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DESARROLLO DE UN SISTEMA MINIATURIZADO PARA LA IDENTIFICACION DE BAC--
TERIAS GRAM NEGATIVAS. o B A

INTRCDUCCION GENERAL

La identificaci®n bacteriana esti basada principalmente en-
la determinacifn de la presencia o ausencia de diferentes enzimas co-—
dificadas por el material gen&ticc del cromosoma bacteriano. Estas en
zimas gufan el metabolismo de las bacterias a lo large de una de las
diversas vias, gue pueden detectarse a través de medios especiales
utilizados en las té&cnicas de cultivo. En ellos los sustratos sobre -
los cuales estas enzimas puden actuar se incorporan al medio de cul -

tivo, Junte con un sistema indicador gue pueda detectar ya sea la uti

lizaci6n del sustrato o la presencia de productos metabSlicocs especi-

ficos. Es posible determinar un patr&n biogquimico para lograr la iden

tificaci6én, al seleccionar una serie de medios gue detecten diferentes
caracter;sticas metab&licas del microorganismeo en estudio.

En la actualidad, se dispone de una variedad de pruebas di -
ferenciales y de numerosos esquemas para la identificacidn final. Es-
tos esguemas son sistemas gue proveen los medics para identificar a -
todos los miembros de un determinado grupo de microorganismos, ubicin-
dolos en un formulario en donde se enumeran todas sus caracteristicas-
positivas y negativas. Existe un gran nfimero de estos sistemas en uso,

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

1) La matriz en casillero o damero.

2) El sistema de grupos de Edwards vy Edwing.
3) Diagramas de ramificaci&n

4) Sistemas de codificacién numériga.

Sin embargo, la mayoria de las pruebas utilizadas en el mé&-
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todo convencional se realizan en tubo y requieren un periédo de incu-
bacidn de dos o méds dias., Este sistema convencional es considerado cg.
mo el método estédndar, entendiendo este concepto como la réproducibiH
lidad del m&todo, efectuado por varios individuos sin encontrar dife-
rencias gue sean estadisticamente significativas. { 60 } A finales de
la década de 1960 se inicié la introduccidn de sistemas miniaturiza -
dos de identificaci&n microbiana, con los cuales las pruebas biogquf -
micas de caracterizacifn se puede llevar a cabo f&cilmente, represen-
tando un importante avance tecnolégico en la bacteriologia c¢linica. -
En base a los trabajos de Buissiere y Nardon ( 9 } se establecieron -
muches de los requerimienteos fisicos y guimicos de los micromé&tcdos,
los cuales son tiras de plistico conteniendo microtubos, o pozos, ca-—
da uno con sustratos deshidratados para las diferentes pruebas, los -
cuales serdn reconstituidos agregando una suspensifén bacteriana. El
concepto de comercializar baterfias de medios diferenciales selecciona
dos para la identificacién de un grupo de bacterias han sido, desde
luego, una evolucién l6gica en la microbiologfa., Estos equipos fuercn
desarrollados inicialmente para la identificacién de enterchacterias
debido a la frecuencia de sus aislamientos de muestras clfinicas, a su
crecimiento relativamente rédpido y a sus reacciones bioquimicas en ge
neral bien definidas.

Los sistemas comerciales se utilizan sobre todo para dife -
renciar e identificar miembros de la familia Entercbacteriaceae, una
familia de bacterias que exige el miximo de conocimiento y experien -
cia para su precisa identifjcacién, dado que incluye un nGmero tan -
grande de organismos como para dar un amplia escala de variacicnes -
con respecto a lo normal en su actividad bioguimica.

Los bacilos gram negativos pertenecientes a la familia Ente-
robacteriaceae occupan altos porcentajes de aislamientos en los diver -
sos especimenes clfinicos. El papel gue juegan en la produccién de en -
fermedades graves y en la resistencia a antibibticos ha llegado a in -
crementarse, (36 ) por lo gque eXige rapidez y precisifn en el diagnés-
tico microbiol&gico.

Debide a gue la identificacit6n de las Entercbacterias requie
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.re una serie compleja de pruebas bioquimicas, es posible ahorrar tiem-
po ¥y evitar una identificacitn errfnea efectuando algunas observacioc -
nes preliminares para tener seguridad de gue el organismo en estudio
pertenece a este grupo. S5i dicho organismo es un bacilo gram negativo
de otro grupo, puede ser necesario medir una serie totalmente diferen
te de caracteristicas y las comfinmente 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 caracteristicas: Metabolizan la glucosa me —-
diante fermentacibn, carecen de actividad de citocromo oxidasa y redu-
cen los nitratos a nitritos.

Es posible hacer una identificacién preliminar de las enterog
bacterias scbre la bhase de las caracteristicas de las colonias y de -
las reacciones bioquimicas en medios de aislamienteo primario. La iden-
tificacifin posterior de las especies requiere la determinacién de ca -
racteristicas metabdlicas adicionales que refleijan el c6dige genético
¥ la identidad finica del organismo en estudio.

En la actualidad, hay 17 sistemas {( 86 ) gue han estado en -
el mercado durante un tiempo suficiente; gue han sido considerados co-
mo buenos, con una correlacifn en exactitud gque va desde el 87% hasta
el 96%. Muchos de &stos sistemas va han entrado en su tercera o cuar-
ta generacidn, permitiendc una mayor precisién:

1) API 20-E: Analytab Products, Plainview, N.%.

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

3) Automicrobic System (ASM): Vitek (Hazelwood. HMo,)

subsidiary of Mc Donnell-Douglas Corp., S5t Louis, Mo.

4) Dynatech MIC 2000: Cocke Engineering Co., Alexandri, Va.

5) Enterctube: Roche Diagnostics, Nutley, N.J.

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

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

General, Inc., Mc Clean, Va.
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'fjins., San Jose,
11)'M1croscan. American _;'
12)

13)3MORLOC System:_B;qt:Q

14) Patho tec: GenefalfDiagnostics‘DiviSLDD Warner-Lambert, -

Morris Plains, N J.

15) Repliscan: Cathra Internatlonal Ontarlo, Cahada.
16) r/b Enteric: Diagnostics Research,Long Island. N.Y,

17) Sensititre: Gibco Zabcratories, Lawrence, Mass.

Para la identificaci&n r&pida, los resultados obtenidos con-
las reacciones bioquimicas fueron interpretados en base a sistemas de -
cbdificaciﬁn numé&rica utilizando programas en computadora. (6)

La sensibilidad y especificidad de las pruebas individuales-
én micrométodo no necesariamente son iguales a las de los métodos con-
vencionales o estfndar, pero la identificacifn de los organismos debe-
ser la misma a la de los métodos estfndar. Entendiéndose como método -
cenvencionzl o estindar aguel sistema con un alto grado de scguridad,
reproducibilidad y confiabilidad.El empleo de estos equipos en el labo-
ratorio de microbiologfia es muy conveniente, ya que con su estructura -
compacta reguieren poco espacio para su almacenamiento, son faciles de
usar v de interpretar, tienen un tiempo de conservacién prolongado, el
éosto es menor y €l control de calidad estandarizado es proporcionado

per los fabricantes.

Son especialmente Gtiles en laboratorios que trabajan en pe-

gueifia escala, ya que ayudan a identificar bacterias que de otro modo-



pueden requerir de medios especiales donde el-dbhﬁfolfde caliaéﬁfééh#-

mis dificil de mantener.

Con el uso de los micromé&todos existéﬁ1a p€§i§iiidad de rea-
lizar numerosas pruebas gue permitan determinar'uh pﬁtrdn bioquimico -
que correlacione con factores de virulencia baéﬁériana, como podria -
ser el caso de la Escherichia coli entercpatSgena (EPEC) que es una de
las causas principales de diarrea, en la cual uno de los marcadores pa-

ra definir cepas patdgenas es el ensayo de adherencia a cé&lulas HEP-Z.
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IDENTIFICACION PCR CLASKFICACION NUMERICA

Se han desarrollado férmulas matematzcas .eon. las:que 105'-[3

resultados de las pruebas bioguimicas’ son transformados en“cédlgos Al;f

numéricos, haciendo posible el uso de computadoras para ayudar en 1a
1dent1f1cac16n definitiva de las bacterlas.' ' Y '

Estos sistemas de codificacién numérica se basan en datos
obtenidos a partir del anilisis de miles de reacciones biogquimicas-
{ 62).

La identificacifn rutinaria de micreoorganismos se ha basa-
do- en m&todos de probabilidad con el teorema de Bayes utilizando com
putadoras. El mé&todo ofrece ventajas seleccionando las mejores prue-
bas para una identificacién definitiva (63).

Dito y colaboradores { 60 ) desarrollaron unc de los prime
ros sistemas de codificacibén numérica para la identificacifn de en -
terobacterias, Este sistema llamade Enterobacteriaceae Numerical Co-
ding and Identification System (ENCISE) utiliza ntmercs binarios pa-
ra representar caracterfisticas binarias positivas y negativas; es de
cir; una reaccién positiva se designa " 1 " y una negatiwva " 0 ", de
esta forma los datos pueden ser f3cilmente almacenados en computado-

ra.

La mayorfa de los cédigos blnarios han sido transformados
en sistemas mads simples denominados "octales”.

Los equivalentes octales de las 8 combinaciones de un nfi--

mero binario de 3 digitos son los siguientes:

Binario Qctal



R : - 3 .
+ - ...' 4- )
+ - + 5.
+ o+ - 6
+ + + 7

Los derivados octales se conocen como nlimerc de biotipo. -
Analizando los resultados de biotipos de algunas especies bacterianas,
se puede hacer una mejor interpretacifn acerca de como la variacién -
de las caracteristicas de identificacifn, pueden estar relacionadas -

con diferencias conocidas en cuanto a la virulencia de diferentes ce-
pas. { 93, 89 )

Por lo tanto, de acuerdoc a las caracteristicas determinadas
por el sistema API 20 E y asignando a las reacciones un valor numéri-
co, se cbtiene un cfdigo de dfgitos ejemplificado del modo siguiente.

