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DESARROLLO DE UN SISTEMA MINIATURIZADO PARA LA IDENTIFICACION DE BAC­

TERIAS GRAM NEGATIVAS. 

INTRODUCCION GENERAL 

La identificaci6n bacteriana está basada principalmente en­
la determinaci6n de la presencia o ausencia de diferentes enzimas co­
dificadas por el material genético del cromosoma bacteriano. Estas e~ 

zimas guían el metabolismo de las bacterias a lo largo de una de las 
divere-.as vías, que pueden detectarse a trav~s de medios especiales 

utilizados en las t~cnicas de cultivo. En ellos los sustratos sobre 

los cuales estas enzimas puden actuar se incorporan al medio de cul 

tivo, junto con un sistema indicador que pueda detectar ya sea la ut! 

lizaci6n de.l sustrato o la presencia de productos rnetab6licos especí­

ficos. Es posible determinar un patr6n bioquímico para lograr la iden 
tificaci6n, al seleccionar una serie de medios que detecten diferentes 

características rnetab6licas del microorganismo en estudio. 

En la actualidad, se dispone de una variedad de pruebas di -
ferenciales y de numerosos esquemas para la identificaci6n final. Es­

tos esquemas son sistemas que proveen los medios para identificar a 
todos los miembros de un determinado grupo de microorganismos, ubicán­

dolos en un formulario en donde se enumeran todas sus características­
posi ti vas y negativas. Existe un gran número de estos sistemas en uso, 

la mayoría se basa en uno de los cuatro criterios siguientes: 

1) La matriz en casillero o damero. 

2) El sistema de grupos de ·Eawards y Edwing. 

3) Diagramas de ramificaci6n 

4) Sistemas de codificaci6n numériqa. 

Sin embargo, la mayoría de las pruebas utilizadas en el m~-
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todo convencional se realizan en tubo y requieren un peri6do de incu­

baci6n de dos o más días. Este sistema convencional es considerado CQ 

rno el m~todo estándar, entendiendo este concepto como la reproducibi­

lidad del m~todo, efectuado por varios individuos sin encontrar dife­

rencias que sean estadísticamente significativas. ( 60 ) A finales de 

la d~cada de 1960 se inici6 la introducci6n de sistemas miniaturiza 

dos de identificaci6n microbiana, con los cuales las pruebas bioqu! -
micas de caracterizaci6n se puede llevar a cabo fácilmente, represen­

tando un importante avance tecnol6gico en la bacteriología clínica. -

En base a los trabajos de Buissiere y Nardon ( 9 ) se establecieron -

muchos de los requerimientos físicos y químicos de los microm~todos, 
los cuales son tiras de plástico conteniendo rnicrotubos, o pozos, ca­

da uno con sustratos deshidratados para las diferentes pruebas, los -

cuales serán reconstituidos agregando una suspensión bacteriana. El 
concepto de comercializar baterías de medios diferenciales Seleccion~ 

dos para la identificación de un grupo de bacterias han sido, desde 

¡uego, una evoluci6n 16gica en la microbiología. Estos equipos fueron 

desarrollados inicialmente para la identificaci6n de enterobacterias 
debido a la frecuencia de sus aislamientos de muestras clínicas, a su 

crecimiento relativamente rápido y a sus reacciones bioquímicas en g~ 
neral bien definidas. 

Los sistemas comerciales se utilizan sobre todo para dife -

renciar e identificar miembros de la familia Enterobacteriaceae, una 
familia de bacterias que exige el máximo de conocimiento y experien 
cia para su precisa identificación, dado que incluye un número tan 

grande de organismos como para dar un amplia escala de variaciones 
con respecto a lo normal en su actividad bioquímica. 

Los bacilos gram negativos pertenecientes a la familia Ente­

robacteriaceae ocupan altos porcentajes de aislamientos en los diver 

sos especímenes clínicos. El papel que juegan en la producci6n de en 

fermedades graves y en la resistencia a antibi6ticos ha llegado a in -

crementarse, (36 ) por lo que exige rapidez y precisión en el diagn6s­
tico microbiológico. 

Debido a que la identif icaci6n de las Enterobacterias regui~ 
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re una serie compleja de pruebas bioquímicas, es posible ahorrar tiem­

po y evitar una identificaci6n err6nea efectuando algunas observacio 

nes preliminares para tener seguridad de que el organismo en estudio 
pertenece a este grupo. Si dicho organismo es un bacilo grarn negativo 

de otro grupo, puede ser necesario medir una serie totalmente difere~ 

te de características y las comGnmente empleadas para la identifica 
ci6n de las enterobacterias puede ser inadecuada o desorientadora.Con 

pocas excepciones, todos los miembros de la familia Enterobacteriaceae 
presentan las siguientes características: Metabolizan la glucosa me -­

diante fermentaci6n, carecen de actividad de citocromo oxidasa y redu­

cen los nitratos a nitritos. 

Es posible hacer una identificación preliminar de las entere 
bacterias sobre la base de las características de las colonias y de 

las reacciones bioquímicas en medios de aislamiento primario. La iden­
tificaci6n posterior de las especies requiere la determinaci6n de ca -

racterísticas metabólicas adicionales que reflejan el código gen~tico 
y la identidad Gnica del organismo en estudio. 

En la actualidad, hay 17 sistemas { 86 ) que han estado en -

el mercado durante un tiempo suficiente; que han sido considerados co­
mo buenos, con una correlación en exactitud que va desde el 87% hasta 

el 96%. Muchos de ~stos sistemas ya han entrado en su tercera o cuar­
ta generación, permitiendo una mayor precisi6n: 

1) AP I 2 O-E: Analytab Products, Plainview, N. Y, .. 

2) Autobac 1: Pfizer Inc., Groton, Connecticut. 

3) Autornicrobic System (ASM): Vitek (Hazelwood. l·lo,) 

subsidiary of Me Donnell-Douglas Corp., St Louis, Me. 

4) Oynatech MIC 2000: Cooke Engineering Ca., Alexandri, Va. 

5) Enterotube: Roche Diagnostica, Nutley, N.J. 

6) Entero - Set: Fisher Scientific Co., Orangeburg, N.Y. 

7) Enteric-Tek: Flow Laboratories,Inc., subsidiary of Flow 

General, Inc., Me Clean, Va. 
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8) Mini tek: Bio Que~t. i<aai.)',\' Cc:u::k~~~~.Í.¡_ie''. '.Md;' 
'''-::-' -·~ 

9) M{cro-ID: :·Ge·~e~'~i·: o·i:~g-p·bs~-;i.--~~-:?~\~_~:~-~-.!'~-/~·1-~l'in~-, --N_.--J .• -

10) .· M¡~r-~~~~a{·~ chian~- :Eritei:-iC,;:~-P.·~~~-~-f -;~_:: ~i~:~t6~~8di·a- .:_~yS."~:e~s, 

11) · :::~~s::: :J:::i:::i::ie~f2~1f;,1~ii~á'~.)~M~~o~ P~rk ,IH 
.- ---- -----' .... ,. ''T;- ._.,., .. ~,- .... <~--"'•"':'' - "·• ___ ,,,._ ··- -

~:: ::::~e ~::::m :a:::::~:i:~:J'.~~~~Í;~~~e~;i:~B!!~. ,>'. 
-_.- -- ---_.:·.· '-':'',,.- ---,·_:-:·_··-···:::::_· ·:··_'._'.·-,,: 

14) Patho tec: General _Dia~~?~~i-'~-~_._:~)>_~-~-i:~'i~'ii,; ~'.)-1_~~-~':.r~~-~bert, 
Morris Plains, N.J. 

15) Repliscan: Cathra International, Ontario, Canada. 

1:6) r/b Enteric: Oiagnostics Research ,Long :Csland, N. Y. 

17) Sensititre: Gibco Laboratories, Lawrence, Mass. 

Para la identificación rápida, los resultados obtenidos con­

las reacciones bioquímicas fueron interpretados en base a sistemas de -

codificación nurn~rica utilizando programas en computadora. (6) 

La sensibilidad y especificidad de las pruebas individuales­

en microm~todo no necesariamente son iguales a las de los métodos con­

vencionales o estándar, pero la identificaci6n de los organismos debe­

ser la misma a la de los métodos estándar. Entendiéndose como m~todo -

convcncion~l o c~tSndar ~qucl sistcm~ con un ~lto gr~do de seguridad, -

reproducibilidad y confiabilidad.El empleo de estos equipos en el labo­

ratorio de microbiología es muy conveniente, ya que con su estructura -

compacta requieren poco espacio para su almacenamiento, son fáciles de 

usar y de interpretar, tienen un tiempo de conservación prolongado, el 

costo es menor y el control de calidad estandarizado es proporcionado 

por los fabricantes. 

Son especialmente útiles en laboratorios gue trabajan en pe­

queña escala, ya que ayudan a identificar bacterias que de otro modo-
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pueden requerir de medios especiales donde el contr6i--:---d~~:'~~1i·daa· es -

m§s difícil de mantener. 

Con el uso de los micrométodos existe la p~sibilidad de rea­

lizar numerosas pruebas que permitan determinar un patr6n bioquímico -

que correlacione con factores de virulencia bacteriana, como podría 

ser el caso de la Escherichia coli enteropat6gena (EPEC) que es una de 

las causas principales de diarrea, en la cual uno de los marcadores pa­

ra definir cepas pat6genas es el ensayo de adherencia a células HE -2. p 

• 
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IDENTIFICACION POR CLASt:FICACION NUMERICA 
' . ·. .- . . . -, 

Se han desarrollado f6rmulas matem~ti~as_'_:c6n ·i.as'-que. -_lOs -- -

resultados de las pruebas bioquí:micas son transforinados ·'en'. .c6ai:cJos-_ -­
nurn~ricos, haciendo posible el uso de computadoras Para ayudar -en la 

identificaci6n definitiva de las bacterias. 

Estos sistemas de codificaci6n num~rica se basan en datos 
obtenidos a partir del an~lisis de miles de reacciones bioquímicas­
( 62). 

La identif icaci6n rutinaria de microorganismos se ha basa­

do en m~todos de probabilidad con el teorema de Bayes utilizando COffi 

putadoras. El m~todo ofrece ventajas seleccionando las mejores prue­

bas para una identificaci6n definitiva (63). 

Dita y colaboradores ( 60 ) desarrollaron uno de los prim~ 
ros sistemas de codificaci6n numérica para la identificaci6n de en -

terobacterias. Este sistema llamado Enterobacteriaceae Numerical Co­

ding and Identif ication System (ENCISE) utiliza ndrneros binarios pa­

ra representar caracterfsticas binarias positivas y negativas; es d~ 
cir; una reacci6n positiva se designa "1 "y una negativa "O ",de 
esta forma los datos pueden ser fácilmente almacenados en computado­
ra. 

La mayoría de los c6digos binarios han sido transformados 

en sistemas más simples denominados "octales". 

Los equivalentes octales de las B combinaciones de un na-­

mero binario de 3 d!gitos son los siguientes: 

Binario 

+ 
+ 

Octal 

o 
1 

2 
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+ + 3 

+ 4· 

+ + 5 

+ + 6 

+ + + 7 

Los derivados octales se conocen como nGmero de biotipo. 

Analizando los resultados de biotipos de algunas especies bacterianas, 
se puede hacer una mejor interpretaci6n acerca de como la variaci6n -

de las caracter1sticas de identificaci6n, pueden estar relacionadas -
con diferencias conocidas en cuanto a la virulencia de diferentes ce-
pas. 93' 99 

Por lo tanto, de acuerdo a las características determinadas 
por el sistema API 20 E y asignando a las reacciones un valor num~ri-
co, se obtiene un c6digo de d!.gitos ejemplificado del modo siguiente. 

ONPG ADH LDC ODC CIT tt2 s URE TDA IND VP 

+ + + 

l o 4 o o o o o 4 o 
5 o 4 

GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA 

+ + + + + 

o 4 1 o 4 o o 4 o 2 

4 5 4 2 

OXI 

o 

5044542 E. coli 



- 8 -

DESARROLLO DE UN MICROMETODO PARA LA IDENTIFICACION DE ENTEROBACTERIAS. 

