micobacterias
produce solo cantidades minimas de CO, Cuando ha pasado un periodo
designado de tiempo de incubacion, en general de unos 3 dias, los frascos
ampolla se colocan sobre el riel del instrumento BACTEC 460 separado para
lecturas. La cantidad de radiactividad se mide en el gas aspirado de la cabeza, el
cual es traducido a un valor numérico denominado indice de crecimiento (IC).

Un indice de crecimiento mayor de 10 se considera positivo; no obstante, deben
de realizarse coloraciones para acidorresistentes de una pequefa alicuota del
caldo, ya que otras bacterias pueden vencer la actividad la inhibicion antibidtica.

El tiempo de deteccion para M. tuberculosis promedia de 9 a 14 dias;
puede ser de menos de 7 dias para algunas cepas de micobacterias diferentes de
M. tuberculosis.

Las desventajas del sistema incluyen el costo de los instrumentos, la
imposibilidad de observar la morfologia de las colonias y detectar cultivos mixtos,
el sobrecrecimiento por contaminantes, la necesidad de desechar materiales
radiactivos y el uso de muchas agujas. Se ha comunicado casos de infecciones
seudomicobacterianas cuando la aguja es esterilizada incompletamente después
de la aspiracion de un frasco ampolla con un alta concentracion de
microorganismos. Las muestras procesadas con otros reactivos distintos del
NALC-NaOH (como cloruro de benzalconio o el Zephiran-fosfato trisédico) no se
pueden emplear con el sistema BACTEC debido a que las cantidades residuales
en el caldo inhiben potencialmente el desarrollo de las micobacterias.

Los estudios iniciales de la sensibilidad de este sistema en cuanto al
monitoreo del crecimiento de micobacterias mostraron que se podia detectar un
inéculo de 12 a 13 dias, mientras que si se esperan 14 a 17 dias, se puede
detectar cantidades tan pequefias como 20 bacilo viables.

97



AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA

Una ventaja adicional del sistema BACTEC es la capacidad de realizar
estudios rapidos de susceptibilidad a las drogas antimicobacterianas.

El instrumento BACTEC también se puede utilizar para diferenciar M.
tuberculosis y M. bovis de las micobacterias no tuberculosas mediante el empleo
de frascos ampolla de cultivo de sangre con p-nitro-acetilamino
hidroxipropiofenona (NAP). M. tuberculosis y M. bovis no pueden desarrollar en
medios de cultivos de sangre con NAP vy, por lo tanto, no pueden producir un IC
positivo después de varios dias de incubacién. *

Fig. 6.1 Sistema Bactec 460 (Becton Dickinson Diagnostic Systems). 2

B. Sistema de deteccidon de micobacterias MB/Bact.
(Organon Teknika).

El MB/Bact es un sistema automatizado para detectar micobacterias,
similar en disefio al sistema para cultivo de sangre BacT/Alert. Las botellas para
procesamiento -MB/Bact Process Bottlees contienen 10mL de caldo Middlebrook
7H9 enriquecido en una atmoésfera de CO,, nitrdgeno y oxigeno bajo vacio. Por
esta razon, esta botella proporciona las condiciones nutritivas y ambientales
adecuadas para recuperar las especies de Micobacterium encontradas con mas
frecuencia en las muestras clinicas distintas a la sangre.

Se agrega medio mililitro del suplemento antibidtico reconstituido para
micobacterias (MAS) que contienen anfotericina B, azlocilina, acido nalidixico,
polimixina B, trimetoprima y factores de crecimiento patentados a cada botella
justo antes de usarlas para aumentar el desarrollo de especies de Micobacterium
y reducir el de las bacterias contaminantes que pueden sobrevivir al
procedimiento de descontaminacién y concentracién. El fondo de cada botella de
caldo esta cubierto con un sensor permeable al gas que cambia de verde oscuro
a amarillo brillante cuando se produce CO; en el caldo por el metabolismo de las
micobacterias. Las botellas se colocan paradas dentro de los orificios individuales
en la camara incubadora, y se utiliza luz reflejada para monitorear continuamente
la produccién de CO, generada por las bacterias.