ONPG ADH  LDC oDc CIT H,S URE TDA IND vp
+ - + - - - - - + -

1 0 4 0 0 0 0 0 4 0

5 0 4

GEL GLU MAN INO SOR RHA  SAC MEL  AMY ARA
- + + - + - - + - +

o 4 1 0 0 0 4 o 2

4 5 ' 4 2
OXI

0

- 5044542 ' E. coli
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'DESARROLLO‘ DE UN MICROMETODO PARA LA IDENTIFICACION DE ENTEROBACTERIAS.

RESUMEN

Los sistemas miniaturizados ofrecen al laboratorio un m&todo-
COﬁvéﬁiénte y simple para la identificacién répida de las bacterias, -
éstos equipos han sido evaluados favorablemente en otros paises poy su
ICAAEiabilidad v reproducibilidad. El objetivo del trabajo fue el desa-~
‘rrollar un micrométodo para la identificacidn de enterobacterias, el -+

cual permita una estandarizacifén en la identificacién, asi como una: -

disminucidn en el tiempo y costo de su realizacibn.

Para el desarrcllo del microm&todo INNSZ se seleccionaron -
20 tipos de pruebas bioquimicas usadas en la estandarizaciSn del ma -
crom&todo tradicional., Se determind la concentracidn Sptima del sustra-
to, el volumen adecuado y el sistema de secado. Se evalué la reprodu -
cibilidad de cada una de las pruebas utilizando cepas de referencia de
la ATCC { American Type Culture Collection}) v se hizo un an8lisis de
concordancia utilizando 122 cepas aisladas de especimenes clfnicos. -
Estas fueron identificadas por tres métodos: el sistema convencional -
en tubo, el micrométodo comercial API 20 E v el micrométodo desarrolla=-
do por nosotros. En base a los resultados se hicieron algunas modifi -
caciones de las pruebas bioquimicas. Ademids se disefi6 una placa con -

microtubos.

La concentracién de los sustratos se incrementd con respecto
a la utilizada en el macrométodo, para obtener una reaccién colorimé -

trica visible a las 24 horas de incubacién a 37°C.
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El volumen de medio de cultivo con el gue obtuvimos un aspec
to aceptable posterior a la liofilizacifn fue de 10 ul. La reproduci-
bilidad por prueba fue del 100%., La correlacidén en la identificacifn -
obtenida entre el microm&todo 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 indice de concordancia de Kappa.

Las modificaciones de la pruebas fueron realizadas en base -
a la estabilidad de sustratos, disponibiljidad y costo de materia pri -
ma, asi como por la calidad de informacifén proporcionada para la dife-
renciacidn tantc de género como de especie. Las placas se disefaron -
de tal manera que fuera posible visualizar de forma adecuada la rea -
ccibn bioguimica. El micrométode desarrocllado puede ser uszado para -
caracterizar bacterias a nivel de génerc y especie.
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INTRODUCCION

3’Ex15ten en ‘el comercio extranjero una varledad de equipos -
minlaturlzados con dlferentes procedlmientos para la identificacién -
;bagtexlana cqmo el API 20.E,-Enter1c~Tek,EEnterotube II, Entero Set,
:ﬁidrd Ib, Minitek,:r/b.Enteric; ete., ioé.cuales haﬁ sido evaluados
-”ﬁé?éyébiemente en otros paises. En'eétqs_sistemas se emplean micro -
ﬁubcs de plistico conteniendo Qﬁstratos deshidratados, los cuales -
‘'son reconstituidos agregando una suspensién bacteriana.Su precisién
ha demostrado ser comparable a la de los sistemas convencionales de -

identificacién.

Los estudios mas amplios han sido realizados en el CDC ( -~
Center for Disease Control) por Smith ¥y col (84)., utilizandc diferen-
te nfimerc de cultivos, probando varias veces las mismas cepas con ca--—
da uno de los microm&todos comerciales y, simultldneamente, con los -
métodos convencionales. Estos microm&todos se han utilizado sobre to -

do para diferenciar e identificar miembros de las Enterobacteriaceas.

Desafortunadamente en nuestro pais no es posible disfrutar -
de esas ventajas ya gue es necesario la importacidn de esos productos
vy por consecuencia esto eleva los costos. Es por ello gue se requiere-

que estos métodos sean desarrollados en Mé&xico.



ANTECEDENTES

En las evaluaciones realizadas en el extranjero para deter. -
minar la eficacia de los diferentes sistemas de identificacitn, se ob-
'servarcn algunas ventajas de los micromé&todos sobre el sistema conven-—
cional. Estas fueron: una mayor precisién del producto para identifi -
car organismos; peri&dos de conservacidn mas prolongados, que van de -
6 meses a 1 afio, ya gue el enveijecimiento de los medios es el proble-
ma principal con los mftodos convencionales; minimo de espacio wara -
su almacenamiento e incubacidn; asi como facilidad en su manejo, ya -
gue la inoculacidn es simple, las reacciones son generalmente claras
dentro de las 24 horas, v la disponibilidad de registros y programas
de computacifn hacen que la identificacién sea facil y exacta.

Sin embargo, es conveniente sefialar algunas desventajas po -
tenciales:

a) El costo puede ser relativamente mis elevado. Para algu -
nos laboratorios pequeiios, el empleoc de eguipos comerciales puede ser
mis 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 siempre presente de contamina-
cidn gque implica el uso de medios convencionales.

) Existe el peligro de gue el operador pueda considerar el -
equipo come un dispositive infalible para laz identificacifn de bac - -
terias. Se'debe recordar que un buen diagn&sticeo microbiol6gico no -
depende sSlo de una serie de caracteristicas diferenciales. Los da -
tos biogquimicos deben integrarse con las caracteristicas de las colo-
nias {color, tamafio, textura, olor, reacciones hemoliticas), tincién

de Gram y las reacciones serolbgicas, antes de poder efectuar una iden-
tificacién final en forma confiable. El emplec o no de los sistemas -
comerciales de identificaciédn y la seleccidn de los mismos, es de -

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



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

" los cuales, probados en paralelo con medios convencionales, presentan
‘an 93% de sequridad en la identificaci®fn (25). En estudios en otros -
‘laboratorios, utilizando un ntGmero grande de cultivos, se logrd iden-
tificar correctamente al 96.4% de las muestras. (84)

Sin embargo, tras estandarizar algunas variables gque afec-—
tan los resultados, como son tamafio del indculo y el tiempo de incu-
bacitn, se obtiene un porcentaje mayor de reproducibilidad 97.3% en
la identificacifin de gé&nero y especie (15).

Existe una versifin abreviada del API 20 E que es el API -
10S con 10 pruebas, el cual tiene una seguridad de 93.5% a nivel de
género y un B5.6% de concordancia a nivel de especie. {76)

En 1976, en el National Institute of Health, Bethesda, -
Maryland, se realizbé un anidlisis de costos de tiempo y material re-
gqueride para el diagnéSstico de Enterobactericeae en pruebas conven-
cionales con 17 tubos (20 pruebas). El1 costo fu€& de 37.98 dolzarxes -
por aislamiento identificado. Usando el API 20 E se tenfa un costo -
de identificacién 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 nmero de -
aislamiento correctamente identificado se aumentaba en un 3%. (77)
Este gistema puede ser usado para caracterizaxr bacterias a nivel sub
especie lo cual es muy importante para estudios epidemioldgicos (74).

.- También se ha evaluado el uso de API 20 E en la identifica-
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0idén de bacterias gram - negativas no fermentadorﬁs'(ﬁol_y'miEmb:qs -
- de la familia Vibrionaceae con excelentes resultadoS}ﬁl75)*;;__f e

AUTOBAC I

Es un sistema en el que se usan datos de susceptibilidad a -
11 agentes antimicrobianos, encontrando aproximadamente el B6% 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, ¢on un =
alto Indice de correlacifn con el sistema API 20 E hasta de un 98% —--
(2, 17, 40, 46, 51, 85)

ENTEROTUBE

Contiene ocho medics con los gue se pueden determinar 11 ca-
racterfsticas diferenciales. Comparado con el m&todo convencional se -
ha obtenido un B2% de concordancia en la identificacidén de bacterias

entéricas. (73)

Este sistema fu& rediseifiado por los fabricantes, agregando
una prueba que es la decarboxilaci®n de la ornitina con lo que el -
porcentaje de identificacién se incrementd a B89%. (90)

T8cnicamente el sistema Liene ventajas scobre el API 20 E ya
gue la inoculacidn es m&s rdpida y no es necesario un mechero (48). -
Pero para lograr el 85% de la identificacifn de las cepas estudiadas
Enterotube requirif de pruebas adicicnales. (47, 71}

ENTERQ - SET

El sistema permite elegir entre una o dos series de pruebas
bioguimicas. La primera ha sido ideada para una identificacién preli-
minar & nivel de gé€nero y la segunda cuando se requiere una identifi-
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caciébn final dE'especie. Su correlaclén con los medlos convenc;onales -

ha sido buena en un 99%, con’ un” alto grado de segurlﬂad y:reproduclbx'
lidad. ({3} ' '

ENTERIC -~ TEK

El sistema permite la determlnac16n de 14 parémetros bioqui.#_
micos. Los estudios para evaluar el métcdo han tenldo buenos résulta -
dos como lo muestra el realizado por Esias y colaboradores en el CDC.
Estos investigadores probaron 270 cepas de Enterobacterias, logrando -

identificar el 97.6% de las comunes y el 83 9% de 1as no comunes, con
un 96.3% de seqguridad.( 30 )

MINITEK

Este m&todo es bastante flexible, pues permite al laborato -~
rista seleccionar las pruebas deseadas de una bacteria de 34. Segin el
nivel de identificacibn que se desee, ya sea de gé&nero o de especie. -
La concordancia con sistemas convencionales ha sido reportada desde un
90% a 95%. (39, 58) Puede también ser usado para la identificaciSn de-

bacilos no fermentadores v de fermentadores oxidasa positivos. (4, 16,
22, 98)

MICRO - ID

Permite una identificacién r8pida 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-
ficacién r&pida de Enterobacterias aisladas de hemocultives con un  --
96.1% de concordancia con el sistema convencional. (27) Comparado con -—
el API 20 E, la correlacién en la identificacién va del B5.7% al 97.8%.