RESUMEN 

Los sistemas miniaturizados ofrecen al laboratorio un método­

conveniente y simple para la identificaci6n rápida de las bacterias, -

estos equipos han sido evaluados favorablemente en otros paises por su 

confiabilidad y reproducibilidad. El objetivo del trabajo fue el desa­

rrollar un micrométodo.para la identificación de enterobacterias, el -

cual permita una estandarizaci6n en la identificación, así como una· 

disminución en el tiempo y costo de su realización. 

Para el desarrollo del micrométodo INNSZ se seleccionaron -

20 tipos de pruebas bioquímicas usadas en la estandarizaci6n del ma -

crométodo tradicional. Se determinó la concentración óptima del sustra­

to, el volumen adecuado y el sistema de secado. Se evalu6 Ia reprodu -

cibilidad de cada una de las pruebas utilizando cepas de referencia de 

la ATCC American Type Culture Collection} y se hizo un análisis de 

concordancia utilizando 122 cepas aisladas de especímenes clínicos. 

Estas fueron identificadas por tres métodos: el sistema convencional -

en tubo, el micrométodo comercial API 20 E y el micromGtodo desarrolla­

do por nosotros. En base a los resultados se hicieron algunas rnodifi -

caciones de las pruebas bioquímicas. Además se diseñ6 una placa con 

microtubos. 

La concentración de los sustratos se increment6 con respecto 

a la utilizada en el macrornétodo, para obtener una reacci6n colorimé -

trica visible a las 24 horas de incubaci6n a 37°C. 
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El volumen de medio de cultivo con el que obtuvimos un aspe9 

to aceptable posterior a la liofilizaci6n fue de 10 ul. La reproduci­
bilidad por prueba fue del 100%. La correlaci6n en la identificaci6n -

obtenida entre el micrométodo INNSZ y los medios convencionales en tu 

bo fue de una K de 0.83, y con el sistema API 20 E fue de una K = .81 

(p= 0.001.). Utilizando el !ndice de concordancia de Kappa. 

Las modificaciones de la pruebas fueron realizadas en base -
a la estabilidad de sustratos, disponibilidad y costo de materia pri -

ma, así como por la calidad de informaci6n proporcionada para la dife­

renciación tanto de género como de especie. Las placas se diseñaron 

de tal manera que fuera posible visualizar de forma adecuada la rea 
cci6n bioquímica. El microm~todo desarrollado puede ser usado para 
caracterizar bacterias a nivel de género y especie. 
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INTRODUCCION 

EXisten en .el corneicici extralíjeZ.o una Variedad de equipos 

rniniatu~izados con difererites pi:ocedimi~ntos para la identificaci6n 

bactériana como el API 20 E, Enteric Tek, Enterotube II, Entero Set, 

Micro ID, Minitek, r/b Enteric, etc., los cuales han sido evaluados 

favorablemente en otros paises. En estos sistemas se emplean micro -

tubos de plástico conteniendo sustratos deshidratados, los cuales -

son reconstituidos agregando una suspensión bacteriana.Su precisión 

ha demostrado ser comparable a la de los sistemas convencionales de 

identificaci6n. 

Los estudios más amplios han sido realizados en el CDC ( 

Center fer Disease Control} por Smith y col (84) ., utilizando diferen­

te ntimero de cultivos, probando varias veces las mismas cepas con ca-­

da uno de los rnicrométodos comerciales y, simultáneamente, con los 

métodos convencionales. Estos micrométodos se han utilizado sobre to 

do para diferenciar e identificar miembros de las Enterobacteriaceas. 

Desafortunadamente en nuestro país no es posible disfrutar -

de esas ventajas ya que es necesario la importación de esos productos 

y por consecuencia esto eleva los costos. Es por ello que se requiere­

que estos métodos sean desarrollados en México. 
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ANTECEDENTES 

En las evaluaciones realizadas en el extranjero para deter -
minar la eficacia de los diferentes sistemas de identificaci6n, se ob­

servaron algunas ventajas de los microm~todos sobre el sistema conven­

cional. Estas fueron: una mayor precisi6n del producto para identifi -

car organismos; peri6dos de conservaci6n mas prolongados, que van de -

6 meses a 1 año, ya aue el envejecimiento de los medios es el proble­
ma principal con los métodos convencionales; mínimo de espacio nara -

su almacenamiento e incubaci6n; así como facilidad en su manejo, ya -
que la inoculaci6n es simple, las reacciones son generalmente claras 

dentro de las 24 horas, y la disponibilidad de registros y programas 

de computaci6n hacen que la identificaci6n sea fácil y exacta. 

Sin embargo, es conveniente señalar algunas desventajas po -

tenciales: 

a) El costo puede ser relativamente más elevado. Para algu -

nos laboratorios pequeños, el empleo de equipos comerciales puede ser 

más caro que el uso de los medios convencionales cuando no se toman -

en cuanta los costos adicionales del control de calidad, envejecimien­
to de los medios y el riesgo potencial siemnre presente de contamina­

ci6n que implica el uso de medios convencionales. 

b) Existe el peligro de que el operador pueda considerar el 

equipo como un dispositivo infalible p~r~ la identif icaci6n de bac -

terias. se debe recordar que un buen diagnóstico microbiol6gico no 

depende s6lo de una serie de características diferenciales. Los da 

tos bioquímicos deben integrarse con las características de las colo-

ni as (color, tamaño, textura, olor, reacciones hemolíticas), tinci6n 

de Gram y las reacciones serol6gicas, antes de poder efectuar una iden­

tificaci6n final en forma confiable. El empleo o no de los sistemas 

comerciales de identificaci6n y la selecci6n de los mismos, es de -

preferencia personal. Antes de elegir el sistema, hay que considerar -
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torio. 

>· _'_\-- .. -:>:_·,-o 

.. cada>~·uno ._de los- micionlétodos ha sid'o evaluado- y_'.-com:Para~o 
mostrando -:-i_~~----_.s·i·g.~:L~nt·es· resultados:· 

API 20 E 

El equipo consta de una tira de plástico con 20 sustratos -

los cuales, probados en paralelo con medios convencionales, presentan 

un 93% de seguridad en la identificaci6n (95). En estudios en otros -

laboratorios, utilizando un nWnero grande de cultivos, se logró iden­

tificar correctamente al 96.4% de las muestras. (84) 

Sin embargo, tras estandarizar algunas variables que afec­

tan los resultados, como son tamaño del inóculo y el tiempo de incu­

bación, se obtiene un porcentaje mayor de reproducibilidad 97.3% en 

la identificaci6n de género y especie (15). 

Existe una versi6n abreviada del API 20 E que es el API 

105 con 10 pruebas, el cual tiene una seguridad de 93.5% a nivel de 

género y un 85.6% de concordancia a nivel de especie. (76) 

En 1976, en el National Institute of Health, Bethesda, 

Maryland, se realiz6 un análisis de costos de tiempo y material re­

querido para el diagn6stico de Enterobactericeae en pruebas conven­

cionales con 17 tubos (20 pruebas). El costo fué de $7.~8 dolurcs -

por aislamiento identificado. Usando el API 20 E se tenía un costo 

de identificaci6n de $3.02. Por otra parte, el uso de tubos con 10 

pruebas convencionales cost6 $3.60 comparado con $2.33 del API 10 -

S, lo cual representa un incremento del 30%, mientras el número de -

aislamiento correctamente identificado se aumentaba en un 3%. (77) 

Este sistema puede ser usado para caracterizar bacteri~s a nivel sub 

especie lo cual es muy importante para estudios epidemio16gicos (74). 

Tambi~n se ha evaluado el uso de API 20 E en la identifica-
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ai6n de bacterias qram - negativas no fermentadoras (80)_ y miembros 

de la familia Vibrionaceae con excelentes resultados. (75) 

AUTOBAC I 

Es un sistema en el que se usan datos de susceptibilidad a -

11 agentes antimicrobianos, encontrando aproximadamente el 86% de con 

cordancia con pruebas convencionales. (12) 

AUTOMICROBIC SYSTEM (AMS) 

Es un sistema automatizado con gran capacidad para identifi­

car miembros de la familia Enterobacteriacea, en 4 a 6 horas, con un -
alto índice de correlaci6n con el sistema API 20 E hasta de un 98% 
(2, 17, 40, 46, 51, 85) 

ENTEROTUBE 

Contiene ocho medios con los que se pueden determinar 11 ca­

racterísticas diferenciales. Comparado con el método convencional se -

ha obtenido un 82% de concordancia en la identificación de bacterias 

entéricas. (73) 

Este sistema fué rediseñado por los fabricantes, agregando 

una prueba que es la decarboxilaci6n de la ornitina con lo que el 

porcentaje de identificaci6n se increment6 a 89%. (90) 

T~cnicamcntc el sistema tiene ventajas sobre el API 20 E ya 

que la inoculación es más rápida y no es necesario un mechero (48). -

Pero para lograr el 85% de la identificaci6n de las cepas estudiadas 

Enterotube requiri6 de pruebas adicionales. (47, 71) 

ENTERO - SET 

El sistema permite elegir entre una o dos series de pruebas 

bioquímicas. La primera ha sido ideada para una identificaci6n preli­

minar ~ nivel de género y la segunda cuando se requiere una identifi-
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caci6n final de especie. Su correlaci6n con los medios convencionales -

ha sido buena en un 89%, con un alto _grado de _seguri~ad y ·:re.producibi -

lidad. ( 3) 

ENTERIC - TEK 

El sistema permite la determinaci6n de' 1.4 par.ámetros_- biogu1 -

micos. Los estudios para evaluar el. m~todo han tenid.6-_-buenC)s result~ 
dos como lo muestra el real.izado por Esias y colaboradore·s en el CDC. 

Estos investigadores probaron 270 cepas de Enteroba?terias, logrando -
identificar el 97.6% de las comunes y el 83.9% de las no comunes, con 
un 96. 3% de seguridad. ( 30 ) 

MINITEK 

Este m§todo es bastante flexible, pues permite al laborato -

rista seleccionar las pruebas deseadas de una bacteria de 34. Según el 

nivel de identificaci6n que se desee, ya sea de género o de especie. -

La concordancia con sistemas convencionales ha sido reportada desde un 

90% a 95%. (39, 58) Puede también ser usado para la identificación de­
bacilos no fermentadores y de fermentadores oxidasa positivos. {4, 16, 

22' 98) 

MICRO - ID 

Permite una identificaci6n rápida en 4 horas. Consiste de 15 

Pruebas. Ha sido evaluado con bacterias comunes, identificando el 98%., 

y con poco usuales, el 76%. (10) También se ha utilizado en la identi­
ficaci6n rápida de Enterobacterias aisladas de hemocultivos con un 

96.1% de concordancia con el sistema convencional. (27) Comparado con -

el API 20 E, la correlaci6n en la identificaci6n va del 85.7% al 97.8%. 

(7, 1, 26, 13). Micro - ID es un sistema limitado a identificar s6lo 

Enterobacteriaceas. 

i 

1 
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MS - 2 
. . . 

Este sistema puede identificar varios.bB.ciloS gram-riegativos 
dentro de 3 a 8 horas. En un estudio de ·validaCi6ri-~.idén-tifiC6 el· 86%- -

de los aislamientos correctamente. (24) 

OTROS SISTEMAS 

Otros micrornétodos menos comunes también han sido evaluados 

y compaDados,como el Micro-medio Quand Enteric panel, Repliscan y sen­
sitre, los que han mostrado una correlación que va desde el 62% hasta 

el 94%. (57, 87, 100) 

Como pudimos observar, el sistema API 20 E ha sido considera­
do en otros países corno el mejor de los rnicrom~todos basado en el gran 
nGrnero de estudios realizados, ya que algunas variables que son consi­

deradas importantes están bien controladas. No es necesario el crite -

ria del técnico para elecci6n de sustratos y con esto se elimina la -

variabilidad interobservador. 

Es importante que el sistema desarrollado por nosotros sea -

validado y comparado con el sistema convencional o tradicional en tubo, 
ya que este m~todo aún continúa siendo el estándar de oro. 