A pesar de los ensayos de campo multicéntricos patrocinados por los
fabricantes indican que el sistema MB/Bact recupera un porcentaje mas alto de
micobacterias con menos tiempo de la deteccién en comparacion con los métodos
convencionales, y de que es muy ventajosos cuando se le comparo con el
sistema BACTEC 460TB, se debe determinar el rendimiento global cuando se
utiiza en un ambito clinico. La deteccion colorimétrica, no radiométrica, del
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crecimiento micobacteriano, que elimina la necesidad del manejo y descarte del
radiois6topo, es una ventaja clara. *
C. Sistema ESP Myco

1. FUNDAMENTO

Sistema con control continuo, totalmente automatizado. Se cultivan los
microorganismos en caldo Middlebrook 7H9 modificado con enriquecimiento y una
esponja de celulosa para incrementar la superficie de cultivo. El instrumento
detecta el crecimiento por medio del control de la variacibn de presion,
consecuencia del consumo de O, o por la produccion de gas por los
microorganismos que crecen. *

2. DESCRIPCION

El ESP MYCO Cultura System es una adaptacion del ESP Blood Culture
System. Cada botella de cultivo, cuando se coloca en una gaveta especial en el
moédulo de la estufa, es unida a un sensor, que consiste en una caja plastica, una
aguja suspendida y una membrana hidrofébica. Asi cada botella es
continuamente monitoreada para evaluar cualquier cambio en la presion de gas
debido a la actividad metabdlica de los microorganismos en la botella de cultivo.
Los cambios de presion significativos pueden ser identificados tempranamente a
partir del consumo de oxigeno, o, mas tarde, con la produccion de gases del
metabolismo de los microorganismos.

Cada botella contiene medio modificado de Middlebrook 7H9, Casitone,
glicerol y esponjas de celulosa. Las esponjas proporcionan una plataforma de
crecimiento para las micobacterias, ya que simulan los alvéolos de los pulmones.
Inmediatamente antes de la inoculacion de la muestra, cada botella es
suplementada con una mezcla antibitica (PVNA) que contiene polimixina B,
anfotericina B, vancomicina, acido nalidixico.

Los ensayos de campo patrocinados por los fabricantes indican que el
porcentaje total de cultivos positivos detectados por el ESP MYCO System se
comparo favorablemente con el sistema BACTEC 460. Se debe descartar que las
muestras provenientes de pacientes que recibieron tratamiento antituberculoso a
veces no eran positivas en ninguno de los sistemas que utilizan medios liquidos,
lo que indica la necesidad de inocular medios de cultivo sélidos en paralelo con
las botellas del caldo. Los resultados de estos estudios indican ademas que el
sistema ESP MYCO detecto cultivos positivos con anterioridad con una frecuencia
tres veces mayor que el sistema BACTEC 460 y mas de 7 dias antes de alrededor
de la mitad de los cultivos, basado probablemente en la sefial temprana derivada
durante la fase del consumo de oxigeno en el ciclo de crecimiento. Aunque los
resultados de este ensayo de campo son impresionantes, el rendimiento global en
el ambito clinico aun so se ha determinado. EI método de deteccion no
radiométrico utilizado también excluye la necesidad de manipular y descartar
materiales radiactivos. *

99



AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA

D. Sistema SEPTI-CHECK AFB
1. FUNDAMENTO

Sistema de cultivo bifasico compuesto por un caldo Middlebrook 7H9
modificado con una paleta de tres caras que contiene agares soélidos chocolate, a
base de huevo y 7H11 modificado. Se invierte la botella a intervalos regulares
para inocular el medio sdlido. Se detecta el crecimiento mediante la observacion
de la paleta de tres caras. **

2. DESCRIPCION

Este sistema constituye en una botella tapada que contiene 20mL de caldo
Middlebrook modificado bajo CO; al 20%. Una segunda componente en un tubo
plastico, tapado en un extremo con una tapa a rosca removible, dentro del cual
esta incluida una paleta de dos caras, en cuyas dos superficies esta embebido el
medio solido. Una superficie de la paleta esta cubierta con agar Middlebrook 7H11
no selectivo; el lado opuesto esta dividido en dos secciones, uno contiene medio
LJ modificado y la otra agar chocolate para detectar el crecimiento de bacterias
contaminantes.