(7, 1, 26, 13). Micro - 1ID es un sistema limitado a identificar s6lo -
Enterobacteriaceas.
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Ms - 2

.bacllos gram—negatlvos

_ __'j Este sistema puede 1dent1f1car varlo“‘
dentro de 3 a 8 horas. En un estudio de valldac16nfldent1ficé el 86% -

75de los “aislamientos correctamente. (24)

' OTROS SISTEMAS

Otros microm&todos menos_quuhesft&mbiéh_han sido evaluados
y comparvados ,comoc el Micro-medib Quand Enterié panel,'Repliscén Y Sen-
sitre, los gue han mostrado una édr:eiaciéh gue va desde el 62% hasta
el 94%. (57, 87, 100)

Como pudimos observar, el sistema API 20 E ha sido considera-
do en otros pafises como el mejor de leos micromBtodos basado en el gran
némero de estudios realizados, ya gue algunas variables gue son consi-
deradas importantes estdn bien controladas. No es necesario el crite -
rio del té&cnico para eleccifn de sustratos y con esto se elimina la -
variabilidad interobservador.

Es importante gque el sistema desarrollado por nosotros sea -
validado y comparado con el sistema convencional o tradicional en tubo,
ya gque este m&todo alin continfia siendo el estiandar de oro.

JUSTIFICACION

El porcentaje de aislamientos de Entercbacterias en especi-
menes c¢linices continfia incrementdndose, reguiriendo una identifica -
cién confiable., Dicha identificacidn en nuestro pafs no es confiable
en la mayorfa de las situaciones, ya que los laboratorios clinicos -
utilizan métodos y nomenclaturas diversas. Desgraciadamente los siste-
mas comerciales existentes no estdn al alcance de la mayorfia de estos
laboratorios.
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ESTRATEGIA DE TRABAJO

Pases

1.- Estandarizacién de los 20 sustratos en un sistema en tu -
bo.

2.~ Estandarizacidn de los mismos sustratos en micrométodo, —
evaluando sistemas de secado, concentracién éptima de sustrato y repro-
ducibilidad de cada unc de ellos.

3.~ Evaluacidn interna, del sistema y modificacién de sustra-
tos.

4.~ Elaboracién de un c&dige de identificacién basado en un
sistema por computadora,



OBJETIVOS - .

1)

=:;:20 E.

"IIT)

=17 -

Desarrollar un micrométodo INNSZ basado en:e

c1'API 20 E 'y el
dent1ficac16n -

Comparar el mlcrométodo desarrollado co‘
sistema de medios convenczonales para la'

de Enterobacterlas.

Modificar el micrométodo desarrollado, haciéndole diferen-
te en cuanto a pruebas y disefio de placa, con la posibili-
dad de gue sea factible su industrializacién.



' MATERIALES 'Y METODOS.

l) Cepas de referenc1a.,,Se_utllzzaron mlcroorganlsmos blen -

~fcaracterlzados del Amerlcan Type Culture¥C011ect10n (ATCC)

' Ac1netobacter calcoacetlcus 19606 Enterobacter aerogenes 13048

" Enterobacter cloacae 23355, Escher1ch1a c011 25922, Klebsiella

"Eneumonlae 13883, Proteus vulgarls, 13315 Pseudomonas aeruginosa

srratia marcescens 8100

27853, Salmonella typhimurium 14028

Shigella sonnei 25931 y Yersinia enterocolitica 27729. También se -

utilizaron aislamientos_clinicoﬁ;&éfpfoteuS-mirabilis y Morganella

morganii las que fueron identifitédh5 eﬁ¥e1:INNSZ por métodos conven-

cionales.

II) Cepas problema.- Se utilizaron 122 cepas aisladas de di-
~versos especimenes clfnicos provenienteé de orina, heridas, esputo, he
ces, vagina, sangre, cavidad abdominal,'ulcera, oido y hueso. (Tabla -

1.)

. ITI) Identlflcaclén convenc1ona1. Cada a151am1ento fue pruba~

do en el 51stema de medlos con"en{' ' les enrtubo, utlllzando una se -

rle de 20 sustratos

(Analy b Products, Plainview, N.Y.)

rrucciones del fabricante.

'fiV)*MiE}qmétbabf _ut;lliéfOn los siguientes 20 sus -

itratds;7;”
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1) ONEG; para demostrar 1a presencxa o ausencza de

‘ma B galactosidasa utilizando el compuesto orgénlco

:o nltrofenil :
-B-D- galactopirandsido. (19, 78, 79, 64) U .

CH0H CH 0n
@ e S
+ R ~oH o
(=31
a.= Solucidn de ONPG
ONPG (Sigma chemical Company) ” f6}Gg-*'

Isopropylthio-galacto_
piranésido (ITPG) (Sigma Chemical Company)0.008g .

Solucién regulado_

ra salina de fosfatos

(PBS} 10ml

b.~ Agua peptonada.

Peptona (Difco Laboratories) 0.5g
Nacl {(J.T. Baker) ) 0.5qg
PES 10ml

Mezclar a ¥y b
c.- ONPG 2.5ml : i

Peptona : 7.5ml ‘
Prueba positiva: Color amarilloe

Prueba negativa: Incoloro

2) ADH para probar la capacidad enzimftica de un microor-
ganismo para hidrolizar la arginina transformandola en cornitina, -
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”causando un aumento en el pH. [83)5'

:.'i_':'_‘-O'.‘S' g -

. npan) 0.05 g
'A-Argznlna (Slgma Cﬁem1cal~Company} ;:.f'Z.O g
" Na HPO4 (J T. Baker) f:  1 S 0.1 g
| Réjo de fenol (Slgma Chemlcal Company) 0.0006g
- PBS . o R 10 ml.
Beéccién positivﬁ: Vijo rosado.
Beaccién 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 bésica, que es cadaveri-

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



il el

:12 L J'*' . SR AN AR ':
LCH,’ Lisina . _i_ﬁ,'CHé;: i
:1-“-'-Decarbox11asa3}1' i R
R ‘C“z’a' 4 coy,
cH. 0GRy
B . . 1o
- NH, B . NH, L
.1 . P :
CGOH- ! . . . .
L-Lisina o Cadaverina {diamina}
Peptona (Difco laboratories) 0.5 gr.
Extracto de levadura (Difco laboratories) 0.5 gr.

Fosfato de piridoxal (Sigma Chemical Company) 0.0005 gr.

Glucosa (Sigma Chemical Company!l 0.5 gr.

L - Lisina (Sigma Chemical Company) © 2.0 gr.
Rojo de fenol (Sigma Chemical Company} 0.0006 gr.
PBS 10 ml.

Prueba positiva: Rojo

Prueba negativa: Amarillo anaranjado.

4.- 0DC; para demostrar la capacidad de producir la enzima
ornitina decarboxilasa con el aumento de pH provocado por la presen -
cia de putrecina. (35)

NI—I2
1
(CH2)3 Ornitina CH2 - NH2
1
CH -~ NH2 Decarboxilaga (CH)
1
COOH CH2 - NH2
L~ Ornitina Putrescina {(diamina)

2)2 + C02
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Peptona (Difco Laboratories) 0.5.gr.

Extracto de levadura (Difco Laboratories) {fo;slé?F=

Fosfato de piridoxal (Sigma Chemical-Company)O%OOQ “gry

Glucosa (Sigma Chemical Company) _ !pés*grir ’
L-Ornitina (Sigma Chemical Company) . fi2;6fééﬁif;lﬁ B
Rojo de fenol (Sigma Chemical Company) - 'Q;oas'qx;*f
FBS . iomL.

Reaccibdn positiva: Rojo

Reaccidn negativa: Amarillo anaranjado.

5.,— CIT; para determinar la capacidad de utilizar citrato -
como fuente de carbono para el metabolismo, provocando alcalinidad -
por la preoduccién de Piruvato.

Citrato -3 oXxalacetato + acetato
piruvato + coi
Piruvato —> acgetato + formato
Citrato de sedio (J.T. Baker) 0.8 gr.
Glucosa (Sigma Chemical Company) 0.02 gr.
Extracto de levadura (Difco Laboratories) = 0.05 gr.

Monoclorhidrato de cisteina (Sigma Chemical) 0.01 gr.

Fosfato monopotédsico (J.T. Baker) 0.1 gr.
NacCl (J.T. Baker) 0.5 gr.
Sulfato de Magnesio (J.T. Baker) 0.02 gr.

Azul de bromotimol (Sigma Chemical Company) 0.02 gr.

PBS 10 ml.

Prueba positiva: Azul intenso
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Prueba. Negativa: No hay cambio de-coio: {verde)
6) H,S para determinar si se libera &cido sulfhidrico (HZS)

por accibn enzimitica, de los aminofcidos gue contienen azufre produ -
- ciendo una reaccifn visible color negro. (14, 72}

Bacteria (medio Scido) + tiosulfato de sodio.jgas stjr—

SH2 + iones férricos___9 sulfuro
. ferroso

Precipitado negro

insoluble
Peptona (Difco Laboratories) 2 gr.
Citrato fé&rrico (Sigma Chemical Company) 0.025 gr.
Citrato amonio (Sigma Chemical Company) 0.025 gr.
Tiosulfato de sodic {Sigma Chemical Company) 0.08 gr.
K2HP04 (J.T. Baker) 0.01 gr.
PBS 10 ml.

Positiva: Enegrecimiento del medio.

Negativa: No se observa cambio.

7) URE; para detectar la presencia de la enzima ureasa, la -
cual forman dos moléculas de amoniaco a parktir de la urea {23,81)

H
2 UREASA

G=0 + 2 HOH_3CO0, + H,0 + 2 NHJZZ(NH,)., CO,
H2N Anhfdrido .amonfaco Carbonato

Carb®nico de amonio
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Glucosa (Sigma Chemical Caompany) o 0.1 gr.
Urea {Sigma chemicaIICompaﬁy)_i' S L2 . gr..
Nacl (J.T. Baker) - . . . 0,5 gr,-
K,HPO, (J. T. Baker) - = . .~ - . . 0,2gr.
Rojo de fenol (Sigma Chemical Company) '0.0006gr.
PBS : S : 10 ml.