JUSTIFICACION 

El porcentaje de aislamientos de Enterobacterias en especí­

menes clínicos continúa incrementándose, requiriendo una identifica -

ci6n confiable. Dicha identificaci6n en nuestro país no es confiable 

en la mayoría de las situaciones, ya que los laboratorios clínicos 
utilizan métodos y nomenclaturas diversas. Desgraciadamente los siste­

mas comerciales existentes no están al alcance de la mayoría de estos 

laboratorios. 
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E'STRATEGIA DE TRABAJO 

Fases 

1.- Estandarizaci6n de los 20 sustratos en un sistema en tu 

ba. 
2.- Estandarizaci6n de los mismos sustratos en micrornétodo, .­

evaluando sistemas de secado, concentración 6ptima de sustrato y repro­
ducibilidad de cada uno de ellos. 

3.- Evaluación interna, del sistema y modificaci6n de sustra-
tos. 

4.- Elaboraci6n de un c6digo de identificación basado en un 

sistema por computadora. 
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20 E. 

II) Comparar el microm~todo desarrollado- --con-: er:.-API_:--20 .E y el 

sistema de medios convencionales - pa"ra ---1a Ídentiiicaci6n -

de Enterobacterias. 

III) Modificar el microm~todo desarrollado, haci~ndolo diferen­
te en cuanto a pruebas y diseño de placa, con la posibili­

dad de que sea factible su industrializaci6n. 
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MATERIALES Y·. M.ETODOS. 

. - ·. ,., . -

1.) Cepa:S de 'refe.rencia~·- se "Utilii"aron-'· microorganismos bien -

caracterizados del American Type Culture ·collection (ATCC). 

Acinetobacter calcoaceticus 19606,· Ent~ro~act~r-aerogenes 13048. 

Enterobacter cloacae 23355, Escherichia-_ coli 25922, Klebsiella 

pn~umoniae 13883, Proteus vulgari~ 'i3~1S, Pseudornonas aeruginosa 

27853, Salmonella typhimurium ·1402s, ·s·e-rra:t .. ia mB.rcescens 8100 

Shigella sonnei 25931 y Yersi~ia enter6colitica 27729. También se 

utilizaron aislamientos clínicos de Proteus mirabilis y Morganella 

morganii las que fueron identif'icadas en --el INNSZ por métodos conven­

cionales . 

. II) Cepas problema.- se· utilizaron 122 cepas aisladas de di­

versos especímenes clínicos provenientes de orina, heridas, esputo, h~ 

ces, vagina, sangre, cavidad abdominal, ulcera, oido y hueso. (Tabla -

1.) 

. 111) ·Identificación ·convencional • .,; -Cada aislamiento fue proba­

do en el sistema de inedia~- c~·n:V:.enC.iO.nal-es··.en·tuba·, .utilizando una se 

rie de 20 .sustratos>. (21/.;61!;.zg)~;-;;:p. 
- ':·~'.'.'::.~·,_~~;~;-;:-~:~.~~:-'?.:~·- .. - -.:. ' .. ~,·- -

.,_ .. ,, ~· .. : ··,-: >'': -~·-~;·::: 

IV) Micrométodo\AJ>(~oie (Aíl~{Ytab Products, Plainview, N. Y.) 

Las tiras :Éuer~:~_;:._~·:~·aa·~-s. -a-~-~-i~i~-":r~: l~i'~·~::}i i:'ri~'t~U~ciones del fabricante. 
:' .. -.-, ,:c._';··'»" ;:_'.\-:''. '. 
' ... _ -------l-.-,,.··· 

·.V) :Mi.Cromé1:od0 :;INÑsz·~\.- 'Se "~t'Í:Íizaron los siguientes ZO sus 

·tratos. 
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1) ONPG; para demostrar la prese~cia·o ausencia de la enzi -
ma a galactosidasa utilizando el compuesto or9ánicó-- · o-il'it·r~fe~-i.l __ _ 
-B-D- galactopiran6sido. (19, 78, 79, 64) 

o~ 
OH 

a.- Soluci6n de ONPG 

ONPG (Sigma chemical Company) 

Isopropylthio-galacto_ 

R -OH 

0.69 

piran6sido (ITPG) (Sigma Chernical Company)O.OOBg 

Soluci6n_ regulado_ 

ra salina de fosfatos 

(PBS) 

b.- Agua peptonada. 

Peptona (Difco Laboratories) 

NaCl (J.T. Baker) 

PBS 

Mezclar a y b 

c.- ONPG 

Peptona 

Prueba positiva: Color amarillo 

Prueba negativa: Incoloro 

lOrnl 

O.Sg 

O.Sg 

l Ornl. 

2. Srnl 

7. Srnl 

2) ADH para probar la capacidad enzimática de un microor­

ganismo para hidrolizar la arginina transformándola en ornitina, 
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amonio y di6xido :de carbono., cau-saildo uri aumento - en·: e1·- pH. (83) · 

c~iN~ ';~H ··.·· .. 2 ·.. 3 

CHNH 2 l 
COOH 

- - --_ 7 ,---_-:· ----

. . ,; _____ ,' 

Peptona (Difco Labo~a1:ori~s) 
Extracto -d~-. leva~¿:~_~:·:-~:_'.·. __ :.:e-·' 

Difco· Lab·a'rat_6-r-Í:;~--);J------·· 

COOH 

Glucosa (Sigma Chen1i~al Company) 

Arginina(Sigma Chemical Company) 

Na 2HP04 (J.T. Baker) 

' o.s g. 

0.5 g 

o.os g 

2. o g 

o .1 g 

Rójo de fenal (Sigma Chemical Company) 0.0006g 

PBS 10 ml. 

~eacci6n positiva: Rojo rosado. 

Reacci6n negativa: No se produce cambio de color 

(amarillo naranja). 

3) LDC¡ Para detectar la enzima lisina decarboxilasa que -

transforma a la lisina en una amina primaria básica, que es cadaveri-

na, con la consiguiente alcalinidad. (33, 18, 8) 



°fH2 
1 

Lisina CH2 
Decárboxilasa l 

Zl -

(CH
2

J
3 

·-co
2 (CH2l3 + co2 

1 1 

CH CH 2 
1 1 

NH2 NH2 
1 

COOH 

L-Lisina Cadaverina (diarnina) 

Peptona (Oifco laboratories) 

Extracto de levadura (Difco laboratories) 

0.5 gr. 

0.5 gr. 

Fosfato de piridoxal (Sigma Chemical Company) 0.0005 gr. 

Glucosa (Sigma Chernical Company) 

L - Lisina (Sigma Chemical Company) 

Rojo de fenal (Sigma Chernical company) 

PBS 

Prueba positiva: Rojo 

Prueba negativa: Amarillo anaranjado. 

0.5 gr. 

2.0 gr. 

0.0006 gr. 

10 ml. 

4.-. ODC; para demostrar la capacidad de producir la enzima 

ornitina decarboxilasa con el aumento de pH provocado por la presen -
cia de putrecina. (35) 

NH2 
l 

(CH2 ) 3 
1 

Ornitina 

CH - NH2 Decarboxilasa (CH) 2 ) 2 + C0 2 
1 

COOH 

L- Ornitina 
CH 2 - NH 2 
Putrescina (diamina) 
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Peptona (Difco Laboratories) 

Extracto de levadura (Difco Laboratories) 

0.5 gr. 

0.5 gr. 

Fosfato de piridoxal (Sigma Chemical Company) o •. _o~o_s·:_gr:·;· 

Glucosa (Sigma Chemical Company) 

L-Ornitina (Sigma Chemical Company) 

Rojo de fenal (Sigma Chemical Company) 

PBS 

Reacción positiva: Rojo 

Reacción negativa: Amarillo anaranjado. 

0.5 gr, 

2.0. gr. 

0.006 gr. 

10 ml. 

s.- CIT; para determinar la capacidad de utilizar citrato -

como fuente de carbono para el metabolismo, provocando alcalinidad -

por la producción de Piruvato. 

Citrato ~ oxrcetato + acetato 

piruvato + CO:¡, 

Piruvato -------? acetato + formato 

Citrato de sodio (J.T. Baker} 

Glucosa (Sigma Chemical Cornpany) 

Extracto de levadura (Difco Laboratories) 

Monoclorhidrato de cisteina (Sigma Chemical) 

Fosfato monopotásico (J.T. Baker) 

NaCl (J.T, Baker) 

Sulfato de Magnesio (J.T. Baker) 

Azul de bromotimol (Sigma Chemical Company) 

o.a 
0.02 

o.os 
0.01 

0.1 

0.5 

0.02 

0.02 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

PBS 10 ml. 

Prueba positiva: Azul intenso 
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Prueba Negativa: No hay cambio de color (verde) 

6) H2S para determinar si se libera ácido sulfhídrico (H 2 S) 

por acci6n enzimática, de los aminoácidos que contienen azufre produ -

ciendo una reacción visible color negro. (14, 72} 

Bacteria (medio ácido) + tiosulfato de sodio-4ogas l H2S~­
sa2 + iones férricos~ sulfuro 

ferroso 

Precipitado negro 
insoluble 

Peptona (Difco Laboratories) 

Citrato férrico (Sigma Chernical Cornpany) 

Citrato amonio (Sigma Chemical Company) 

Tiosulfato de sodio (Sigma Chemical Company) 

K2HP0 4 (J.T. Baker) 

PBS 

Positiva: Enegrecimiento del medio. 

Negativa: No se observa cambio. 

2 gr. 

0.025 

0.025 

o.os 

0.01 

10 rnl. 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

7) URE; para detectar la presencia de la enzima ureasa, la 

cual forman dos moléculas de amoniaco a partir de la urea (23,81) 

UREASA 
+ 2 HOH__,) co2 +. 

Anhídrido .amoníaco Carbonato 

carbónico de amonio 
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Glucosa (Sigma Chemical Caompany) 

Urea (Sigma Chemical Company) 
NaCl (J.T. Baker) 

KzHP04 (J. T. Baker) 

Rojo de fenol (Sigma Chemical Company) 

PBS 
Reacci6n positiva: Rojo rosado 

Reacci6n negativa: Amarillo - naranja 

0.1 gr.. 
2 gr. 
o.s gr. 

0.2 gr. 

0.0006gr. 

10 ml. 

8) TDA; para demostrar la formaci6n de ácido indolpirtívico -
a partir de tript6fano, por la presencia de la enzima tript6fano dea -

minasa. El ácido indol pirfivico produce un color caf~ en presencia de 
cloruro f~rrico. ( 82 ) 

~-CH2 
•NH 1 2 
.C - COOH 

H •N 

L. -Tript6fano 

·o 
11 

CH 2 - C - COOH~~~~~9 

Indol pirtívico •Desaminaci6n Indol 

T~ipt6fano (Sigma Chemical Company) 
Extracto de levadura (Oifco Laboratories) 

NaCl (J.T. Baker) 

Na2HP04 (J.T. Baker) 

PBS 

o. 2 
0.3 

o.s 

0.1 

10 

gr. 
gr. 

gr. 
gr. 

ml. 

Agregar el reactivo posterior a la incubaci6n antes de interpretar el -

resultado. 

Reactivo 

Cloruro f€rrico (Sigma Chemica1 Company) 

Agua desti1ada 

10 gr. 

100 ml. 
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Reacción positiva: Formaci6n de color caf~. 

Reacción negativa: No se produce cambio: color amarillo. 

9) IND; para determinar si un organismo es capaz de desdo -
blar la mol~cula de tript6fano dando corno resultado la formaci6n de 
indol y que en presencia del reactivo de Kovack forme un complejo co­

loreado rosa. 

IND (94, 52, 41, 88) 

·t¡rn 
- 2 

~C,112 
L-TriptCSfano 

C COOH 
l 
H 

o 
f"'t--n 11 
~CH2 - C -

:Indo1piravico 

.A--,, CH
2

CHO 
~H 

andolacetaldeh!do 

l""'t---, CH2COOH 
~NH 

Acido indol acético 

( indol acetato 

Decarboxil.aci6n 

~H3 

COOH 

Escatol {metil indol) 

Tript6fano {Sigma Chemical Company) 

NaCl (J.T. Baker) 

Peptona {Difco Laboratorioes) 

PBS 

(Q 
Oesaminaci6n Indol 

O. 4 gr. 

0.5 gr. 

0.5 gr, 

10 ml. 

Antes de interpretar la reacci6n agregar el reactivo poste -

rior a -la incubaci6n. 
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Reactivo 

Alcohol am!lico o iso 

Amílico (J.T. Baker) 

p-dimetil aminobenzaldehído. 

( J .T. Baker) 

HCL (J.T. Baker) 

150 ml. 