El sistema se procesa mediante extraccién de la tapa de la botella que
contiene el medio de cultivo, al cual se le agrega 1mL de un suplemento
reconstituido, también provisto por el fabricante, compuesto de glucosa glicerina,
acido oleico, piridoxina, HCI, catalasa, albumina, azlocilina, acido nalidixico,
trimetoprima, polimixina B y anfotericina B. El caldo suplementado se inocula
luego con 0.5mL de una muestra tratada con NALC-NaOH. Se retira la tapa rosca
de la parte superior de la paleta y se asegura el conjunto a la botella de caldo de
cultivo. Los medios de cultivo solidos sobre la paleta son inoculados invirtiendo el
conjunto, para permitir que la mezcla del caldo del cultivo bafie toda la superficie
del agar. El sistema es colocado luego en una estufa a 35°C en posicion vertical.
Las superficies del agar y los medios de cultivo se examinan cada tres dias para
ver la aparicion del desarrollo, después de lo cual, si es negativo, el conjunto se
invierte de nuevo para reinocular el medio con agar. Si se observa crecimiento,
deben realizarse frotis para acidorresistentes a partir de las colonias aisladas que
desarrollan sobre la superficie del agar.**

Figura 6.2 Frascos para hemocultivo bifasico Becton Dickinson SEPTI-CHECK AFB. La botella
de abajo que contiene el medio de cultivo, se siembra con sangre y el componente superior, que
contiene tiras de agar, se agrega en el laboratorio. Para sembrar el agar se invierte el frasco para
permitir que el medio con sangre fluya por encima del agar.”
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E. Tubo indicador de crecimiento de bacterias
1. FUNDAMENTO

El tubo de -cultivo contiene caldo Middlebrook 7H9 y un material
fluorescente inmerso en un sensor de silicona. Se detecta el crecimiento
visualmente con luz ultravioleta. El oxigeno (O;) disminuye la emision fluorescente
del sensor; en consecuencia, se detecta el consumo de O, por los
microorganismos presentes en el medio como aumento de la fluorescencia. **

2. DESCRIPCION

El sistema Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) consiste en un tubo
de vidrio con fondo redondo de 16x100 mm que contiene 4mL de base de caldo
7H11 modificado, al cual se le ha agregado 0.5mL de OADC como
enriguecimiento (acido oleico, albumina, bovina, dextrosa y catalasa) y 0.1mL de
la mezcla antibiética PANTA (polimixina B, anfotericina B, &cido nalidixico,
trimetoprima, azlocilina). La mezcla antibiética obviamente inhibe el desarrollo de
bacterias contaminantes; el suplemento OADC proporciona &cido oleico, un
importante estimulante metabdlico para las micobacterias; albumina, para unirse a
los acidos grasos libres toxicos, dextrosa como fuente de energia; y catalasa para
destruir los peréxidos toxicos que pueden estar presentes en el medio. Un
compuesto fluorescente es embebido en siliconas en el fondo del tubo. Este
compuesto es sensible al oxigeno disuelto en el medio; es decir, la presencia de
oxigeno en el medio no inoculado sirve para extinguir la emision de la luz
fluorescente. Como el crecimiento bacteriano activo consume el oxigeno disuelto,
la fluorescencia es desenmascarada y puede ser detectada observando el tubo
bajo una luz de longitud de onda ultravioleta (laAmpara de Wood). También se
puede observar el crecimiento observando una turbidez no homogénea o
pequefios granulos o copos en el medio de cultivo.