Reaccifn positiva: Rojo rosado
Reacci6n negativa: Amarillo - naranija

8) TDA; para demostrar la formacidn de &cido indolpirtvico -
a partir de tript&fano, por la presencia de la enzima tript&fanc dea -
minasa. El 5cido indol pirGvico produce un color café& en presencia de
cloruro férrico, ( 82 )

o
»{ CH, - € - COOH

H
L. -Tript&fano

0
11
CH, = C = COOH—————3
NH NH

Indel pirfivico 'Desaminacibn Indol
TriptS6fano (Sigma Chemical Company) 0.2 qgr.
Extracto de levadura (Pifco Laboratories) 0.3 gr.
Nacl (J.T. Baker) 0.5 gr.
Na,HPO, {7.T., Baker)} 0.1 gr.

PBS 10 ml.

Agregar el reactivo posterior a la incubacifn antes de interpretar el -
resultado.

Reactivo

Cloruro férrico (Sigmé Chemical Company) 10 gr.
Agua destilada 100 ml.
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© 'Reaccibfn positiva: Formacién de color café.

Réaééi&nrnegativa: Ne se produce cambio; color amarillo.

9} IND; para determinar si un organisme es capaz de desdo -

blar la mol&cula de triptSfano dando c¢omo resultado la formaci&n de -

indol ¥ que en presencia del reactivo de Kovack forme un compleijo co-
loreado rosa.

IND (94, 52, 41, 88)

1N

CH, ~ COOH

o

o 2

L-Tript&fano

0 .
11 ==
CH, - € - COOH > )

.

Indolpirtivico Desaminacidén Indol

CH2CHD

Indolacetaldehido

a

CH2COOH
NH
Acido indol acético

a

{ indol acetato )
Decarboxilacibn

. Hy

Escatol (metil indol)

Triptéfano (Sigma Chemical Company)

0.4 gr.
NaCl (J.T. Baker) 0.5 gr,.
Peptona {(Difco Laboratorioes) 0.5 gr,
PBS 10 ml.

Antes de interpretar la reaccidn agregar el reactivo poste -
rior a-la incubaci&n.
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- Reactive

Alcohol amflico o iso AR
Amflico (J.T. Baker) - . 7150 ml.
p-dimetil aminobenzaldehigdo. ':_131  RN

{ J.7. Baker) l : S : - f.ldfgr.; 
HCL (J.T. Baker) . © .50 ml. .

Prueba positiva: Un anillo rojo en la superficie del medio -
Prueba negativa: Noc se produce color.

_ 10) VP;Para detectar si a partir de la fermentacién de la -
glucosa la bacteria es capaz de producir un producto f£final neutro, el
acetilmetilcarbinol (acetoina) que con la presencia de KOH y naftol—
de un compleio de color roéa. (54, 55, 56.)

2 Piruvato

acetofna

(acetilmetilcarbinol}

+

2 Cco
Peptona (Difco Laboratories) 0.7 gr.
Creatina (Sigma Chemical Companyv) 0.0 gr.
Glucosa (Sigma Chemical Company) - 2.0 gr.
KZHPD4 (F.r. Baker) 0.5 gr.
PBS 10 ml.

Posterior a incubacifn agregar los reactivos en el siguien-
te orden para realizar la interpretacién.

Reactivo
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a) oi-lnaftol (S;gma Chemlcal-CQmpany)T'ii - 5 9 grf
alcohol etillco . ' '
{ abscluto ) (J T Baker)

b) Hidr6xido de potasio (J,T.wSéEef! - 40 I
Agua destilada | ' . ,f100 ml.,, 1
Reaccidn V.P. positiva: Color de rosado a rojo .

Reaccidn V.P. negativa: Color amarlllo —'cobrlzo.'

i1l) GEL; Para determinar la'proaucciﬁn de enzimas de ﬁipo-
proteolitico {gelatinasa) gue 11cuan 1a gelatina liberando un pro -
ducto negro difuso., (59)
Proteina + -sz*———~——é Polipéptidos
Gelatinasa

Polip&ptidos + H20———€>Aminoécidos individuales

Peptidasas
a) Gelatina nutritiva (Difco) 7.5 gr.
Carbdn inactivado (Sigma Chemical Company) 1.5 gr.
Agua 50 ml.

Hacer hervir la mezcla de gelatina dejar enfriar, dejar -
gue la gelatina se endurezca en la siguiente solucibn.

b) Formaldehido (J.T. Baker) 10 ml.
Carbonato de calcio (J.T. Baker) 1 gr.
Cloruro de sodioc (J.7T. Baker) 0.9 gr.
Agua destilada 90 ml.

Positivo: Presenta una nube negra.

Negativo: No se observan particulas libres de carbén en el
medio.



de pH

'-”saédroSa,7

Company)u

PBS T T
Positiva: _Acidd'  (émariI1o}
Negativo:  Alcalino (azul).

13) ESC; Para determinar la facultad de un 6rganismo de hi -
drolizar el gluchHsido esculina en esculetina y glucosa. (67, 28, 50

29).
CH,O0H . e 0 __.0
o A —
‘ H \i d HO 0
z
HO\QH i — +
e Ho

Esculina (Sigma Chemical Company)
Citrato férrico (Sigma Chemical Company)
Citrato amonio (éigma Chemical Company)
NaCl (J.T. Baker)

K,HPO, (J.T. Baker)

CH,OH
H 2
oH
H -
L
OH
Ho E
H OH
0.5 ET.
0.025 gr.
0.025 gr.
g.8 24 o
0.01 gr.
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KH,PO, (J.T. Baker). ~ - . . 7. 0.01 gr.
s 10 ml.

Prueba positiva: Presencia de un color negro.

Prueba negativa: No se produce enegrecimiento del medico.

14) FEN; para demostrar la capacidad de una bacteria de de-
saminar la fenilalanina en &cido fenilpirﬁﬁico por actividad enzimd -
tica; con la consiguiente aéidez, la cual se detecta con un reactivo
de cloruro f£&rrico formando un complejo de color verde. (31)

CH, - C€H = COOH - 21 Hy- €= COOH
. i/,0 ? 0 +- NH
NH, + ~72 Flavoproteina Amoniago
Acido fenilpirtvico.

Fenilalanina (Sigma Chemical Company) 0.2 gr.

Extracto de levadura (Difco Laboratories) 0.3 gr.

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

NazHPO4 (J.T. Baker) 0.1 gr.

PEBS 10 mi.

Prueba positiva: Fermacidn de un color verde.

Prueba negativa: No se produce cambio de color,.

_ 15} MAL; para detectar si un microorganismo es capaz de uti-
lizar malonatco de sodio come fuente de carbono, con la consiguiente =
alcalinidad. (65}
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Piruvato3f5

Acet11 coenz1ma A

Oxalacetato

._Cltrato_f“

Malatoj  ' ;Qié'eﬁhébnitatoi

. Fumaratq

: - B CEr gl
_:4"” _Succlnatc é——-—ir cetoglutarato
B

Inhlblcién del malonato IRAENEE

Extracto de levadura (Difco.Léﬁoré£§fié§f : 7'0.1.grt
Sulfate de amonio (J.T. Bakef)‘ o o -i . .0fé gr;

K, HPO, (J.T. Baker) 0.06 gr.
KH2P04 (J.T. Baker) 0.04 gr.
NaCl (J.T. Baker) 0.2 gr.
Malonato de sodio (Sigma Chemical Company) 0.3 gr.
Glucosa (Sigma Chemical Company} 0.025 gr.
Azul de bromotimol {(Sigma Chemical Company) 0.0025 gr.

Prueba positiva: Color azul clarco a intenso

Prueba negativa: No hay cambio de color {(verde —~ amarillo)

] 16) ADO y RAF adonitol y rafinosa (ya mencionado el objeti-
vo ¥ material para los carbohidratos)

17) OXI; para determinar la presencia de la enzima citocro -
mo oxXidasa (44)

Peptona (Difcc laboratories) 0.5 gr.

Nacl (J.T. Baker) 0.5 ar.

PBS 10 ml,
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Para la interpretacién-de.resultados,. es. necesario agregar -

el reactivo posterior a 1a,incuba¢iéﬁ{"
Reactivo
N N Tetrametil pffeﬁilendiéﬁina;isigma'Chémical Company) 0.1g
PBS _ Y 10 ml

Prueba positiﬁa: Color rosado, marrén y finalmente negro.

Prueba negativa:'No se produce cambioc de color.

18) NIT; para demostrar la capacidad de una bacteria de redu-
cir el nitrato en nitrito o en nitrfgeno libre. {5, 20)

2 NOy + 10 e + 12 Hem— 3 N, + 6 Hy0

2

Nitrato Nitrito
Extracto de carne (Difco Laboratories) 0.3 gr.
Peptona (Difco Laboratories) 0.5 gr.
Nitrato de potasio (K2N03) (J.T. Baker) 0.1 gr.
PBS 10 ml.

Pogterior a la incubacién agregar el reactivo A y el B;
interpretar el resultado.

Reactivo A.

0(— naftilamina (Sigma Chemical Company) 0.5 gr.
dimetil alfametil amina (Sigma Chemical Company) 0.6 gr.

En Acido acéticg (5 N) 30% 100 ml.
{J.7. Baker)

Reactivo B.
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H,S ,TDA;'INDLFSé{espgrilizaro -en-autoclave a;i?l-?}{hﬁ'

por 15 min. a 157 1ibras de presién. i
GEL. ‘Se esterilizé con vapor Cirtqiéﬁt??.wh-h'ﬂﬁ7--m

Estandarizacibén de un macrométodo.- Se utilizaron las 20 -

pruebas del sistema API 20 E. Se probaron varias férmulas para cada
medio, con el fin de seleccionar la que'pérmitiEra detectar la reac -

cibén en 24 horas y fuera m&s sensible.

]

Estandarizacibn del micrométodo.- Las f£6rmulas mas sensi
bles obtenidas en el macrométodo se utilizaron en el desarrollo del -

sistema miniaturizado.