10 gr. 

50 ml. 

Prueba positiva: Un anillo rojo en la superficie del medio 

Prueba negativa: No se produce color. 

10} VP;Para detectar si a partir de la fermentaci6n de la 
glucosa la bacteria es capaz de producir un producto final neutro, el 
acetilmetilcarbinol (aceto!na) que con la presencia de KOH y naftol­

de un complejo de color rosa. (54, 55, 56.) 

2 Piiuvato 

aceto!na 

(acetilmetilcarbinol) 

+ 
2 co 

Peptona (Oifco Laboratories) 

Creatina (Sigma Chemical Company) 

Glucosa (Sigma Che~ical Company) 
K2HP04 (J.T. Baker) 

PBS 

0.7 gr. 

o.o gr. 

2.0 gr. 
0~5 gr. 

10 ml. 

Posterior a incubaci6n agregar los reactivos en el siguien­

te orden para realizar la interpretaci6n. 

Reactivo 
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a) o<.-· naftol (Sigma Chemical .Companyl 

alcohol et!lico 

( absoluto ) (J,T, Baker) 

b) Hidr6xido de potasio (J.T. 'Baker) 

Agua destilada 

5~9 gr. 

100 ml. 

·40 gr. 

100 . ml. 

Reacci6n V.P. positiva: Color de- rcisado a-rojo 

Reacci6n V.P. negativa: Color amarillo - cobrizo. 

11) GEL; Para determinar 18 producci6n de enzimas de tipo­
proteolítico (gelatinasa) que licuan la gelatina liberando un pro -
dueto negro difuso. (59) 

Polip!lptidos 

Gelatinas a 

Polip~ptidos + a2o~Amino§cidos individuales 

Peptidasas 

a) Gelatina nutritiva (Difco) 

Carbón inactivado (Sigma Chemical cornpany) 

Agua 

7.5 gr. 

1.5 gr. 

SO ml. 

Hacer hervir la mezcla de gelatina dejar enfriar, dejar 

que la gelatina se endurezca en la siguiente soluci6n. 

medio. 

b) Formaldeh!do (J.T, Baker) 

carbonato de calcio (J.T. Baker) 

Cloruro de sodio (J.T. Baker) 

Agua destilada 

Positivo: Presenta una nube negra. 

10 ml. 

1 gr. 

0.9 gr. 

90 ml. 

Negativo: No se observan partículas libres de carb6n en el 
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12) ... GLU,)lA~;.INO, SOR, ~HA, s~c.·MEL,.1;Y; ARA; ~ara deter­
fenítehtaC:i6n(deg'radaci611),de ¡¡~>~.lrb6hidra1:o ~specífico ·in -

a'--~~· ~~.c:.~-.:~~;~:\.~~~:,~_::~-;~-;~:~~-~:~~~~~s-.~-~.~-4~>-~:~~:~._b;J?~§~~~.---~·::,~-~' ,·:¿~-ri!re~Je'·n·te·. caida 
. ,, -::'.;'. -· _.,~ ·'~:·, ::-',:.~·: fr:::.: -::· ,,;, .,.,_ ... :-;t/· , .7:, .. --·;';::"-- - --, . .-_; -::: , .. ~-- -e;:_:~- -- ... :.< , ,,_. , ~.::-:: ~ .. ·-::.: ·<:<'·;~- :·:· ~--

-- _,_:·'.:/ __ ,..,. __ . ,:~·L'°:"· ·> ". -;-:_,.,__ -·.::1,}·_o:;:;_·,·: ;~X:t ..:;, .. < ·>·---' ''-:'-.. :~:~---.':r;·:_,-. ::;;;_· -·:'_~~ 

sacarosa,. ~:~:~f~;~~~~~{~l~i~~~!i·~~?t}#d~~~t~'~i~t~~·~:;3.~~Jé~~~j·~ ramnosa, 
. -.':- ,_._, :·.~~-~\,,:T::~~;:,-:·; ---.:_::::;;~·::--,.-~..__, - '::.'-'.'~i-~~;-- '/;_~,~-> «:-;.:~ :~: ,'.. ._-;· -

. Peptona (Dif~o Liib~rator'Íes} '.' : .. ::''> .:f~¡¡ •;r\'.~ ;¡·;: '.i 
NaCl (J.T.·Baker~ '.,' . z:.::·,,,~ ...... • ctt·'''·,•gr.< 

K2HPo 4 (J.T, Bak~rJ.;,."''Y•c~.J; •. Xo.~o3~:~gl",,.•.·· 
Carbohidrato (Sigma Ch~m:i.c;;1 ·cDl11.l'an}'J •2 io ;.\"ligi-.; 
Azul de bromotimol (Sigma•·chemicat·; · 
Company) O. 008 · gr .. 
PBS 10 ml. 

Positiva: Acido (amarillo) 
Negativo: Alcalino (azul) 

1·3) ESC; Para determinar la facultad de un organismo de hi 
drolizar el gluc6sido esculina en esculetina y glucosa. (67, 28, 50 
29) • 

C~20H o O 

H\~OH ~)' 
HO H 1--1 ~ 

OH 

HO,ryo)~O 

0~ HO~O 
AJv;"+ 

HO 

Esculina (Sigma Chemical Company) 

Citrato férrico .(Sigma Chemical Company) 
Citrato amonio (Sigma Chemical Company) 
NaCl (J. T. Baker) 
K2HP0 4 (J.T. Baker) 

H OH 

0.5 gr. 

0.025 gr. 
0.025 gr. 
O. B gr. 
0.01 gr. 



KH2PO 4 (J .T. Baker) 

PBS 
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0.01 gr. 

10 ml. 

Prueba positiva: Presencia de un color negro. 

Prueba negativa: No se produce enegrecimiento del medio. 

14) FEN; para demostrar la capacidad de una bacteria de de­

saminar la fenilalanina en ácido fenilpirQvico por actividad enzimá -

tica; con la consiguiente acidez, la cual se detecta can un reactivo 

de cloruro fárrico formando un complejo de color verde. (31) 

CH -COOH 
1 
NH2 :¡. 1/20 

- 2H 

F lavoprote!na O
-c·-

2 11· 
o 

"'-

COOH 

+· NH 
Amoniado 

Acido fenilpirdvico. 

Fenilalanina (Sigma Chemical Company) 0.2 gr. 

Extracto de levadura (Difco Laboratories) 0.3 gr. 

Cloruro de sodio (J.T. Baker) 0.5 gr. 

0.1 gr. 

PBS 10 ml. 

Prueba positiva: Formación de un color verde. 

Prueba negativa: No se produce cambio de color. 

15) MAL; para detectar si un microorganismo es capaz de uti­

lizar malonato de sodio como fuente de carbono, con la consiguiente 
aicaiinidad. (65) 
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Piruvato 

Ácetilf coenzi.;a A 

'oxalaCe!tato 

Malato 

' j, . 
Ci_trato~· 

Cis' """". Aconitato:· 
.· ... i ···•. i ... 

Fumarat9 :-- _____ _ .- :rsoci trat·o ir:-· .. . ' 
- -:- ------ succinato '. .... 

' ;/> .• • .... 
~ ~- ·cetog1_utclrato ..· ... •. '· ·- ... : 

Xnhibici6n del malonato 

Extracto de levadura (Difco Laboratories) 

Sulfato de amonio (J .T. Baker) 

(J .T. Baker) 

NaCl (J.T. Baker) 

Malonato de sodio (Sigma Chemical Company) 

Glucosa (Sigma Chemical Company) 

Azul de bromotimol (Sigma Chemical Company) 

Prueba positiva: Color azul claro a intenso 

O.l gr. 

0.2 gr. 

0.06 gr. 

0.04 gr. 

0.2 gr. 

0.3 gr. 

0.025 gr. 

0.0025 gr. 

Prueba negativa: No hay cambio de color (verde - amarillo) 

16) ADO y RAF adonitol y rafinosa (ya mencionado el objeti­

vo y material para los carbohidratos) 

17) OXI; para determinar la presencia de la enzima citocro -
mo oxidas a ( 4 4) 

Peptona (Difco laboratories) 

NaCl (J.T. Baker) 

PBS 

0.5 gr. 

o.s gr. 

10 ml. 
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Para la interpretaci?n--d.e reSU;ltados--,-: es-. necesario agregar -

el reactivo posterior a la incubaci6n· •. -

Reactivo 

N N Tetrametil p-fenileridiamina (Sigma Chernical Company)O.lg 

PBS 10 ml 

Prueba positiva: Color rosado, marr6n y finalmente negro. 

Prueba negativa: No se produce cambio de color. 

18) NIT; para demostrar la capacidad de una bacteria de redu­

cir el nitrato en nitrito o en nitrógeno libre. (5, 20) 

Nitrato Nitrito 

Extracto de carne (Difco Laboratories) 

Peptona (Difco Laboratories) 

Nitrato de potasio (K 2No 3 ) (J.T. Baker) 

PBS 

0.3 gr. 

0.5 gr. 

O.l gr. 

10 ml. 

Posterior a la incubaci6n agregar el reactivo A y el B; 
interpretar el resultado. 

Reactivo A. 

o\- naftilamina (Sigma Chemical Company) 0.5 gr. 

dimetil alfarnetil amina (Sigma Chemical Company) 0.6 gr. 

En ácido acético (5 N) 30% 

(J .T. Baker) 

Reactivo B. 

100 ml. 
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Acido-... sulfanílicá. :_.C~c;:id~ ·para amino· 

. benceno si.í1~6ni.Co) C/;T; B·a~er)( o.s·gr. 

Acido aé::€otic6{ii~:oíi.'(JjT;i B!lker) .. . 100 ml. 

::::i]iiílilll~~~¡¡~~·.{i~' ··'"'""''. 
•·.Bsterilfza·ci6n\de•: lós••süsúlitós·.:-.;:r;¡,:s:medias·: i:fo !'&~~tivo · -· 

óNP G , An:::·:~:_·_·~:~-~-;~~~--~i;-2~T ·;Ü~~~i-~~J;J¡:~;:~.if ~-~;Ji~B~~~-:~=~;;~~~~~~~~,y~~~~~;~~~;t~:f~ i~if ,~,~:r~~n- :~-~ r :· ~ 
fil trac.i.6Ji:i·· :: ·· c.···. .· .¡:·.:·.····.·· -• •······ ·:c·)'_•;e ;'.i:;~_ ·f ; _ ,,, 

-c·iT ·!·_-_.,~-2-~:~:_--:·T~-~ ~,·;,:1Nb .. ~.>s-~: ~~-t~·:;;¡-ii~~--;~;:¿~i: e'h-:-~~t·ci-c1¡v~----~·a- ·.,.121 ·e, 
por 15 miri. a 15 -libras de presi6n. 

GEL. Se esteriliz6 con vapor cir_Cula~te~ 

Estandarizaci6n de un macrom~todo.- Se utilizaron las 20 -

pruebas del sistema API 20 E. Se probaron varias fórmulas para cada -

medio, con el fin de seleccionar la que permitiera detectar la reac -

ci6n en 24 horas y fuera más sensible. 

Estandarizaci6n del micrométodo.- Las f6rmulas más sensi 

bles obtenidas en el macrométodo se utilizaron en el desarrollo del 

sistema miniaturizado. 

Método de secado.- Fueron usados dos sistemas para la des -

hidrataci6n de los sustratos, evaporaci6Il - vacío a 60ºC con una pre-

si6n de 10 libras durante Z horas y liofilizaci6n por 2 horas. (53,91) 

Conccntraci6n de sustratos.- Se determin6 la concentraci6n 

6ptima de sustrato para obtener una reacci6n colorimétrica visible a -

las 24 horas de incubaci6n a 37°C. (42) 

Volumen 6ptimo de los sustratos para su desecaci6n. Se de -
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termin6 el volumen 6ptimo de medio de cultivo para cada prueba, el 

cual permitiera un aspecto aceptable posterior a la deshidrataci6n 

semejante a la formaci6n de una película en el microtubo. Los sustra­

tos fueron depositados en placas de poliestireno. 

Con el objeto de determinar que volumen es el más adecuado­

para obtener una película homogénea del sustrato desecado, se lleva­

ron a cabo pruebas con volumenes de 100, SO, 25, 10 y 5 uL. Se obtu­

vo el peso seco constante de los sustratos, posterior a la deshidra­

t~ci6n por ambos sistemas. Los sustratos fueron resuspendidos con 

soluci6n salina est~ril y la concentraci6n fue leida en un espectro­
fot6metro (Gilford 250 Instrument). 