Para realizar la prueba, los 0.1mL de PANTA y los 0.5mL de la mezcla
OADC se agregan asépticamente al tubo, y se reconstituye el medio liofilizado.
Esto es seguido por 0.5mL de muestra o un concentrado de ella; si se agrega mas
de 0.5mL de muestra puede afectar adversamente el rendimiento del tubo. Se
coloca la tapa, se mezclan los ingredientes por inversion del tubo varias veces y
se coloca el tubo en una estufa a 37°C. Los tubos se leen dia por medio, a partir
del dia 2, con lampara de Wood, colocando el tubo con la mezcla que se va a
probar entre un control positivo (solucion de sulfito de sodio) y uno negativo (tubo
MGIT sin inocular). Se deben utilizar anteojos protectores de luz UV para observar
el color naranja brillante en el fondo de los tubos positivos, con una reflexion
naranja observada también en el menisco. Los tubos positivos se tifien con para
acidorresistentes, de preferencia con la técnica Ziehl-Neelsen. Los tubos
negativos se colocan nuevamente en la estufa y se observan a intervalos
regulares hasta las seis semanas.
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Todas las reacciones positivas deben ser confirmadas por una coloracion
para acidorresistentes debido a que en ocasiones pueden desarrollar otras
bacterias que consumen oxigeno a pesar de la mezcla antibiética PANTA.

Una desventaja importante es el alto costo de cada tubo (unos 8 dolares
por unidad); sin embargo, esto es compensado en algun grado, ya que la
fluorescencia se observa visualmente y no requiere equipos elaborados o
costosos). *

F. Sistema BD BACTEC™ MGIT™ 960

El sistema de BACTEC MGIT 960 es no radiométrico. El sistema utiliza
caldo de Middlebrook 7H9 (7mL en tubo de plastico) y detecta el crecimiento a
gr?vés del control del consumo de oxigeno mediante un sensor de fluorescencia.®

Se ha utilizado para pruebas de sensibilidad in vitro para M. tuberculosis.

BD BACTEC MGIT 960 sistema innovador, ahora caracterizando por los
tubos plasticos para las seguridad y comprobacion de susceptibilidad de
antimicrobiana mejorada. EI BACTEC MGIT 960 ofrece mayor capacidad,
operacion segura, resultados rapidos y el rendimiento mas alto de cualquier
sistema automatizado.

Los tubos plasticos mejoran seguridad: El sistema de BD BACTEC MGIT
960 acentla seguridad de operador con los tubos plasticos, no es necesario
manejarse agujas ni transferir tubos una vez que el sistema es cargado.

Comprobacion enteramente automatizada: Identifica grado positivo como
sucede a menudo a un indice rapido que por otro instrumento. Los resultados
rapidos pueden mejorar cuidado paciente y la salud, son inferiores los costos por
reducirse las permanencias en el hospital.

El sistema de BACTEC MGIT 960 tiene una capacidad de espacio
econdmico de 960 tubos que le deja procesar hasta 8,000 especimenes por afo.
La supervisibn continua identifica grado positivo como ellos ocurren.
Almacenamiento de datos a largo plazo

El sistema de BD BACTEC MGIT 960 combina calidad y fiabilidad con la
tecnologia usada en el sistema MGIT (tubo indicador de crecimiento de
Mycobacteria).

BD BACTEC MGIT 960 un nuevo nivel de simplicidad y ejecucion, es
disefiado con la simplicidad en mente, asegurando la productividad maxima con
menos personal y entrenamiento.

El tubo inoculado se entra entonces en el instrumento por la via de la
exploracion de codigo de barras que guia el circuito de produccion de 4 pasos
simple. El instrumento de BACTEC MGIT 960 de forma automatica dirige la
colocacion de cada tubo dentro del instrumento donde incubacion continua y la
supervision ocurren hasta el sistema indica un grado positivo 0 un negativo
completado del espécimen.?
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—

Fig. 6.4 Paso 2: Examine el tubo del
instrumento.

Fig. 6.5 Paso 3: Cargue donde indica la luz Fig. 6.6 Paso 4: Quite los grados

verde. » positivos y complete el negativo
como ocurren.
Fig.26.7 SISTEMA BD BACTEC™ MGIT™ Fig. 26.8 SISTEMA BD BACTEC™ MGIT™
960. 960.