Método de secado.- Fueron usados:dbs éistemés pﬁra la des
hidratacién de los sustratos, eﬁaporaéiéﬁ_— va¢io a 60°C con una pre-
5ibén de 10 libras durante 2 horas y liofilizacién por 2 horas. (53,91)

Concentracibén de sustratos.- Se determind la concentracién
6éptima de sustrato para obtener una reaccibén colorimétrica visible a -

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

Volumen 6ptimo de los sustratos para su desecaciédn. Se de -
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termind el volumen Sptimo de medic de cultivo para cada prueba, el -~
cual permitiera un aspecto aceptable posterior a la deshidratacién -
semejante a la formacifn de una pelicula en el microtubo., Los sustra-
tos fueron depositados en placas de poliestireno.

Con el objeto de determinar que volumen es el mads adecuado-
para obtener una pelicula homoa&nea del sustrato desecado, se lleva-
ron a cabo pruebas con volumenes de 100, 50, 25, 10 ¥y 5 ul. Se ocbtu-
vo el peso seco constante de los sustratos, posterior a la deshidra-
tacibn por ambos sistemas. Los sustratos fueron resuspendidos con -
solueién salina esté&ril y la concentracidn fue leida en un espectro-
fotbmetro {(Gilford 250 Instrument).

Preparaci&fn del inéculeo.- A partir del un cultivo purc, -
crecido en agar Mc Conckey de 24 horas, Se tomaron varias colonias -
para preparar una suspensién en solucidn salina 0.85% esté&ril, pH 7,
ajustando al estandar de Mc Farland 0.5 equivalente a 2 x 10B UrFC -~
/ml.

Reproducibilidad de las pruebas.- Cada unc de los medios
va deshidratados fueron probados 36 veces tanto con cepas control

positivas como negativas.

Procedimiento para llevar a cabo la identificacifn.- Se -
pPrepararon placas, cada una de ellas con los 20 sustratos, las cua -
les fueron inoculadas con 100 ul de la cepa problema. En forma simul
t&nea se inoculd el API 20 E; y el sistema en tubo de medios conven-
cionales. lLos medios para ADH, LDC, ODC,st ¥y URE fueron cubiertos -
con aceite mineral, ya que las reacciones se efectuarcon mejor en con
diciones anaerSbicas. Todos los equipos se incubaron a 37°C durante
24 horas.

Identificacién.- Despué&s de 24 horas de incubacidn los re-
sultados de las pruebas biocguimicas fueron interpretados en un c6di-
go numérico en el libroc de identificacidén del API 20 E.
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VI) Modificacidn de;l6$'éustratos.— El nfimero de pruebas y -
algunos sustratos del siétema'API 20 E fuexon modificados de acuerdo a
factores tales como mejor informacisn para la identificacién de género
vy especie (B9, 32, 34, 66), mayor estabilidad del sustrato, m&s barato
y de fdcil disponibilidad de materia prima. Se determind la concentra-
cidn Sptima de los nuevos sustratos y se probS la reproducibilidad de
cada uno de ellos con cepas control tanto positivas como negativas.

VII) Disefio de la placa.— Se utilizaron 3 diferentes series -
de-microtubos de poliestireno. (37)

_ 1.~ Tubos con fondo plano, con un difimetro de 7 mm. y 12 mm
de longitud.

c 2.~ Tubos con fondo en punta, difmetro de 5 mm ¥ 4.5 mm de-~
-.longitud.

3.~ Tubos con fondo en forma U, con un difmetro de 5 mm y -
20 mm. de longitud.

Con una distancia entre cada uno de ellos de aproximadamente
.2 mm., lo gue permita que la suspensién sea inoculada c<on multipipeta.

N VIII) An&lisis estadfstico.~ Se utilizd el Indice de concor -
dancia de Kappa, analizando brimeramente la reproducibilidad de cada-
uno de los sistemas con las siguientes cepas de referencia: Klebsiella
Pneumoniae ATCC 134883, Entercbacter cloacae ATCC 13047, Proteus -
vulgaris ATCC 13315 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 y posterior-

mente a la correlaci6n. (38,8)

En el anflisis de conceordancia se compararon el micrométodo
INNSZ con el sistema convencional y el API 20 E.

IX) M&todo de conservacidn del producto terminado.- Las -
placas se envasafon dentro de una bolsa de polipropileno aluminizado-
con un desecante, en este caso usamos gel de silica. Un lote se guar-
dd en refrigeracidn a 4°C y otro pagquete a 42°C., Se evallo la activi-
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dad de cada uno de 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 mé&todo de secado la liofilizacidn. :

_ Con el de evaporacién - vacio solo se pudo lograr un mejor-
" aspecto siendec este muy similar a una pelicula fina adherida a la pa-

red del microtubo.

b) Evaluacién del sistema de secade.— En la tabla 2 se mues-
tran los resultados obtenidos en el espectrofotoceclorfmetro, probando-
la estabilidad de los sustratos utilizando ambeos sistemas de secado -
evaporacidn - vacfo y liofilizacién.

¢) Obtencidn de la concentracién Sptima del sustratoc.- Para-
obtener una reaccién colorimé&trica visible a las 24 horas de incuba -~
cidn, en la mayorfa de los casos fue necesario incrementar la concen-—
tracién de sustrato al doble y en otros hasta 10 veces mis a la habi-
tualmente usada en macromé&todo. (Tabla 3)

d) Determinacién del volumen Sptimo de 'medio de cultiveo. -
El volumen Optimo de medio de cultive para obtener un aspecto similar
a una pelfcula posterior a la deshidratacién fue de 10 ul.
Con los otros volumenes probados, el sustrato deshidratadeo se espar--

clia en todo el micretubo.

e) Reproducibilidad de las pruebas.- Durante la estandari -
zacibén de todos los sustratos probados con microorganismeos de referen-
cia de la ATCC encontrameos un 100% de reproducibilidad para cada uno -
de ellos, probados 18 veces. La reproducibilidad de los dos sistemas
de identificacién utilizando cepas de referencia mostraron un valor
de K=,85 (Tabla 4) .

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

crom&todo INNSZ (C) encontramos un fndice 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 s;stema mlniaturlzado INNSZ (C)
mcstr6 una concordancia de K-O 81 y una p _ 0. 001 (Tabla 6)

II.~ Modificacién de sustratos.- De acuerdo a varios facto-
res, como informacifn proporcionada para la diferenciaciébn de gBnerc
especie, disponibilidad y costo de materia prima, y estabilidad del

<

sustrato se realizaron algunas modificaciones,

Be sustituyeron algunos sustratos y se incluyeron otros co -
mo en el caso de tript&Sfanc, el cual fué sustituido por fenilalanina -
va que, independientemente de identificar la tribu Froteae, nos ayuda -
a diferenciar la especie de Enterobacter agglomerans y Enterobacter -—-

sakazaki gue muestran actividad positiva comparados con las otras es -
pecies de Enterobacter.

Amigdalina es un sustrato cuya dispeonibilidad es dificil por
ser una sustancia carcinogénica y que pricticamente la informacién -
que propeorciona en la diferenciacifn tanto de género como de especie -
no depende exclusivamente de esta prueba. Esto (Gltimo tambi&n es apli-

cable para melobiosa.

La gelatina es un sustrato gque presenta inestabilidad en -
su actividad y gque puede ser sustituido por un carbohidrato como ra -
finosa que nos diferencia principalmente las especies de Serratia, -
siendo S. marcenses negativa, S. ligquefaciens y S. rubidaea positiva.

hAdemids es fitil en la especiacidn de el género Citrobacter, siendo C.-
amalonaticus y C. freundii positivo y C. diversus negativo. En la di-

ferenciacién d¢ especie en este género también se requiere de otras -~

pruebas como utilizacifn de malonato y fermentacibén de adonitol; este

Sltimo es una pruebka clave en la diferenciacién de especie de Provi -

dencia, no mostrando actividad sobre dicho sustrato P. stuarti perc -

si P, rettgeri. Malonato es un sustrato que proporcicna afin mas in -

formaciin en la diferenciacidén de especie del géneroc Klebsiellae y -

Serratia, siendo una prueba muy importante en la clasificacidn de Sal-
monella y Arizona.
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La esculina ot?o_sﬁstrato-m&s gue contribuye en la agrupa -
cién de las diferented especies de. Enterobacter y Serratia, es una -
prueba importante en la diferenciacién de Yersinia enterocolitica que
no muestra actividad sobre diche sustrato y de Yersinia frederiksenni
gue da una reaccidn positiva.

Las pruebas de nitratos y oxidasa son demasiado importantes
en la deteccién de dos caracteristicas elementales de la familia Ente
robacteriaceae,.

La determinacidn de la concentracifn Sptima de sustrato -
para obtener reaccifin colorim€&trica visible a las 24 horas con leog -
sustratos introducidos al nuevo sistema de pruebas, mostrd resultados

similares a los va mencionados para las pruebas anteriores (tabla 7),
con un 100% de reproducibilidad con las cepas control. Probadas 18 ve

ces,

III) Disefo de la placa.~- Los microtubos con fondo en forma
de U mostraron los mejores resultados, yva que permitian observar toda

la reaccifn a lo largoc del tubo,

En los tubos con difmetro de 7 mm. y fondo planoc no fué po-
sible visualizar la reaccifn en su totalidad por el difmetro tan gran

de y el volumen tan peguefio que se usa.

La ultima serie de microtubos probades, con fondo en punta,
-mostr$ varias desventajas, como la formacién de burbujas en el momen-

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

El orden de los sustratos de nuestro sistema desarrollado -
ya modificado es el siguiente: Adonitol, arabinosa, glucosa, inositel,
manitol, rafinosa, ramnosa,sacarosa, Ssorbitol, arginina, lisina, orni-

tina, fenilalanina, indol, esculina, H_.S, urea, ONPG, VP, utilizacién

2
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de citrato, utilizaciﬁn'de malonate; nitratos, oxidasa. El tubo nfmero

24 se empleard para el control de crecimiento. Este orden solo facili-

ta el trabajo del laboratorista.