Preparaci6n del in6culo.- A partir del:-.. un cultivo puro, -

crecido .en agar Me Conckey de 24 horas, se tomaron varias colonias -

para preparar una suspensión en solución salina 0.85% estéril, pH 7, 

ajustando al estandar de Me Farland 0.5 equivalente a 2 x 108 UFC -

/rnl. 

Reproducibilidad de las pruebas.- Cada uno de los medios -

ya deshidratados fueron probados 36 veces tanto con cepas control 

positivas como negativas. 

Procedimiento para llevar a cabo la identificación.- Se 

prepararon placas, cada una de ellas con los 20 sustratos, las cua 

les fueron inoculadas con 100 ul de la cepa problema. En forma simu! 

tánea se inoculó el API 20 E; y el sistema en tubo de medios conven­

cionales. Los medios para ADH, LDC, ODC,H 2s y URE fueron cubiertos -

con aceite mineral, ya que las reacciones se efectuaron mejor en con 

diciones anaer6bicas. Todos los equipos se incubaron a 37°C durante 

24 horas. 

Identificación.·- Oespu~s de 24 horas de incubación los re­

sultados de las pruebas bioquímicas fueron interpretados en un códi­

go num~rico en el libro de identificación del API 20 E. 
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VI) Modificaci6n de los- sustratos. - El níímero de pruebas y -

algunos sustratos del sistema API 20 E fueron modificados de acuerdo a 

factores tales como mejor informaci6n para la identificaci6n de género 

y especie (89, 32, 34, 66), mayor estabilidad del sustrato, más barato 

y de fácil disponibilidad de materia prima. Se determin6 la concentra­

ci6n 6ptima de los nuevos sustratos y se prob6 la reproducibilidad de 

cada uno de ellos con cepas control tanto positivas como negativas. 

VII) Diseño de la placa.- Se utilizaron 3 diferentes series 

de·microtubos de poliestireno. (37) 

l.- Tubos con fondo plano, con un diámetro de 7 mm. y 12 mm 

de longitud. 

2.- Tubos con fondo en punta, diámetro de 5 mm y 4.5 mm de-

longitud. 

3.- Tubos con fondo en forma U, con un diámetro de 5 mm y -

20 mm. de longitud. 

2 mm., 

\ 

Con una distancia entre cada uno de ellos de aproximadamente 
lo que permita que la suspensi6n sea inoculada con multipipeta. 

VIII) Análisis estadístico.- Se utiliz6 el índice de concor -

dancia de Kappa, analizando primeramente la reproducibilidad de cada­
uno de los sistemas con las siguientes cepas de referencia: Klebsiella 

Pneumoniae ATCC 134883, Enterobacter cloacae ATCC 13047, Proteus 
vulgaris ATCC 13315 y ?seudomonas aeruginosa ATCC 10145 y posterior­

mente a la correlación. (38,6) 

En el análisis de concordancia se compararon el microrn~todo 

INNSZ con el sistema convencional y el API 20 E. 

IX) l·1étodo de conservaci6n del producto terminado.- Las 

placas se envasa~on dentro de una bolsa de polipropileno aluminizado- 1 

con un desecante, en este caso usamos gel de silica. Un lote se guar­
dó en refrigeración a 4ºC y otro paquete a 42ºC. Se evalúo la activi-
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dad de cada uno Qe los sustratos resuspendiendo cada semana con cepas 
de referencia que presentan tanto actividad positiva como negativa 
(37). 
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RESULTADOS 

a) Método de secado.- La estabilidad del sustrato se pudo -

lograr utilizando como método de secado la liofilizaci6n. 

Con el de evaporaci6n vacío solo se pudo lograr un mejor­

aspecto siendo este muy similar a una película fina adherida a la pa­

red del microtubo. 

b) Evaluaci6n del sistema de secado.- En la tabla 2 se mues­
~ran los resultados obtenidos en el espectrofotocolorímetro, probando­
la estabilidad de los sustratos utilizando ambos sistemas de secado -

evaporaci6n - vacío y liofilizaci6n. 

e) Obtenci6n de la concentraci6n 6ptima del sustrato.- Para­

obtener una reacción calorimétrica visible a las 24 horas de incuba -

ci6n, en la mayoría de los casos fue necesario incrementar la concen­

tración de sustrato al doble y en otros hasta 10 veces más a la habi­

tualmente usada en macrométodo. {Tabla 3) 

d) Determinación del volumen óptimo de·medio de cultivo. -

El volumen 6ptimo de medio de cultivo para obtener un aspecto similar 

a una película posterior a la deshidrataci6n fue de 10 ul. 

Con los otros volurnenes probados, el sustrato deshidratado se espar-­

cia en todo el microtubo. 

e) Reproducibilidad de las pruebas.- Durante la estandari -

zación de todos los sustratos probados con microorganismos de referen­

cia de la ATCC encontramos un 100% de reproducibilidad para cada uno 

de ellos, probados 18 veces. La reproducibilidad de los dos sistemas 

de identificación utilizando cepas de referencia mostraron un valor 

de K=. 85 (Tabla 4) 

Comparando el sistema de medios convencional (A) con el mi -

crornétodo INNSZ (C) encontramos un índice de concordancia de Kappa 

0.82 con un valor de p = 0.001 (Tabla 5) 
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El sistema API 20 E (B) y el sist'ema:minl~turizado INNSZ (C) 

mostr6 una concordancia de K=0.81 y una p = 0.001 (Tabla 6) 

II.- Modificaci6n de sustratos.- De acuerdo a varios facto­

res, corno información proporcionada para la diferenciación de g~nero y 

especie, disponibilidad y costo de materia prima, y estabilidad del 

sustrato se realizaron algunas modificaciones. 

Se sustituyeron algunos sustratos y se incluyeron otros ce -

rno en el caso de tript6fano, el cual fué sustituido por fenilalanina -
ya que, independientemente de identificar la tribu Proteae, nos ayuda -

a diferenciar la especie de Enterobacter aqqlomerans y Enterobacter 

sakazaki que muestran actividad positiva comparados con las otras es -

pecies de Enterobacter. 

Amiqdalina es un sustrato cuya disponibilidad es difícil por 

ser una sustancia carcinogénica y que prácticamente la informaci6n 

que proporciona en la diferenciación tanto de género como de especie -

no depende exclusivamente de esta prueba. Esto a1tirno también es apli­

cable para melobiosa. 

La gelatina es un sustrato que presenta inestabilidad en 

su actividad y que puede ser sustituido por un carbohidrato como ra 

finosa que nos diferencia principalmente las especies de Serratia, 

siendo -ª..:._ marcenses negativa, ~ liguefaciens y §..=... rubidaea positiva. 

Además es Otilen la especiaci6n de el género Citrobacter, siendo c.­

amalonaticus y C. freundii positivo y C. diversus negativo. En la di­

ferenciación df~ especie en este género también se requiere de otras -

pruebas como utilizaci6n de malonato y fermentaci6n de adonitol; este 

Oltimo es una prueba clave en la diferenciación de especie de Provi 

dencia, no mostrando actividad sobre dicho sustrato P. ·stuarti pero 

si P. rettqeri. Malonato es un sustrato que proporciona aan más in 

formaci6n en la diferenciación de especie del género Klebsiellae y 

Serratia, siendo una prueba muy importante en la clasificación de Sal­

monella y Arizona. 
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La esculina otro sustrato·m4s que contribuye en la agrupa 

ci6n de las diferentes especies de Enterobacter y Serratia, es una 

prueba importante en la diferenciaci6n de Yersinia enterocolitica que 

no muestra actividad sobre dicho sustrato y de Yersinia frederiksenni 

que da una reacci6n positiva. 

Las pruebas de nitratos y oxidasa son demasiado importantes 

en la detección de dos características elementales de la f arnilia ~ 

robacteriaceae. 

La determinaci6n de la concentraci6n 6ptirna de sustrato 

para obtener reacci6n colorim~trica visible a las 24 horas con los 

sustratos introducidos al nuevo sistema de pruebas, rnostr6 resultados 

similares a los ya mencionados para las pruebas anteriores (tabla 7), 

con un 100% de reproducibilidad con las cepas control. Probadas 18 v~ 

ces. 

III) Diseño de la placa.- Los rnicrotubos con fondo en forma 

de U mostraron los mejores resultados, ya que permitían observar toda 

la reacci6n a lo largo del tubo. 

En los tubos con di&metro de 7 mm. y fondo plano no fué po­

sible visualizar la reacci6n en su totalidad por el di~metro tan gran 

de y el volumen tan pequeñb que se usa. 

La ultima serie de microtubos probados, con fondo en punta, 

·mostró varias desventajas, como la formaci6n de burbujas en el mamen-

to de la resuspensi6n del sustrato. (Fig. 1.) 

El orden de los sustratos de nuestro sistema desar"rollado 

ya modificado es el siguiente: Adonitol, arabinosa, glucosa, inositol, 

rnanitol, rafinosa, rarnnosa,sacarosa, sorbitol, arginina, lisina, orni-

tina, fenilalanina, indol, esculina, H2 s, urea, ONPG, VP, utilización 
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de citrato, utilizaci~n· de rnalonato; nitratos, oxidasa. El tubo namero 

24 se emplear~ para el control de crecimiento. Este orden solo facili­

ta el trabajo del laboratorista. 

Sistema de almac~n.- Analizando la estabilidad de los sustr~ 

tos, a trav€s del tiempo, hemos podido observar que 19 de 20 de los 

sustratos, almacenados en refrigeraci6n aan muestran estabilidad a los 

10 meses, excepto la gelatina. (Tabla 8 ) Sin embargo, en las mismas -

condiciones de alrnac~n, pero a 42ºC, se observó que la actividad de -

las bacterias sobre algunos sústratos como lisina, ornitina,arginina, 

glucosa, melobiosa, arabinosa y ramnosa no pudo ser determinada despu~~ 

de 2 meses de almacenamiento a esta temperatura. (Tabla 9 ) 



Materia prima 

Prueba 

Adonitol 

Arabinosa 

Glucosa 

Inositol 

Manitol 

Rafinosa 

Hamnosa 

Sacarosa 

Sorbitol 

Arginina 

Lisina 

Ornitina 

Fenilalanina 

Indol 

Esculina 

Acido sulfhídrico. 

Urea 

ONPG 

V-P 

Citrato 

Halonato 

Nitratos 

Oxidasa 

Placa de policstireno 

Total 

ANALISIS 

Produciendo 5 000 placas por día 
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DE COSTOS ( Hicrométodo ) 

Precio por prueba 

$ 45.18 
10.28 
1.36 
4.21 
1.90 

15.20 
45.15 
l. 77 
1.40 
3.20 

1.73 
7.50 
0.90 

3.27 
ll.00 
1.87 
0.75 

20.50 
7.17 
1.35 
1.00 

1.45 
1.57 

10.00 

$ 199.75 por placa 

Total $ 1 000 000 .oo (!Or día. 
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Mano de obra 

Personal 5 personas 

Total $ JI 200.00 

Salário-míi:iimo ·$ 6 .. 240.00- por día 

por día. 

Gastos indirectos 

Energía electrica 

Renta de local 

Agua 

_ $ - 2 667.óo _ por día 

16 667.00 

J40.00 

- " 
" 

llr. 