G. Sistema BACTEC 9000 MB (BECTON DKINSON)

1. FUNDAMENTO

Se cultivan los microorganismos en un caldo Midllebrook 7H9 modificado.
El instrumento detecta el crecimiento a través del control del consumo de O»
mediante un sensor de fluorescencia.’
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2. DESCRIPCION

El sistema BACTEC 9000 es continuamente monitoreado, automatizado no
radiomeétrico, emplea un medio de cultivo BACTEC Myco/F Lytic que es una
formulacién de Middlebrook 7H9 y caldo de infusién de cerebro y corazén que se
utiliza para la recuperacion de micobacterias en muestras de sangre y de
levaduras y hongos en sangre y fluidos corporales estériles. Se han hecho
modificaciones especificas para mejorar el crecimiento y recuperacién de
micobacterias, levaduras y hongos. Estas modificaciones incluyen la adicién de
citrato férrico amoénico como una fuente de hierro para cepas especificas de
micobacterias y hongos, la adicién de saponina como un agente hematolitico y la
adicion de proteinas y azlcares especificos para aportar suplementos nutritivos.
Cada frasco contiene un indicador que puede detectar descensos en la
concentracion de oxigeno en el frasco como resultado del metabolismo y
crecimiento de microorganismos. El indicador esta controlado por los sistemas
BACTEC 9000 para el cultivo de sangre, los cuales detectan el aumento de la
fluorescencia, que es proporcional al descenso de oxigeno.

Un resultado positivo indica la presencia presunta de microorganismos viables
dentro del frasco.

Las muestras se inoculan en el frasco BACTEC Myco/F Lytic utilizando una
jeringa o por toma directa con una aguja y tubo. El frasco es introducido en el
sistema BACTEC 9000 para el cultivo de sangre e incubado a 35° C con agitacion
continua para obtener una recuperacion maxima. El protocolo de andlisis
predeterminado dura 42 dias. Los protocolos de analisis recomendados para los
siguientes organismos duran 7 dias para las levaduras, 30 dias para los hongos y
42 dias para las micobacterias. La deteccion se limita a los microorganismos
capaces de crecer en el medio de cultivo a 35° C. El medio de cultivo no es
selectivo y permite el crecimiento de otros organismos aerobios, incluyendo
bacterias cuya presencia puede interferir en la recuperacion de micobacterias,
levaduras y hongos de crecimiento mas lento. Los frascos de cultivo que
permanecen negativos después de completar el protocolo y que no muestran
indicios visibles de ser positivos se retiran del instrumento y se esterilizan antes
de desecharse.’

RESUMEN

Las micobacterias son bacterias patdgenas con alta virulencia por lo
consiguiente son de gran interés en el area de la salud.

Los sistemas automatizados de identificacion se clasifican segun el método
de deteccion: radiométricos y no radiométricos.

El sistema radiométrico (BACTEC) detecta produccién de CO, radioactivo.

Los principios basicos de los sistemas no radiométricos son a través de la
deteccion de O, mediante un sensor de de fluorescencia, cambios de color de
una membrana indicadora (MB-BacT), cambios de presion de los gases
contenidos en los frascos (ESP) o emision de fluorescencia.
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El antibiograma se realiza Unicamente a pacientes que han recibido

tratamiento y se sospecha una resistencia adquirida a determinados farmacos
debido a que es muy laborioso y costoso. El sistema Bactec se adapto para
realizar el antibiograma pero se necesita autorizacién para utilizar este sistema
debido a que es radiométrico.
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ANALISIS DE RESULTADOS

La elaboracién de este manual servird como material didactico en apoyo a
los alumnos de la asignatura de biologia médica de la carrera de Q.F.B y personal
del &rea de la salud y a fines.

Los sistemas automatizados son uno de los avances importantes en el
campo de la medicina, gracias a ello se desarrolla un mejor diagnostico
microbiologico por lo que en la actualidad es indispensable conocer el fundamento
y estructura de estos sistemas.