Sistema de almac&n.- Analizando la estabilidad de los sustra
tos, a través del tiempo, hemos pnodido observar que 19 de 20 de los -~
sustratos, almacenados en refrigeraci®n atin muestran estabilidad a los
10 meses, excepto la gelatina. {(Tabla 8 ) Sin embargo, en las mismas -
condiciones de almacén, pero a 42°C, se observd gue la actividad de -
las bacterias sobre algunos sustratos como lisina, ornitina,arginina,
glucosa, melobkiosa, arabinosa y ramnosa no pudo ser determinada después

de 2 meses de almacenamientoc a esta temperatura. (Tabla ¢ )

—



Materia prima

Prueba
Adonitol
Arabinosa
Glucosa
Inositol
Manitol
Rafinosa
Ramnosa
Sacarosa
Sorbitel
Arginina
Ligina
Ornitina
Fenilalanina
Indol
Esculina
Acido sulfhidrico.
Urea

ONPG

vV-pP
Citrate
Malonato
Nitratos
Oxidasa

Placa de poliestireno

Total

Produciende 5 000 placas per dia
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ANALISIS DE * GOSTOS ( Micrométodo )

- Precio por prueba

$ 45.18
" 10.28
1.36
4.21

_1;901'5

C15.20 ..

4515

1.77
" 1.40
..3.20 .

1.73 ..

7 .50
0.90
. 3.27
11.00
1.87
0.75
20.50
7.17
1.35
1.00
1.45
1.57
10.00

$ 199.75
Total $ 1 000 000 .00 por dia.

por placa
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Mano de obra

‘Personal 5 ﬁersqnaé _ S#léfié{miniqﬁzfi$_§n24b,6b;bpt:d£au::;

Total $ 31°200.00 por dfa, = . -l

Castos indirectos

Energia electrica o :,i; ;ff?;§67;Q9:

Renta de local B f' f1 f‘16’66%;06'J,,u.;_un '

Azua E .-+ ' 340.00 woo
Total $ 19 674.00 por dia -

.

Materia prima & 1 000 000.00
Mano de aobra 31 200.00
Castos indirectos 19 674.00

Total de gastos por dia 1 050 874.00

PRECIO POR PLACA $ 210.17

Inversidn inmedlata aproximada $ 100 000 000.00

Costo de micrométodo importade API 20E = $ 4.5 ( dolares }.
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ANALISIS DE COSTOS - Macrotecnica ) .

Materia prima

Prueba ' Pfecid'ﬁohfpruébaf s

Adenitol
Arabinosa
Glucosa
Inositol
Manitel
Rafinosa
Ramnosa
Sacarosa
Sorbitol
Arginina
Lisina
Qrnitina
Fenilalanina
Indol
Esculina

HéS

Urea

ONPG 621.21
VP ' 217.2
Citrato . . . 29.0
Malonato . : 30.30
Nitratos 43.93
Oxidasa 1.57
Tubo de vidrio ( 1) 194.0

Total por juege de pruebas $ 7 307.80

Elaborando 100 juegoes por dfa Total $ 730 780.00
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Mano de obra . _ - S . _
Personal ' 5 personas_' Salariofminimo__$56 240.00

Total $ 31 200.00 por dia

Gastos indirectos

Energfa electrica $ 2 667.00 por dia

Renta del local 16 667.00 oo
Agua . 340,00 n n

Total $ 19 674.00 por dia.

HMateria prima $ 730 780.00
Mano de obra 31 200.00
Gastos indirectos 19 674.00
Total de gastos por dia % 781 654.00

Costo por juego de pruecbas $ 7 816.00
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DEAISLAMIENTOS - ** . "
DENTIFICADOS

Vf-iORGANfsMO -

Escherichia coli 28

Shigella sonnei
Shigella dysenteriae
Citrobacter freundii

(R

SVEAE

W R NN WO NN RN St 929 o N

Saimonella spp
Salimonella tyhpi
Arizona

Kiebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Klebsiella ozaenac
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae

T AT . R
et e ——

Enterobacter sakazaki

Serratia marcescens
Serratia liquefaciens
Serratia odorifera

Proteus mirabilis 1
Proteus vulgaris '
Morganella morganni
Providencia rettgeri
Edwarsiella tarda
Yersinia enterocolitica

- TABLA 1.- RESUMEN DE 122 AISLAMIENTOS'CLINICGS-DE‘ENTEROBACTERIACEAE_

IDENTIFICADOS EN ESTE ESTUDIO.




PLACA _ " HUMEDAD" ' ° ABSORBANCIA DEL * : ...+ " - REACCION DEL
< (PESO) * - SUSTRATO HIDRA- . - ' SUSTRATO ++
. .. TADO 4+ T R SRR

SUSTRATO LIQUIDO C T iTa 3940

N.D.
SUSTRATO DESHIDRATADO o T aloslo¢ 100
(LIOFILIZACION) R
SUSTRATO DESHIDRATADO ~4.0100  p.o00 T 0

(EVAPORACION-VACIO)

-gr_

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

*  GRAMOS

+ UNIDADES DE ABSORBANCIA LEIDAS A 450 nm.

++ LA REACCION DEL SUSTRATO SE MIDIO POR LA CAPACIDAD DE SER UTILIZADO POR CEPAS DE REFERENCIA,
MOSTRANDO POSITIVIDAD DADA EN PORCENTAJE.

N.D . NO DETERMINADA.



CONCENTRACION DEL SUSTRATO

FRUEBA . . .~ .. .+ , MACROMETODO+ ... " “‘MICROMETODO+.

ONPG e '0.2% (+) SOI2B(H)

AMINOACIDOS 1.0%(+) .18 (=) 2% (+)

(ADH ,LDC,0DC, DA} _— _ _

CIT 0.3%(+). . - .. 0,3%(=) 0.6%(=) 0.93(+)

H, S - 0.008% (+)7 - 0.008%{—) 0.016%(~) 0.032%(-)

] . D.64%(~) 0.08% (+}

URE - 0.8%(+) ‘ T0.8%(=) 2%(+)

IND 1.0%(+): 1% (FALSAS +) 0.4% (VERDADERAS +)
VP 1.0%{+). 1%(-) 2% (+)

GEL 15% (+) 15%(-) 10%{-) 5% (-) 1%(+)
Carbohidratos

(GLU,MAN, INO, SOR,RHA, 1%(+) 12 (=) 2% (+)

SAC,MEL,AMY ,ARA}

TABLA 3.-— CONCENTRACION OPTIMA DE SUSTRATO PARA OBTENER UNA
REACCION COLORIMETRICA VISIBLE A LAS 24 HRS. DE INCUBACION A 37°C

*CADA PRUEBA SE REALIZ0O 18 VECES.

+LA CONCENTRACION DEL SUSTRATO PARA LA REACCION BIOQUIMICA ESTA

DAPA EN, POR CIENTO.

+EN PARENTESIS SE MUESTRA EL RESULTADO POSITIVO (+) 0 NEGATIVO (-)

DE LA REACCION.

..LV.-
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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

..gp-



coli
sonnei
freundii
ozaenae
aerogenes
sakazaki
marcescens
8. liquefaciens

s. dysentériae

c.
Salmonella spp

5. typhi

K. pneumoniae
K. oxytoca

K.

E. cloacae

S. cdorifera
P, mirabilis
P. vulgaris

Arizona
E.
5.

E.
s.

Edwarsella tarda
enterocolitica
, No identificado.

M. morganni
P. rettgeri

Y.

R
©

E. coli

[=]

S. sonei
S. dysenteriae

C. freundii 12

Salmonella sps 6

S. typhi & .

Arizona T S :

K. pneumoniae _ R AR T S
K. oxytoca B

K. ozaenae _ d

E. aerogenes ) ST
E. cloacae L

E. sakazaki
S. marcescens 1

o

8. liguefaciens
S. odorifera

P. mirabilis
P. vulgaris . 1

M. morganni
P. rettgeri

Edwarsiella tarda
Y. enterocclitica

i

e
-6P"

==

TABLA 5.- CONCORDANCIA ENTRE EL MACROMETODO (A) ¥ EL MICROMETODO

INNSZ (C).
INDICE DE KAPPA K=0.82 p=0.001
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1
]
3
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TABLA 6.- CONCORDANCIA ENTRE EL MICROMETODO API 20 E (B) Y EL
INDICE DE KAPPA K=0.81

MICROMETODO INNSZ

p= 0.001

‘US‘



CONCENTRACTION.  DEL "SUSTRATO

PRUEBA ' MACROMETODO ~ .~ .: [/MICROMETODO . "' . -

ADONITOL ' : _..:?_111fny:; .

ESCULINA ' 0.5(+) -

FENILALANINA R T A R (HY

UTILIAZACION ' - T TS h

C0.9(+)
MALONATO RIS

F(=) 0.6 (=)

NITRATOS 0.114)_1f ' gfﬁ-o;ltffl'

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

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

ONPG 100%
AMINOCACIDOS 100%
(LbC, OCD, ADH, TDA)

IND, URE, CIT, H2§' 100%
v.p.

GEL 100% . “100% 33,38 66.6% 100% 66.6%
CARBOHIDRATOS

(GLU, MAN, INO, SAC, 1DO% 100% 100% 100% 100% 100%

MEL, AMY, ARA)

_zs..

TABLR 8.- ESTABILIDAD DE LOS SUSTRATOS EN CONDICIONES IDEALES DE ALMACENAMIENTO* .

* REFRIGERACION 4°C, BOLSAS DESECANTES.

LOS SUSTRATOS FUERON PROBADOS CADA SEMANA CON CEPAS DE REFERENCTIA.
EL VALOR INDICADO REPRESENTA EL. % DE POSITIVIDAD DE NUEVE PRUEBAS.
REALIZADAS POR SUSTRATO.



PRUEBA 4
ONPG " 100%
AMINOACIDOS N.D.
(LDC, OCD, ADH)

IND, TDA, URE, CIT, Hi?f” 100%
V.P. 1008, 1008 U N.Dp.~ . N.D.. N.D.
GEL 100% 100% = 66.6%  33.3% 33.13%
. 1
GLU, MEL, ARA, RHA 100% 100% N.D. " N.D. N.D. 5
]
SOR 100% 100% 100% 100% F.P.66.6% N.D.
SAC, INO, AMY 100% 100% 100% 100% 100%

TABLA 9.- ESTABILIDAD DE LOS SUSTRATOS ALMACENADOS EN ENVASES ADECUADOS * A 42°C.

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

* BOLSAS DE PROPILENC ALUMINIZADO ¥ DESECANTE GEL DE SILICA
LOS SUSTRATCS FUERCON PROBADOS CADA SEMANA CON CEPAS DE REFERENCIA.