" 

Total $ 19 674.00 por día 

Materia prima $ 1 000 000.00 

Mano de obra JI 200.00 

Castos indirectos 19 674.00 

Total de gastos por día 1 050 874.00 

PRECIO POR PLACA $ 210.17 

Inversién inmediata aproximada $ 100 000 000.00 

Costo de micrométodo importado ~A~P~I~2~0_E-. __ ~S-'4=· 5"-('-'d"o"l"a"r"e"s'--')~. 
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ANALISIS DE COSTOS ( Macrotecnica ) 

Materia prima 

Prueba Precio- por prueba 

Adonitol 

Arabinosa 

Glucosa 

Inositol 

Manitol 

Rafinosa 

Ramnosa 

Sacarosa 

Sorbitol 

Arginina 

Lisina 

Ornitina 

Fenilalanina 

Indol 

Esculina 

ttzs 

Urea 

ONPG 

V-P 
Citrato 

Halonato 

Nitratos 

Oxidasa 

Tubo de vidrio ( 1 ) 

Total por juego de pruebas 

$ 684.5 
155.0 
4f.2. 
6J.25 
28.50 

2JO. JO. 
684.0 
26.JO 
21.20 
48.40 
J9.0 
Jl.95 
27.27 
12.50 

162.0 
12.5 

22.72 
621.z1 
217 .2 
- 29.0 
JO.JO 
4J 0 9J 

1.57 
194.0 

$ 7 :io7.80 

Elaborando 100 juegos por día Total $ 730 780.0Ó 
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Personal 
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5 personas 

Total S 31 200~00 por día 

Gastos indirectos 

Salario mínimo $ 6 240.00 

Energía elcctrica 

Henta del local 

Agua 

$ 2 667.00 por día 

16 667.00 

340.00 

Total $ 19 674.00 por día. 

Ha te ria prima 

Mano de obra 

Gastos indirectos 

Total de gastos por día 

$ 730 780.00 

31 200.00 

19 674.00 

$ 781 654.00 

" 
" 

Costo por juego de pruebas $ 7 816.00 

" 
" 
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ORGANISMO 

Escherichia coli 

Shigella sonnei 
Shigella dysenteriae 

Citrobacter freundii 

Salmonella E.E.E. 
Salmonella .!2'.J!Ei. 
Arizona 

Klebsiella pneumoniae 
Klebsiella oxytoca 

Klebsiclla ozaenac 
Enterobacter aerogenes 

Enterobacter cloacac 

Enterobacter sakazaki 
Serratia marccscens 

Serratia liqucfaciens 
Serratia odorífera 

Proteus mirabilis 

Proteus vulgaris 
Morganella morganni 

Providencia rettgcri 
Edwarsiella tarda 

Yersinia enterocolitica 
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·· ... No. DE AISLAMIENTOS 
.IDENTil'ICADOS. 

28 

1 
.L 

iz 
7 
6. 

l 

7 
5 

l 

2 

7 
l 

4 

8 

2 

10 
1 

7 
2 

l 

8 

·TABLA 1. - RESUMEN DE 122 AISLAMIENTOS CLINICOS DE. ENTEROBACTERIACEAE 

IDENTIFICADOS EN ESTE ESTUDIO. 

1 

1 



PLACA 

SUSTRATO LIQUIDO 

SUSTRATO DESHIDRATADO 
(LIOFILIZACION) 

SUSTRATO DESHIDRATADO 
(EVAPORACION-VACIO) 

HUMEDAD 
(PESO)* 

4.3940 

4.0510 

4.0100 

ABSORBANCIA DEL 
SUSTRATO HIDRA­
TADO + 

0.018 

0.018 

o.ooo. 

REACCION DEL 
.SUSTRATO ++ 

N.D. 

100 

o 

TABLA 2.- EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE LOS SUSTRATOS POSTERIOR AL METODO DE SECADO. 

* GRAMOS 

+ UNIDADES DE ABSORBANCIA LEIDAS A 450 11l'l. 

.... 
"' 1 

++ LA REACCION DEL SUSTRATO SE MIDIO POR LA CAPACIDAD DE SER UTILIZADO POR CEPAS DE REFERENCIA, 

MOSTRANDO POSITIVIDAD DADA EN PORCENTAJE. 

N.O. NO DETERMINADA. 



CONCENTRACION DEL SUSTRATO 

PRUEBA 

ONPG 

AMINOACIDOS 
(ADH ,LDC,ooc·,TDA) 

CIT 

H:t-S 

URE 

IND 

VP 

GEL 

Carbohidra tos 
(GLU,MAN,INO,SOR,RHA, 
SAC,MEL,AMY,ARA) 

<MACRO METO DO+ 

'0.2%(+) 

l. 0% (+) 

o. 3% (+) 

o. 008% (+). 

0.8%(+) 

l. 0% (+) 

l. 0% (+) 

15% (+) 

1% (+) 

•MICROMETODO+ 

1);2%(+) 

.1%(-) 2%(+) 

0.3%(-) 0.6%(-) 0.9%(+) 

0.008%(-) 0.016%(-) 0.032%(-) 
0.64%(-) 0.08%(+) 
o. 8% (-) 2% (+) 

1%(FALSAS +) 0.4%(VERDADERAS +) 

1% (-) 2% (+) 

15% (-) 10% (-) 5% (-) 1% (+) 

1% (-) 2% (+) 

TABLA 3.- CONCENTRACION OPTIMA DE SUSTRATO PARA OBTENER UNA 
REACCION COLORIMETRICA VISIBLE A LAS 24 HRS. DE INCUBACION A 37°C 
*CADA PRUEBA SE REALIZO 18 VECES. 
+LA CONCENTRACION DEL SUSTRATO PARA LA REACCION BIOQUIMICA ESTA 
DADA EN, POR CIENTO. 
+EN PARENTESIS SE MUESTRA EL RESULTADO POSITIVO (+) O NEGATIVO (-) 
DE LA REACCION. 
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MICROMETODO INNSZ 

E. AEROGENES 

"' 5 
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P. AERUGINOSA ;! 5 

"' ... 
P. VULGARIS Cl1 

H 4 1 
Cl1 

TABLA 4.- REPRODUCIBILIDAD DE LOS DOS SISTEMAS MINIATURIZADOS EN LA IDENTIFICACION 
DE BACTERIAS, PROBADAS 5 VECES CON 4 CEPAS DE REFERENCIA. 

INDICE DE KAPPA K=0.85 P =0.001 
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"' 
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E. coli ·28 

s. sonei o ·1 
s. dysenteriae o 1 

c. freundii 12 
Salmonella sps 6 i 
s. typhi 6 
Arizona 1 1 
K. pneumoniae 7 il 
K. oxytoca 5 
K. ozaenae l .... 
E. aerogenes 7 2 '° E. cloacae ·l ·O .1 1 

E. sakazaki 1 
s. rnarcescens •l ,4 3 1 

s. liquefaciens 3 4 l. 
s. odorífera 1 ¡ 
P. mirabilis ,9 l. 
P. vulgar is ¡ 
M. margan ni " p. rettgeri 2 

Edwarsiella tarda 1 
Y. enterocoli ti ca ·a 

TABLA 5.- CONCORDANCIA ENTRE EL MACROMETODO (A) y EL MICROMETODO 
INNSZ (C) . 
INDICE DE KAPPA K=0.82 p=0.001 
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E. coli .:8 

s. sonei o l 
s. dysenteriae o 
c. freundii 10 1 l 
Salmonella sps 6 
s. typhi s 1 
Arizona 1 2 
K. pneumoniae a 
K. oxytoca 5 1 
K. ozaenae 1 
E. aerogenes 6 3 "' o 
E. cloacae o 2 
E. sakazaki ], 

s. marcescens 4 5 
s. liquefaciens 4 3 1 
s. odorífera l 
P. mirabilis 8 1 
P. vulgar is 1 
M. morganni 7 
P. rettgeri 3 
Edwarsiella tarda 1 
Y. enterocol.itica 8 

TABLA 6.- CONCORDANCIA ENTRE EL MICROMETODO API 20 E (B) y EL 
MICROMETODO INNSZ (C) 
INDICE DE KAPPA K=0.81 p= 0.001 



.e o N e E N T R A e r o N 

PRUEBA MACROMETODO 

ADONITOL 1 (+) 

ESCULINA o. 5 (+) 

FENILALANINA 1 (+) -

UTILIAZACION o. 3 (+) 
MALONATO 

NITRATOS 0.1(+) 

RAFINOSA 1 (+) 

- 51 -

D E L · S ti S T R A .T O 

-_ MICROMETODO 

- 1(-):· .. 2(+) 

005('-) l.(+) 

lC:-l 2(+) 

- 0.3(-) 0.6(-) 0.9(+) 

0.1(+) 

1(-) 2(+) 

TABLA 7.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE NUEVOS SUSTRATOS PARA 
OBTENER UNA REACCION COLORIMETRICA VISIBLE A LAS 24 H. de incubacion a 37ºC. 

+LA CONCENTRACION DEL SUSTRATO PARA LA REACCION BIOQUIMICA ESTA DADO EN POR­
CIENTO. 



1 
1. 

SUSTRATO 
ONPG 

AMINOACIDOS 
(LDC, OCD, ADH, TOA) 

IND, URE, CIT, H~S, 
V.P. 

GEL 

CARBOHIDRATOS 
(GLU, MAN, INO, SAC, 

MEL, AMY, ARA) 

100%"· --·· 

100% 

100% 

1.00% 

100% 

. 100% 

100% 

l00% 100% "100% 100% 

100% 33.3% 66. 6% 100% 

100% 100% 100% 100% 

TABLA S.- ESTABILIDAD DE LOS SUSTRATOS EN CONDICIONES IDEALES DE ALMACENAMIENTO* 

~ REFRIGERACION 4°C, BOLSAS DESECANTES. 
LOS SUSTRATOS FUERON PROBADOS CADA SEMANA CON CEPAS DE REFERENCIA. 
EL VALOR INDICADO REPRESENTA EL % DE POSITIVIDAD DE NUEVE PRUEBAS. 
REALIZADAS POR SUSTRATO. 

10 

100% 

100% 

100% 

"' 66.6% "' 
1 

100% 



PRUEBA 

ONPG 

AMINOACIDOS 

(I~oc, OCD, ADH) 

IND, TOA, URE, CIT, H~S 

V.P. 

GEL 

GLU, MEL, ARA, RHA 

SOR 

SAC , INO , AMY 

100.% loo%. 

100% 100% 

100% 100% 

100% 100% 

100% 100% 

100% 100% 

f1.. ',E 

2· 

-·-.:..._::_· ·-:_;_:, 

... );ioo(,' 

N.O •. N.O. 

66. 6% 33.3% 

N.O. N.n. 

100% 100% F.P.66.6% 

100% 100% 

TABLA ·~.- ESTABILIDAD DE LOS SUSTRATOS ALMACENADOS EN ENVASES ADECUADOS * A 42°C. 

N.O. NO DETERMINADO. 
F.P. FALSAS POSITIVAS. 

* BOLSAS DE PROPILENO ALUMINIZADO Y DESECANTE GEL DE SILICA 
LOS SUSTRATOS FUERON PROBADOS CADA SEMANA CON CEPAS DE REFERENCIA. 
EL VALOR INDICADO REPRESENTA EL % DE POSITIVIDAD DE NUEVE PRUEBAS 
REALIZADAS POR SUSTRATO. 

4 

100% 

N.D. 

100% 

N.O. 

33.3% 

N.O. 

100% 
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DISCUSIOl'I 

- -

En años reCient8s se h~n·::.·a~·~a-~r~11·a:ao ,'.al~u~~:»s_<-si·~~~-mas mi-

niaturizados para sustituir .ª .·Ío~_._y·a· ~ci~oCi·d~~--~---~ara·.-::
7

1-~,:-:i:~~~il.·~:;~~-~~¡-~n. 
bacteriana. Dentro de estos· siStemas·, -que:- h~n-_ ~i~o_-~~P:1ia~e,~t-~~- -~y_a:l.1:1~ · 
dos Y comparados entre sí, se destaca el sistema API 20 E p~r su alta 

reproducibilidaa y confiabilidad. Por tal motivo nosotros elegim?s e~ 

te rnicrométodo para tratar de reproducirlo. 

Una de las principales ventajas con que se cuenta al utili­

zar rnicrom~todos es la conservaci6n de los sustratos por largos per!6 

dos ya que se encuentran deshidratados. Se conoce un gran nGmero de 

técnicas de secado, pero para nuestros fines y dadas las caracter!s 

ticas del micrométodo se decidi6 ensayar con evaporaci6n vacio y lio­

f ilizaci6n; al comparar tales técnicas se observ6 que la liofilizaci6n 

era la que redituaba mejores resultados, esto confirma una vez más 

que este método continGa siendo el de elecci6n para la deshidrataci6n 

de medios de cultivo. (42) 

Un punto importante de los sistemas miniaturizados es el po 

der leer la reacci6n bioquímica despu~s de 24 horas de incubaci6n, lo 

que se logr6 incrementando las concentraciones de cada uno de los SU§ 

tratos con respecto a las utilizadas en macrométodo. 