Anteriormente las pruebas bioguimicas se realizaban manualmente, en la
actualidad se encuentran en pocillos de placas y la identificacion del
microorganismo es llevada con mayor rapidez, los resultados y la lectura de estas
placas se obtienen por computadora, la cual utiliza el sistema binario.

Este aporte facilita la labor del quimico en la clinica disminuyendo la carga
de trabajo y el indice de error ya que mejoran la sensibilidad analitica de los
métodos, es decir, son capaces de detectar el desarrollo bacteriano en una
suspension, con y sin antimicrobianos, antes que el Quimico clinico pueda
detectar turbidez.

Los sistemas automatizados de identificacion y susceptibilidad de
microorganismos, por diferentes métodos (colorimetria, turbidimetria, fluorometria,
etc.) detectan el desarrollo bacteriano en micropaneles que contienen diluciones
seriadas del antimicrobiano, estableciendo la minima concentracion que es capaz
de inhibir el desarrollo bacteriano. Por lo que es importante conocer los sistemas y
aparatos que se manejan actualmente, para un mejor desarrollo laboral.

Los sistemas comerciales con frecuencia se clasifican en automatizados o
no automatizados. Se le llama a un sistema o equipo automatizado aquel que
parcialmente o en su totalidad identifica el microorganismo en forma
computarizada. Pueden automatizarse muchos aspectos de un sistema esto
implica, los pasos de inoculacién, la incubacion y la lectura de las pruebas, asi
como el analisis de los resultados. Sin embargo, no hay criterios estrictos que
establezcan cuantas partes de un sistema completo deben automatizarse para
gue se clasifigue como automatizado.

La automatizaciéon permite llevar a cabo la identificacion y determinaciones
de la susceptibilidad del microorganismo que causan enfermedades infecciosas
en el hombre, de una manera rapida y eficaz. Se dice que las pruebas son rapidas
cuando se determinan el mismo dia de la inoculacién del microorganismo o entre
las cuatro horas después de la inoculacion, es eficaz cuando se realizaron previas
pruebas que indican que el porcentaje de error es minimo, utilizando controles
positivos y negativos que verifican la certeza de los resultados.

El utilizar equipos automatizados en el laboratorio de microbiologia tiene
sus ventajas y desventajas, por lo tanto el laboratorio debe elegir qué equipo le
conviene, dependerd del nimero de muestras que tenga para analizar, del
personal con que cuente el laboratorio y el costo de este, ademas de las
caracteristicas a definir del microorganismo, ya sea solo por la identificacion o
también por las pruebas de sensibilidad de este hacia los antimicrobianos.
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En la identificacion del microorganismo se producen reacciones que
incluyen reacciones de pH-base, reacciones de enzimas-base, utilizacion de
fuente de carbono, deteccion visual de desarrollo de bacterias.

Aunque el sistema se ha en su totalidad automatizado es de gran
importancia que el personal del laboratorio microbiol6gico tenga los principios
basicos de la identificacibn microbiolégica que se anteponen para cualquier
diagnéstico, por ejemplo, en el laboratorio se tiene baterias para determinar la
sensibilidad a agentes antimicrobianos y/o la identificacion de microorganismos
gramnegativos y grampositivos, el quimico clinico antes de inocular las muestras
problema debe aislar e identificar si el microorganismo es gram negativo o
positivo, por lo tanto, el quimico clinico debe tener conocimiento y preparacion
necesaria para el manejo y buen aprovechamiento de estos equipos y necesita
tener una buena fuente de informacion referente al tema para tener un mejor
desarrollo y desempefio laboral.

Una correcta y rapida identificacion permite que el paciente lleve un
tratamiento adecuado para su pronta recuperacion.
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CONCLUSION

Con la investigacion documentada de diferentes fuentes como libros,
articulos de revistas y busqueda electronica, se elaboré un manual referido a la
automatizacion en el area de microbiologia y este incluye los datos mas
relevantes y actualizados de sistemas automatizados y semiautomatizados
utilizados en el laboratorio de microbiologia, que apoyara al médulo de biologia
médica del noveno semestre de la carrera de QFB, personal del area de la salud y
afines.
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