EL VALOR INDICADO REPRESENTA EI. % DE
REALIZADAS POR SUSTRATO.

POSITIVIDAD DE NUEVE PRUEBAS
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DISCUSION

En afios reCiéntES'-se han'

nlaturlzados para. sustltulr a’ los'y

bacterlana. Dentro de - estos élstemas,;fruut
dos M comparados entre sI, se destaca el 31stema API 20 E"por su'alta“'"
reprodUCLbllidad y conflabilidaa. Por tal motivo nosotros eleglmos es

te microm&tcdo para tratar de reproduc1rlo.

Una de las principales ventajas con gque se cuenta al utili-
zar microm&todos es la conservacifn de los sustratos por largos perié
dos ya aue se encuentran deshidratados. Se conoce un gran nfimero de -
técnicas de secado, pero para nuestros fines y dadas las caracteris -
ticas del microm&todo se decidié ensayar con evaporacién vacio y lio-
filizacidn;: al comparar tales técnicas se cbservé gue la liofilizacién
era la gue redituaba mejores resultados, esto confirma una vez mis -
gue este mé&todo continfia siendo el de eleccifn para la deshidratacifn

de medios de cultivo. (42)

Un punto importante de los sistemas miniaturizados es el po
der leer la reaccidn biogqufmica después de 24 horas de incubacidn, lo
gue se logrS incrementandc las concentraciones de cada uno de los sus

tratos con respecto a las utilizadas en macromé&todoc.

Uno de los problemas con el que nos enfrentamos durante el-
montaje del microm&todeo fué tratar de mejorar el aspecto obtenido des

pués de que los sustratos eran deshidratados, ya que é&€ste no era to -



talmente aceptable

sulante, ya fuera de tlpo natural o sintétlco, pero esto nos llevarfa

a un nuevo nroblema, podrié suceder que las bacterias en estudio no -
_tuvieran la capac;dad de degradar tal encapsulante y por ende no hi -
.drollzarian el sustrato, con lo que obtendriamos resultados falsos ne
gatxvos. (43)_Eor 1o gque el mejoramiento del aspecto s5lo vuede lograr
se optimiéando el proceso de deshidratacidén, con un vaciadeo tipo as -

persidn y congelaci®n inmediata, obteniendo un aspecto semejante a -

. una pelfcula. Cabe hacer notar que tales procesos s6lo puasden efec -

tuarse a nivel industrial. (53, 21)

Nuestro mftodo se disens para la identificaci&n de aisla -
mientos de la Enterobacteriaceae, por lo gue serd 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 excelenté grade de reproducibilidad, cuando el
sistema es inoculado con un Mac Farland No. 0.5. E1 porcentaje de -
discordancia con el m&todo convencional est&ndar y el API 20 E fue -~
muy pequefio 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 gue cuandeo menos es tan seguro en su reproducibilidad como

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

Uno de los objetivos del proyecto y quizd el més importante
fué no s6lo reproducir el Sistema API 20 E, sino modificarlo de acuer

do a nuestras necesidades.
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Varios fueron los factcres que se tomaron‘en cuenta para mo-

dlflcar el mlcrométodo original . de API'20 "a_gunos fueron sustltul

dos y otros incluidos considerando ademﬁs las condic;ones imperantes -

'en los laboratorios de nuestro palS.HLOS nuevos sustratos ayudan sobre
'todo en forma importante a dlferen01ar 1 xdlversas espec1es de los gé&
neros Enterobacter, Klebsiella y Serratia microorganismos de gran in -
terés que deben ser identificados con prec1316n por ser algunos de los

_prznc1pales causantes de infecciones a nivel nosocomial. (32, 34)

En el micromé&todo desarrollado se incluyeron algunas pruebas
claves para la identificacifén de la familia Enterobacteriaceae como la

Prueba de nitratos y oxidasa, por considerarlas esenciales.

Algunas de las sustangias utilizadas en la elaboracién de ==
los medios de cultivo no son producidas en México y es necesario im -
portarlas. 8in embargo a pesar de este inconveniente, el desarrollo de

estos sistemas en nuestro medio son ventajosos.

Nos propusimos disefiar un soporte gue nos permitiera hacer -
una lectura individual y visualizar la reaccifn en su totalidad y que-
al mismo tiempo pudiera leerse en espectrofotfmetro automatizado. Esto
se logré utilizando placas de poliestireno transparente con 24 micro -
tubos de 0.5 em. de difmetro y 2 cm. de longitud cada uno; ademis, en
esta serie de microtubos estf incluideo uno cuyo propfsito es controlar
el crecimiento de el microorganismo problema. Esto es importante para-
eliminar la posibilidad de registrar reacciones falsas neqativas gque -
pueden ser interpretadas de esta forma al no existir desarrcllo de la -

bacteria.
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El desarrollo de. los sistemaS“d""

de calidad por lo que estos m&todos, pueden_utlllza 5 cualquler la-"

boratorio gue requiera la ident1f103016n de Enterobact rias

Por otre lado, no s&lo es posibiesid;ntlficar-Entercbéété iew.
rias por estos sistemas, sino gque se han empléado.en 1a;idéntiflcac16n
y caracterizacién de otros grupcs bacterianos como son._cocps gram po-
sitivos, bacilos gram negatives no fermentadores, anaerobios, levadu-
ras y algunos microorganismos fastidiosos comﬁ Neisserias, Haemophilus,
etc. También se han utilizado en la definicifn de biotipos y la iden -

tificacién de alguncos microorganismos especiales.

Hasta ahora los sistemas miniaturizados han contadec con la -
computadora, un gran aliado que les ha permitido incrementar su campo-
de accifn y su desarrello, con la elaboracién de claves para la iden-

tificacifin basada en evaluaciones matemidticas.

La creacidn de modelos matemiticos hace posible determinar-
las mejores pruebas con el mé&s alto poder de diferenciacién de acuer-

do con aproximaciones probabilfsticas.

El siguiente paso de este proceso es la industrializacibén -
del microm&todo desarrollado, para lc gque se requiere la elaboracién-
de un libro de identificaci®n mediante la prueba de miles de cepas de

microorganismos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae.
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Posteriocrmente debe eféctuaﬁsé una_fasé:de'vaioxadién del sistema com-~
paréndolo con el m&todo conﬁehcioﬁal Yy 91 APi?20 E, y otra filtima que
serfia una fase abierta que se llevarfa a cabo en varios laboratorios-

de Microbiologia Clfnica.
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CONCLUSIONES. o
F1) Eu§ poéibié féproduqifféh_micrdmétodp'el sistema API 20 E

2) La identificaci&n de loé aislamientos probados en este es-

tudio fué& confiable tanto a nivel de génerc como de especie con un 82%.

3} Los resultados de este estudio indican gue el micromé&todo-
INNSZ es comparable en forma favorable con los sistemas convencicnal y

API 20 E en la identificaci®dn de Enterobacteriacese. g

4) Es factible gue estos equipes puedan ser desarrcllados en

nuestro pais para su industrializacién.
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BIOTIPIFICACION POR MICROMETODO PARA IDENTIFICACION DE CEPAS DE ESCHERI -~

CHIA COLI ENTEROPATOGENA { EPECi) ASOCIADAS ‘A’ DIARREA ¥ CORRELACION -
2.

'CON EL ENSAYO DE ADHERENCIR - A CELULAS HE'

RESUMEN

Escherichia coiiieﬁﬁéféﬁaébééﬁé:fEPEC) se ha considerado -
como un agente causal de dlarrea v la adherencia a células HEp-z es -
uno de los marcadores para deflnir cepas natdqenas. El objetive del -
trabajc fu& desarrollar un_método m&s accesible para identificar cepas

patSgenas de los sercotipos clésicos.

Se estudiaron 74 cepas EPEC Serctipificadas por el mé&todo de
aglutinacifn en portacbjetes, de nifies con diarrea y 16 de nifios asin-
tomiticos utilizando un microm&todo desarrcolladec en INNSZ cue contie -
ne diferentes carbohidratos, el Sistema de API 20 E, la oroduccién de
hemblisis vy la adherencia a cé&lulas HEp—Z. Se usaron los prodramas -
de Cluster v Discriminantes de SPSS para el an@lisis de datos y los -
biotipos fueron finalmente definidos de acuerdo a la actividad con 7

carbohidratos y un aminodcido.

En el andlisis de discriminantes, las cepas fueron agrupa -
das dentro de 8 biotipos ademfs de los siguientes subgrupos; biotipo
1l con dos subgrupcs y biotipo 8 con 3. Todas las cepas EPEC de porta-
dores excepto 4 se encontraron dentro de los biotipos Ib vy 7: tales -
bioctipos estuyieron significativamente mis asociados a las cepas de -
portadores gue los otros biotipos ( P 0.001: valor predicativo po-
sitivo 71% y valor predicativo negative del 100%. La adherencia vosi-

tiva tanto difusa como localizada a c&lulas HEPHZ estuvo significati-



vamente asociada con los biotipos la, 2; 3}”4r75,ﬁ6,'aa; Bb"y'aé. -

{ p 0.001; vpp 77% v vpn GG%IJ.i.

Fu& posible identificar por micrométddo bioguimico sim -
prlificado los diferentes biotipos de EPEC. Tambié&n se observé bue;
na correlacién de biotipos con adherencia a cé&lulas HED - 2. Estos
hallazgos preliminares sugieren que la biotipificacifn es dtil'péra
la identificacifSn de EPEC asociadas a diarrea. Sin embargo serd -
necesario estudiar un mavor nfimero de cewas particularmente de acue-

llas aisladas de wersonas asintomfticas.

i
i
E
!
i



INTRODUCCION .

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

Los mecanismeos patogénicos de la diarréa'por EPEC no son ,-;_1
bien conocidos. Algunos estudicos de nifics ¥y animales con infecciones-
por EPEC han sugerido gue la adherencia de la bacteria a la mucosa del

intestine es importante en la induccidén de la enfermedad. (3.5)

Cravioto v ceclaboradores (1) reportaron gue la mayorfa de
las cepas de EPEC aisladas de brotes de gastroenteritis infantil se -
adherfan en cultivo a c€lulas HEp - 2 pero que esa adherencia era ra-

ra en cepas no EPEC.