Uno de los problemas con el que nos enfrentamos durante el-

mo~taje del micrométodo fué tratar de mejorar el aspecto obtenido de§ 

pués de que los sustratos eran deshidratados, ya que ~ste no era to -
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talmente a_cept-_ab1e·/,~---~é" ._pen_~~ :en~::la--·pOsibilidad _de utilizar-., un encap -

sulante, ya_ ,f'u"~~a a-~ ~--i~-~-,nat~~al o sintético, pero esto nos llevaría 

a un nuevo problema, pOdría suceder que las bacterias en estudio no 

tuvieran 1a _ capa_c_idad de degradar tal encapsulante y por ende no hi 

drolizar!a·n el sustrato, con lo que obtendríamos resultados falsos n~ 

gativos. (43) Por lo que el mejoramiento del aspecto s6lo puede logra~ 

se optimizando el proceso de deshidrataci6n, con un vaciado tipo as 

persi6n y congelaci6n inmediata, obteniendo un aspecto semejante a 

una película. Cabe hacer notar que tales procesos s6lo pueden efec 

tuarse a nivel industrial. (53, 91} 

Nuestro método se diseñ6 para la identificación de aisla -

mientes de la Enterobacteriaceae, por lo que será necesario en estu 

dios posteriores utilizar otro sistema para bacterias no fermentado 

ras. 

Revisando los datos de control de calidad de nuestro siste-

ma se pudo observar un excelente grado de reproducibilidad, cuando el 

sistema es inoculado con un Mac Farland No. o.s. El porcentaje de 

discordancia con el método convencional estándar y el API 20 E fue 

muy pequeño K=0.81 y no significativo; semejante con otros estudios 

en los que se ha comparado API 20 E con el macrométodo por lo que se 

puede decir que cuando menos es tan seguro en su reproducibilidad como 

el. API 20 E. (74, 84, 95) 

Uno de los objetivos del proyecto y guizá el más importante 

fué no s6lo reproducir el Sistema API 20 E, sino modificarlo de acueE 

do a nuestras necesidades. 
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Varios fueron los factores que s'e t,?marl?ri en cuenta para mo­

dificar el microm~todo original de API -~20_ E /<á:19UiiOs-- flleron Sustitui 

dos y otros incluidos considerando además· las-coridiciones imperantes 

en los laboratorios de nuestro país •. LOS; nueVo~-- sustratos ayudan sobre 

todo en forma importante a diferencial:· ·fati ·a.1versa·s especies de los g~ 

neros Enterobacter, Klebsiella y Serratia microorganismos de gran in -

terés que deben ser identificados con precisi6n por ser algunos de los 

principales causantes de infecciones a ñivel nosocornial. (32, 34) 

En el micrométodo desarrollado se incluyeron algunas pruebas 

claves para la identificaci6n de la familia Enterobacteriaceae corno la 

prueba de nitratos y oxidasa, por considerarlas esenciales. 

Algunas de las sustancias utilizadas en la elaboraci6n de 

los medios de cultivo no son producidas en M€xico y es necesario im 

portarlas. Sin embargo a pesar de este inconveniente, el desarrollo de 

estos sistemas en nuestro medio son ventajosos. 

Nos propusimos diseñar un soporte que nos permitiera hacer -

una lectura individual y visualizar la reacci6n en su totalidad y que-

al mismo tiempo pudiera leerse en espcctrofot6metro automatizado. Esto 

se logr6 utilizando placas de poliestireno transparente con 24 micro -

tubos de 0.5 cm. de diámetro y 2 cm. de longitud cada uno; además, en 

esta serie de microtubos está incluido uno cuyo prop6sito es controlar 

el crecimiento de el microorganismo problema. Esto es importante para-

eliminar la posibilidad de registrar reacciones falsas negativas que 

pueden ser interpretadas de esta forma al no existir desarrollo de la 

bacteria. 
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El desarrollo de los sis te.mas ~e-. ·iden.t.Í.0fi·~-~C:-.ibn:~. miriiatUriz·a-

dos es sumamente importante 
~·::_;. _ . ..::·,. ~-~-. 

y conveniente_ e~---~-,:úi!St~~-(p~~~s--/-<·Ya>_c;!;ue. su -

uso no s6lo se limita a lós laboratorios clí'niCO~--~----:~s·1·~,g:;-: ¿~~~i'é-~·: 
aplicación en las industrias alim-entaria y· ':f'arrOa~~-~~--;..-~~~'.-:; ~~~~_'::~:{_· 

tiene 

control 

boratorio que requiera la identificaci6n de Erite'i:ób·act·e-ri~is·~-: ,. 
·-:.;·' "! - ~-~··. - . 

:.•.:;:,;:_; -_~'.\\'_;_-_:?_ ::: ·_~ 
-----· :'.·''} :::- . 

Por otro lado, no s6lo es posible . identificar· E"~-~~-r~-bacte 

rias por estos sistemas, sino que se han emP1eádC/~S~""'~1a- 'i:a.ci;At'ificaci6n 

y caracterizaci6n de otros grupos bacterianos como Son: cocos gram po­

sitivos, bacilos gram negativos no fermentadores, anaerobios, levadu-

ras y algunos microorganismos fastidiosos como Neisserias, Haemophilus, 

etc. También se han utilizado en la definición de biotipos y la iden -

tificaci6n de algunos microorganismos especiales. 

Hasta ahora los sistemas rniniaturizados han contado con la -

computadora, un gran aliado que les ha permitido incrementar su campo­

de acci6n y su desarrollo, con la elaboraci6n de claves para la iden­

tificaci6n basada en evaluaciones matemáticas. 

La creaci6n de modelos matemáticos hace posible determinar­

las mejores pruebas con el más alto poder de diferenciaci6n de acuer­

do con aproximaciones probabilísticas. 

El siguiente paso de este proceso es la industrializaci6n -

del micrométodo desarrollado, para lo que se requiere la elaboraci6n-

de un libro de identificación mediante la prueba de miles de cepas de 

microorganismos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. 
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Posteriormente debe etectuarse una fase de valoraci6n del sistema com­

parándolo con el m€todo convencional y el API 20 E, y otra Última que 

sería una fase abierta que se llevaría a cabo en varios laboratorios­

de Microbiología Clínica. 
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CONCLUSIONES 

l) Fu~ posible ieproducir en microlnétodo el sistema API 20 E 

2) La identificaci6n de los aislamientos probados en este es­

tudio fuá confiable tanto a nivel de género como de especie con un 82%. 

3) Los resultados de este estudio indican que el micrométodo­

INNSZ es comparable en forma favorable con los sistemas convencional y 

API 20 E en la identificaci6n de Enterobacteriaceae. 

4) Es factible que estos equipos puedan ser desarrollados en 

nuestro pais para su industrializaci6n. 
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BiarIPIFICACION POR MICROMETODO PARA IDENTIFICACION DE CEPAS DE ESCHERI 

CHIA COLI ENTEROPATOGENA ( EPEC.) oASOCIADAS A DIARREA Y CORRELACION 

CON EL ENSAYO DE ADHERENCIA A ci:Ll!LÍ>.s ~~~·. 2. 

RESUMEN 

Escherichia _coli enter~-pat69éna (EPEC) se ha considerado -

como un agente causal de diarrea· y ra adher-encia_ a c~lulas HEP -2 es -

uno de los marcadores para definir cepas pat6qenas. El objetivo del -

trabajo fu~ desarrollar un m~todo más accesible para identificar cepas 

patógenas de los serotipos clásicos. 

se estudiaron 74 cepas EPEC Serotipificadas por el método de 

aglutinaci6n en portaobjetos, de niños con diarrea y 16 de niños asin­

tomáticos utilizando un micrométodo desarrollado en INNSZ aue contie -

ne diferentes carbohidratos, el sistema de API 20 E, la oroducci6n de 

hem6lisis y la adherencia a células HEP-2. Se usaron los pro~ramas 

de Cluster y Discriminantes de SPSS para el análisis de datos y los -

biotipos fueron finalmente definidos de acuerdo a la actividad con 7 

carbohidratos y un aminoácido. 

En el análisis de discriminantes, las ceoas fueron agrupa -

das dentro de 8 biotipos además de los siguientes subgrupos; biotipo 

1 con dos subgrupos y biotipo 8 con 3. Todas las cepas EPEC de porta­

dores excepto 4 se encontraron dentro de los biotipos Ib y 7: tales 

biotipos estu~ieron si9nificativamente m§s asociados a las cepas de -

portadores que los otros biotipos { P 0.001; valor predicativo po-

sitivo 71% y valor predicativo negativo del 100%. La adherencia posi­

tiva tanto difusa como localizada a c~lulas HE -2 estuvo si~nificati­p 
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vamente asociada con los biotipos la, 2, 3, 4, 5, 6, ea. Sb y Se 

( p 0.001; vpp 77% y vpn 86% ) • 

Fué posible identificar por microm~tado bioquímico sim -

plificado los diferentes biotipos de EPEC. También se observ6 bue­

na correlación de biotipos con adherencia a células HEP - 2. Estos 

hallazgos preliminares sugieren que la biotipificaci6n es Gtil para 

la identificación de EPEC asociadas a diarrea. Sin embargo será 

necesario estudiar un mayor narnero de ceoas particularmente de aque-

llas aisladas de ~ersonas asintom§ticas. 
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INTRODUCCION 

' ' ·: ' ,) -.. ' --- : : - ' 
Las cepas de Escheri.chia .coli ~·ente~opélt6ijena·_·JEPEC) --f:Ueron-

las primeras cepas implicadas en la _e-n_ferme-¿fB.a :,:~d'i_a~~iS··ic:~\·-~ :--p~:~~{~da- .-,· 
siendo una causa importante ae gastroent·eritis .-·1~tanti'1 er1- rn\iC~as~-Pa~-­

tes del mundo. (2, 7, 8, 11) 

Los mecanismos patogánicos de la diarrea por EPEC no son 

bien conocidos. Algunos estudios de niños y animales con infecciones­

por EPEC han sugerido que la adherencia de la bacteria a la mucosa del 

intestino es importante en la inducción de la enfermedad. (3.5) 

Cravioto y colaboradores (1) reportaron que la mayoría de 

las cepas de EPEC aisladas de brotes de gastroenteritis infantil se 

ádherían en cultivo a células HE - 2 pero que esa adherencia era ra­
p 

ra en cepas no EPEC. 

Esos microorganismos son reconocidos por pruebas serol6gi-

cas basadas en el esquema propuesto en 1940 por Kauffmann sobre las 

bases de lipopolisacáridos O, flagelar H y polisacárido de antígeno K. 

En 1956 Kauffmann y Orskov revisaron los resultados de se 

rotipos de EPEC y mostraron que la mayoría o todos los serotipos de 

EPEC tenían características de biotipos, independientemente del tiem-

pode aislamiento y el pais de origen. (6, 17) 



OBJETIVOS 

- 76 -

1) Desarrollar un sistema miniaturizado para biotipificar e 

identificar E. coli enteropat6gena ( EPEC y correlacio­

narlo con el ensayo de adherencia a células HEP -2. 



- 77 -

MATERIAL Y METODO. 

Cepas del estudio.- Se estudiaron 74 cepas de EPEC aisladas 

de niños con diarrea y 16 aisladas de niños asintomáticos, obtenidas 

en el Instituto Nacional de la Nutrici6n de un estudio de incidencia 

de enteropat6genos en la comunidad de San Pedro Mártir en la ciudad -

de M~xico. Los aislamientos fueron previamente serotipificados por el 

método de aglutinaci6n en portaobjetos utilizan~o los sueros comercia­

les Bacto E coli OK antisera (Difco Laboratories. Detroit Mich) .y con­

firmados por aglutinaci6n en tubo, hecho por Dr. J. Mathewson (U. of 

Texas Medica! School At Houston) usando sueros de CDC en Atlanta, di -

chas aislamientos fueron probados además por los siguientes métodos: 

1) Microm€todo diseñado en INNSZ usando 15 carbohidratos. 

2) Sistema API 20 E ( Analytab Products, Plainview, N.Y.} 

3) Hern6lisis {agar sangre de carnero}. 