Esos microorganismos son reconocidos por pruebas serol&gi-
cas basadas en el esquema propuesto en 1940 por Kauffmann scbre las -

bases de lipopolisaciridos 0, flagelar H y polisacirido de antigeno K.

En 1956 Kauffmann y Orskov revisaron los resultados de se -
rotipos de EPEC y mostraron gue la mayveria o todos los serotipos de -
EPEC tenian caracteristicas de biotipos, independientemente del tiem-

po de aislamiento y el pais de origen. (&6, 17)
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1) Desarrollar un sistema miniaturizado para bictipificar e
identificar E. ¢oli enteropatéSgena ( EPEC ) y correlacio-

narlo con el ensayo de adherencia a células HEp -2.
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MATERIAL ¥ METODO.

Cepas del estudio.- Se estudiaron 74 depas de EPEC aisladas
de nifios con diarrea y 16 aisladas de nifios asintomiticos, obtenidas
en el Instituto Nacional de la Nutricifin de un estudio de incidencia
de enteropatfgenos en la comunidad de San Pedroc Martir en la ciudad -
de México. Los aislamientos fueron previamente serotipificados por el
mé&todo de aglutinacién en portaobjetos utilizando los sueros comercia-
les Bacto E coli OK antisera {Difco Laboratories. Detroit Mich) .y con-
firmados por aglutinacitn en tubo, hecho por Dr. J. Mathewson (U. of
Texas Medical School At Houston) usando sueros de CDC en Atlanta, di -

chos aislamientos fueron probados ademfis por los siguientes mé&todos:

1) Microm&todo disefiado en INNSE usando 15 carbohidratos.
2) Sistema API 20 E ( Analytab Products, Plainview, N.Y.)
3) Hemblisis {(agar sangre de carnero).

4) Adherencia a células HEp -~ 2 (ensayoc en mic¢rocamara de

cultive) {(1).

Sustratos.~ Adconitol. L-arabinosa, D=celcbiosa, dulcitol,
N-inositol, lactosa, maltosa, D-rafinosa, L-ramnosa, salicina, D-sor
bitocl, sorbosa, sacarosa, D-trehalesa y D-xylosa. (Sigma Chemical -

Company 5. Louis. Missouri)

Estandarizacidén del microm&todo.- Se utilizaron los 15 car-
bohidrates en medio base constituido por pepntona, cloruro de sodio, -
fosfato de potasio dibSsico y azul de bromeotimol en solucifn regula-

dora de fosfatos ( PBS ) pH 7 0.1 M.



‘a las .24 horas. '

Anél1515 estadistlco y programas de ccmputadora. En el an4i -

11515 de correlaczﬁn entre cepas dlarrelcas b a51nt0mét1cas con bioti -

pos,ensayo ‘de adhgrenc1a.aice1ulas HEp - 2 y biotipos, se utilizé 1la

2

prueba de X (13)

La clasificacifn de los biotipos se llevé a cabo en una com -
putadora HP utilizando el programa de Agrupamiento ( Cluster ) de SPSS
‘con los siguientes criterios: Se tomaron en cuenta 36 variables, repre -
sentando los resultados de las pruebas bioquimicas codificadas con 1 -
como negativo y 2 como positivo, mis otra variable 1 para cepas de mues-

tra control y 2 para diarreica,

Se corrié el progréma'utilizando los cuadrados de la distan -
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cia Euclidiana como medida de discriminacifén. En la corrida se utili-
zaron los siguientes criterios Baverage, Waverage, Single, Complete.
Centroid, Median y Ward con el obietc de encontrar la mejor asocia -

cibn. ( 4, 14, 15, 16 )

Tambi&én se ejecutd el programa de discriminacién aprovechan-
do que se conocia el dato de procedencia de la muestra de nifio con dia-
rrea y asintomitico, esto con el fin de conocer el porcentaje de con -
fiabilidad de la separacidn en los'grupos de cepas provenientes de mues-

tras control y diarreicas.
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:_ﬁéfahdarizaciﬁn del microm&tcdo.- Las pruebas biogufmicas se
u;in£9fp£étaroﬁ.eh.un'eépejo lecter (. Dynatech Laboratories. Alexandria

virgiﬁia); Se encontrd gue la copcentracién Sptima de los azlicares fué
zkgiLé§m_Ehfia estandafizacidn de 1bs_shstratos probados con microorga -

“nismos de referencia encontramos un 100 % de reproducibilidad.

_ API 20 E y hem8lisis.— Ornitina fu& el dGnico sustrato Gtil
del API 20 E. El resto de las pruebas y la hemélisis no diferenciaron

biotipos de las cepas de EPEC probadas, por lo gue fuercn eliminados.

Andlisis.—- Se encontrS gue con el programa Complete se obtuvo
un mayor grado de similitud ( f£fig. 1 ) v con el de discriminantes se -
ocbtuvo 92% de confiabilidad para discriminar las cepas de casos de -

diarrea de las de portadores. ( fig 2 }.

Biotipos.— De los 15 azficares utilizados originalmente en el
micromé&todo, solo 7 dieron informacidn para discriminacién de biotipo.
El resto de las variables fueron eliminadas ya gue no daban informa -
cién por mantenerse constantes. De acuerdo con el anflisis, las cepas
se agruparon en 8 biotipos, en el grupo 1, 2 subgrupos y en el 8,3 sub-
grupos. Las cepas aisladas de nifios asintomiticos perteneciercn a los -

biotipos Ib y 7. (Tabla 1)
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No fué pos;ble agrupar 2- de las cepas ya:que noqueron 1den-5'

'tlflcadas en algﬁn grupo por. presentar grandes dlferenclas_en'cuanto a

sus reacclones bloquimlcas.ﬁ

_ Asociacién de biotipos con dlarrea.— Los blotlpos Ib y 7 se
asociaron a las cepas aisladas de portadores con una . frecuenc1a signi-
‘ficativamente mayor que los otros biotipos ( valor predictivo positivo

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

Adherencia a c&lulas HEP 2.~ La adherencia positiva a c€lu-
las HEP ~2 egtuvo asociada significativamente con los biotipos en los

gue se agruparon las cepas diarreicas. ( p = 0.001, valor predictivo
vositivo 77% y valor predictivo negativo 86%). ( fig. 3 ). La asocia-

citn serotipo, biotipo y patrén de adherencia se muestra en {Fig. 4)



BIOTIPOS DE ESCHERICHIA COLI ENTEROPATOGENA

CEPAS
CEL DUL RAF RAM SOR S0S SAC 0ODC DIARREICAS ASINTOMATICA

1a - - - + + - - - 21 4

ib - - - + + + - -

2 T 7 Al e O e 3

3 - = = Hf - = - = 8

4 - - - -+ = = /- 5 1

5 + +/- + + + - + + 4 3

6 - - + + + - +/- + 11

7 - o+ o+ o+ o+ - + +/- 6

8a - =/+ + +/= + - + - 10

8b - - + + + + + + S

8c - —/+ —/+ + + ~/+ + + 7
CEL=Celobiosa DUL=Dulcitol RAF=Raf inosa RAM=Ramnosa
SOR=Sorbi tol S0S=Sorbosa SAC=Sacarosa ODC=0rnitina

TABLA 1..— Las cepas cisladas de nifios asintomdticos pertenecieron a
. los biotipos 1b y 7.
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Coeficiente de agrupamiento
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‘ASINTOMATICO -

| _VALOR PREDICTIVO POSITIVO o
VALOR PREDIGTIVO ‘NEGATIVO = 100%

W oo H MO H L

BIOTIPOS

by 7 OTROS
L2
X = 11.18
| 2 38 P= =  0.001
ENSAYO DE
ADHERENCIAS A VALOR PREDICTIVQ POSITIVO = 73%
CELULAS oo, VALOR PREDICTIVO NEGATIVO = 77.7%
HE -2 7 14

FIGURA 3 CORRELACION DE CEPAS AISLADAS DE NIfios -
CON DIARREA Y ASINTOMATICOS CON BIQTIPOS
Y ENSAYO DE ADHERENCIA A CELULAS HEP-Z
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A CELuULAs Hep-2,
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DISCUSION

Reportes recientes de algunos inves: an ‘mostrado que

la adhesidn a la mucosa puede ser'impoftaﬁtégehlla"étb éﬁééi§ dé”EPEC;
Los resultados obtenidos en este estudib‘éugieggp;qqg;q@i}}ééndﬁiun mi-

crométodo simplificado de pruebas bioquimicngés pogible definir bio -

tipos de EPEC que se asocien a diarrea.

A la fecha los Gnicos marcadores de'virﬁléncia de EPEC de -
mostrados son la produccién de citotoxfinas (Shiga like ¥ toxina Ve -

ro } y la adherencia a cé&lulas HEP - 2,

Pr&cticamente se ha demostrado una asociacién entre adheren-
cia a c&lulas He La, serogrupos, serotipos y bioserotipos de E. coli -
{ 9, 12 ). Okerman y colaboradores { 10 ) en un estudioc realizado con -
cepas EPEC aisladas de conejos mostrd una correlacién de bicotipo, se -

rotipo y cepas patdgenas.

Nuestra asociacidn de bictipos relacionados a cepas alisladas
de nifos con diarrea v asintomfticos, y ensayc de adherencia a c&lulas
HEp— 2 de una manera apoya el concepto propuesto por Kauffmann y Oros-
kov desde hace muchos afios, que las cepas de E. coli enteropatSgena —-
corresponde a biotipos., Sin embargo ser& necesario estudiar un ndmero-
mayor de cepas principalmente agquellas provenientes de sujetos asin -

tomaticos antes de establecer una conclusién definitiva.



CONCLUSIQNES

1)

2)

3)

4)

Se encontr6 buena correlacién

- 88 ~

Fu& posible identificar big#iééé:éigh“fiéqﬁivamEnte m&s

asociados a diarrea.

tre los-biotipos asocia-
dos a diarrea y una prueba positiva de adherencia a cé&-

Julas HE_ - 2.
P

La biotipificacifn puede ser fitil en la identificacién

de EPEC.

Los micromé&todos tienen gran utilidad y perspectiva en

el estudic de patfSgenos de diffcil identificacidn,
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