4) Adherencia a células HEP - 2 (ensayo en microcámara de 

cultivo) {l). 

sustratos.- Adonitol. L-arabinosa, D-celobiosa, dulcitol, 

N-inositol, lactosa, maltosa, D-rafinosa, L-ramnosa, salicina, O-so~ 

bitol, sorbosa, sacarosa, o-trehalosa y o-xylosa. (Sigma Chemical -

Company s. Louis. Missouri) 

Estandarizaci6n del microm~todo.- Se utilizaron los 15 car-

bohidratos en medio base constituido por peptona, cloruro de sodio, -

fosfato de potasio dibásico y azul de bromotimol en soluci6n regula-

dora de fosfatos ( PBS ) pH 7 0.1 M. 
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Los :sus'tra f(,-s ·.:'se.~ e· oi"Ocá'i-on ;:_a /co,nce_iit _ _i;~{!=iOne_S: __ 'de t-''·.-1_\_'.-:~Y: 2_%_ -;eri -. .- -··, -:·,· '·· _-;' . '. ·--- .. -· ''. - ·-·-,. -·- - '·-· 

mici-oplacas -.de· p:~_:l'-i~-s-i~~'~na··. 7(~:: PY'n~:.t:;~·-ch:,~:L'Sb'O'r.:_ ~Édf.'i~·~,·:~~:'A·i~~~.~.'-~~~f)~~---:~'~- y_a :)--· ,--
- ' -•' ' - >~: ' .•~'·•, •'"" • '-0•' L'" '• '-' 

se localizar~~.·;;rtret!'/,ºbai;<>~;ic;c ii;t~e6~,%j,.c;ip~~1~~~~·~*~~;~,~~t~11.f~k~"·-
del American:·._;Type·:.:: Cúl tUre·.:_Col leCtio1f: c6m·a'::_r:·e·fe'r·e·nc:ia'C-C-6n .. ,_;e1:+-'obj et O·.- de 

:'· _ · -·:-~ .. -:-"; ~-; -'.:_:_:~-L _:·:_~_ ·:-=--·~,~~ ;~·:.:- ,.:~~{,,:;,;;::·:-/~·::~. ·:_·_:\::,c-~i~-:;: ,·<i.~.:~ -:-::-:::;)\.·.- -~- ·-'~-:~7::'.,=·.; _._:;,~~:!,~. ~-~t:_:;;:;~_::;;'_/-;.'.'i~t~:·,:,~;;~ :.:~~;_'.~:~~:~:.:·~~~-:-::·:-~;:.:-,e-\~-'=_~, ~:. ,_. --- . 
o b sé ry a rJ. si:~, i·a ~ -,::;i-_e a Cci o n·e s.;:: de::" 1'0 s-':,C'á-r bo h id Ta _t o·s-:;:p r~o b·a do·s·k-~o:· r_re ·s ifo hd la·n 

• - .::-.:.:--: __ -- '-~~'-'"--~_,_,,: ' ·- ... · .. ::-.-- .. :,- -- -·-,- -~~· - --- -_,. .,:· ---- ';¿,~f~-;~~á-·.f"'-"·:;"G-~ -- - .... ~.~.:-'---~;::.-' -;:-, ¡;'-..'· >-,,~--- --- ·-

i ·-1~- --act(i\~_id--Él'éf~:j)'_ftJ:q·ti'íffiiCa:;: éSperáda Para é'ada ,4·g·éfí"ero :·"~- __ \'. ~ ,- ·- -; , ".'~ 

,,.·•o•>f ¡ili~i¡1¡\f jlllltllilíi¡t~f . 
de 2 J(: 10 :uFC/ml:· ·semejante ··a1c::.e!ftlíridaricO:S::de':Mc'::'Failarid;:.:ut:ilizando 

... •' ---- '' - - - ---~ .- -, .-_--,· _•« .-·_,,.,_ " - '•' ·-· •, •. , ... ,,__ ,,-~' - '· 

1 o o-: u l' ·_ p:a r-a -:-:·f·~-s-u sp elide r ~~c:acr a-:":: u nQ'--;~~-e--_:_:::1 o-s-:~'-~¿~--~b-olicf a r·a·t ·c;:s-~ :'a_e-s h l:d r·a t-'a'.d 1:>-s 

en 'e 1 :'.m:·i-~-~:~~-it~td~é::--~~~:~ .'-'i'~~~-b~;~~n-<'a;~~~i;~f~;-~~~:1~y_:;'.f~.J~~ _·-\~~t~:t~-:~t'os·.- .. fue·ron leidos -

a las 24 horas. 

An_álisis estadísticO: -Y progY.amaS de computadora. - En el aná -

lisis de correláci6n entre cepas diarreicas y asintomáticas con bioti -

pos,ensayo de adherencia a-Células HEP - 2 y biotipos, se utiliz6 la 

prueba de x2 • (13) 

La clasificaci6n de los biotipos se llev6 a cabo en una com -

put:l.dora liP utilizando el programa de Agrupamiento ( Cluster ) <le SPSS 

con los siguientes criterios: Se tomaron en cuenta 36 variables, reprc -

sentando los resultados de las pruebas bioquímicas codificadas con 1 

como negativo y 2 como positivo, más otra variable 1 para cepas de mues-

tra control y 2 para diarreica. 

Se corri6 el programa utilizando los cuadrados de la distan 
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cia Euclidiana corno medida de discriminaci6n. En la corrida se utili-

zaron los siguientes criterios Baverage, Waverage, Single, Complete. 

Centroid, Median y Ward con el objeto de encontrar la mejor asocia -

ci6n. ( 4, 14, 15, 16 ) 

Tambi~n se ejecut6 el programa de discriminaci6n aprovechan­

do que se conocía el dato de procedencia de la muestra de niño con dia­

rrea y asintomático, esto con el fin de conocer el porcentaje de con -

fiabilidad de la separaci6n en los grupos de ce~as provenientes de mues­

tras control y diarreicas. 
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RESULTADOS 

Estandarizaci6n del rnicrom~todo.- Las pruebas bioquímicas se 

interpretaron en un espejo lector ( Dynatech Laboratories. Alexandria 

Virginia)._ Se encontró que la concentraci6n 6ptima de los azacares fu~ 

al_ 2%. En la estandarizaci6n de los sustratos probados con microorga 

·nismos de referencia encontramos un 100 % de- reproducibilidad. 

API 20 E y hern6lisis.- Ornitina fu~ el Gnico sustrato Gtil 

del API 20 E. El resto de las pruebas y la hem6lisis no diferenciaron 

biotipoS de las cepas de EPEC probadas, por lo que fueron eliminados. 

Análisis.- Se encontr6 que con el programa complete se obtuvo 

un mayor grado de similitud ( fig. 1 ) y con el de discriminantes se -

obtuvo 92% de confiabilidad para discriminar las cepas de casos de 

diarrea de las de portadores. ( fig 2 }. 

Biotipos.- De los 15 azúcares utilizados originalmente en el 

microm~todo, solo 7 dieron información para discriminación de biotipo. 

El resto de las variables fueron eliminadas ya que no daban informa -

ci6n por mantenerse constantes. De acuerdo con el análisis, las cepas 

se agruparon en 8 biotipos, en el grupo 1, 2 subgrupos y en el 8,3 sub­

grupos. Las cepas aisladas de niños asintomáticos pertenecieron a los -

biotipos Ib y 7. (Tabla 1) 
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No fué p~sible agrupar 2- .de las --cepas _-ya __ qu-~- no·:· fuerOn .-_id.en..: 

tificadas en algGn grupo por prese~~ar grande~-- dffe-:r;e~ci:~~- .. --"e~ -. b:~a~t~ -~ 
sus reacciones bioquímicas. 

Asociaci6n de biotipos con diarrea-.- -Los biotipos Ib y 7 se 

asociaron a las cepas aisladas de portadores con una frecuencia signi­

ficativamente mayor que los otros biotipos ( valor predictivo positivo 

71 %, valor predictivo negativo 100% p 0.001 ). 

Adherencia a células HEP 2.- La adherencia positiva a célu­

las HEP -2 estuvo asociada significativamente con los biotipos en los 

que se agruparon las cepas diarreicas. p = 0.001, valor predictivo 

positivo 77% y valor predictivo negativo 86%). ( fig. 3 ) • La asocia-

ci6n serotipo, biotipo y patr6n de adherencia se muestra en {Fig. 4) 



BIOTIPOS DE ESCHERICHIA COLI ENTEROPATOGENA 
CEPAS 

CEL DUL RAF RAM SOR SOS SAC ODC DIARREICAS ASINTOMATICA 

1a + + 21 4 
1b + + + 
2 +/- +/- - +/- + 3 
3 +/- +/- +/- + 8 
4 + - +/- 5 1 
5 + +/- + + + + + 4 3 
6 + + + - +/- + 11 
7 - + +/- + + +/- + +/- 6 

ªª -/+ + +/- + + 10 
Bb + + + + + + 5 
Be - -/+ -/+ + + -/+ + + 7 

CEL=Celobiosa DUL=Dulcitol RAF=Rafinosa RAM=Ramnosa 
SOR=Sorbitol SOS=Sorbosa SAC=Sacarosa ODC=Ornitina 

TABLA 1 .. - Las cepas aisladas de niffos asintomóticos pertenecieron a 
• 1 os b i ot i pos 1 b y 7. 
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· CEPAS · 

B x2 66.93 
I. · lil y] P< 0;001. 

o 
POSITIVO ~. 71% V1\LOR Pl!EDICTIVO 

T VALOR PREDICTIVO .NEGATIVO = · 100% 
I 
p OTROS 74 4 
o 
s 

ENSAYO DE 
ADHERENCIAS A 

CELULAS 

HEP-2 

BIOTIPOS 
lb y 7 OTROS 

+ 2 38 
x2 11.18 
P< 0.001 

VALOR PREDICTIVO POSITIVO = 7 3% 
VALOR PREDICTIVO NEGATIVO = 77-7% 

7 14 

FIGURA 3 CORRELACJON DE CEPAS AISLADAS DE NIÑOS -
CON DIARREA Y ASINTOMATICOS CON BIOTJPOS 
Y ENSAYO DE ADHERENCIA A CELULAS HEP-2 
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DISCUSION 

Reportes recientes de al·gunos' inv~·~-ti-g~~-br_e:~:-·F·l'i.i~, ---~~str~do que 

la adhesi6n a la mucosa puede ser impo.rtante- _eh~<i_~-, ~P~t'c:9~ne~iS de --EPEC. 

Los resultados obtenidos en este estudio ·sugie~~~·:.que .ut-il_i-z_ando un mi­

crom~todo simplificado de pruebas bioquímicas e:s_ po-sibie ·definir bio -

tipos de EPEC que se asocien a diarrea. 

A la fecha los únicos marcadores de virulencia de EPEC de 

mostrados son la producci6n de citotox!nas (Shiga like y toxina Ve 

ro ) y la adherencia a células HEP - 2. 

Prácticamente se ha demostrado una asociaci6n entre adheren-

cia a células He La, serogrupos, serotipos y bioserotipos de E. coli -

( 9, 12 ). Okerman y colaboradores ( 10) en un estudio realizado con -

cepas EPEC aisladas de conejos mostr6 una correlaci6n de biotipo, se -

rotipo y cepas pat6genas. 

Nuestra asociaci6n de biotipos relacionados a cepas aisladas 

de niños con diarrea y asintom~ticos, y ensayo de Qdherencia a c~lulas 

HEP- 2 de una manera apoya el concepto propuesto por Kauffmann y Oros­

kov desde hace muchos años, que las cepas de E. coli enteropat6gena -­

corresponde a biotipos. Sin embargo será necesario estudiar un nQmero­

mayor de cepas principalmente aquellas provenientes de sujetos asin -

temáticos antes de establecer una conclusi6n definitiva. 
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CONCLUSIONES 

1) Fu~ posible identificar ~iotipOs ~i_gnificativamente más 

asociados a diarrea. 

-- - . 
2) Se encontró buena correl"a.Ci6ñ- Eú1tre l;Os -biotipos asocia-

dos a diarrea y una prueb~· ~-~~iti~a de adherencia a cé-

lulas HE - 2. p 

3) La biotipificación puede ser atil en la identificación 

de EPEC. 

4) Los micrométodos tienen gran utilidad y perspectiva en 

el estudio de pat6genos de difícil identificación. 
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