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1. INTRODUCCION:

En la etapa previa al descubrimiento de los microorganismos, se pensaba que
los seres vivos eran solo plantas o animales, pronto con la utilizacién del microscopio
se abrieron nuevos campos en el estudio del microcosmos. A mediados del siglo XIX,
Louis Pasteur, creador de as Ciencias Microbiolégicas, demostré entre otras cosas,
la enorme trascendencia de los microorganismos, no solo como agentes causantes de
enfermedades, sino responsables de cambios importantes en diferentes regiones del
mundo. Debido a que solo eran visibles al microscopio, ‘durante muchos afos, la
morfologia fue la base de su identificacién, asi A, Leeuwenhoek, ya establecia
diferenciacién en tres ordenes de morfologia; cocos, bacilos y espirilos.

Existen evidencias de que gran parte de la tecnologia del futuro tendra que
utilizar sistemas vivos, es decir tecnologia biolégica o biotecnologia. Problemas
comunes del hombre como son el hambre y la enfermedad son susceptibles de ser
tratados con tecnologia biolégica. Numerosas interacciones entre huésped-pardsisto
culminan generalmente en enfermedades al atribuir factores de infectividad,
invasividad, patogenicidad y toxicidad. (Jawetz, 1987; CIIG-UNAM 1986; Lennette,
1985).

Los gobiernos, asi como la industria privada de varios pafses han canalizado
importantes esfuerzos, tanto humanos como econémicos para estructurar y llevar a
cabo planes de desarrollo biotecnoldgico. (Salval, 1989; Koneman, 1988; Lennette,
1985).

La biotecnologia puede definirse como la aplicacidn de sistemas biolégicos a
técnicas y procesos industriales, lo que implica la integracion de toda biologia. Estos
procesos estdn basados en el uso de algunas de las formas de catélisis orgédnica en la
conversién de un sustrato a un producto final. Asi{ mismo, cada proceso est4 asociado
aun material primordial (bacterias, hongos, levaduras, células de plantas o animales,
4 enzimas producidas por ellos mismo) y a una manipulacién téenica (fusién celular,
inmovilizacién celular o enzimética, ingenieria genética, etc.), (Morris, 1989; Demain,
1986; Gaden, 1981).



Desde el punto de vista académico e industria), las aplicaciones de
biotecnologia son definidas en dos categorias generales: Investigacién y Desarrolio-
produccién. La investigacidn representa un esfuerzo indagativo, el cual podria
aportar el desarrollo de un procedimiento, aplicado a ]a produccién de materiales
especificos (organismos ¢ metabolitos) para desarrollar y controlar procedimientos.

Obstaculos especificos en biotecnologia estdn asociados con tres propiedades de
los microorganismos a) la potencialidad de causar enfermedad, b) la potencialidad
para alterar una prueba o procesos aprobados y c) la ubicacién de un organismo el
cual puede contaminar al sistema (Liberman, and Demain, 1986; Phalf, and Gaden,
1981; Demain, and Solomon, 1981).

En los cultivos positivos de los Jaboratorios de microbiologfa clinica se observa
que el 80% corresponden a bacilos gram negativos, de estos, el 80% pertenecen a la
familia Enterobacteriaceae (Rahn), y de el total de aislamientos el 50% son también
enterobacterias.

Muchos organismos "entéricos” -la mayoria patégenos- causan enfermedades
principaimente gastrointestinales en el hombre y animales, pueden ser pardsitos en
vegetales o bien sapréfitos permitiendo }a descomposicién de materia orgénica en el
medio ambiente. E} ataque bacteriano sobre plantas incluye sintomas como:
pudriciones blandas, manchas foliares, amarillamientes, tizones, enfermedades
vesiculares y agallas, siendo agentes causales importantes de estas manifestaciones
Erwinia carotovora, E. stewartii y E. chrvsantemi; Pseudomonas phaseglicola y P,

rubrilineans; Xanthomonas_sp. ¥ Corynebacterium sp. De las enfermedades en

animales ocasionadas por bacterias se reportan diarreas, mastitis, edemas, lceras
intestinales, etc, que puden ocurrir en mamiferos, aves, reptiles y peces, Algunos
agentes etiolSgicos son: Escherichia coli, Shigella spp. y Salmonella gpp. (en ganado
vacuno, hovino, porcino, etc.); Edwardsiella ictaluri, E. tarda , Yerginig ruckeri (en
peces); Salmonella pullorum, S. gallinarum (en aves); 8. arizonae (en reptiles); Y.
enterocolitica, Y. pseudotuberculosis (en roedores).

Finalmente las enterobacterias estdn asociadas a todo tipo de infecciones

humanas, incluyendo abscesos, neumonias, meningitis, septicemiaa e infecciones
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urinarias, en heridas, etc. Los géneros mas representatives son: E. coli en sus 5 tipos

de enfermedad entérica (enteropatégena, enterotoxigena, enteroadherente,
enteroinvasiva y hemorragica), siendo ademés frecuente en infecciones de tracto
urinario; Salmonella choleraesuis, S. paratvphiy S. tvphi en gastro-enteritis; Shigella

spp. en disenteria bacilar; Y. enterocolitica en gastro-enteritis invasiva; Enterobacter

aerogenes, E. cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis v

Serratia_marcescens que se asocian a infecciones nosocomiales en heridas, tracto

respiratorio, sangre, etc. (Koneman, 1988; De la I, 1987, Jawetz, 1987; Bailey and
Scott's, 1986; Trigo ¥y Mateos, 1936; Lennette, 1985; Ewing, 1980; Washington II,
1971

Lanomenclatura, clasificacion e identificacién dela familia Enterobacteriacene
ha sido objete de controversia, dando lugar a un nimero considerable de cambios
en Jaultima década. La clasificacién de entercbacterias estd basada principalmente
en la determinacién de la presencia o ausencia de diferentes enzimas codificadas por
el material genético del cromosoma bacteriano, reflejado vn sus exigencias nutricias,
v capacidad sintética: vias metabélicas que pueden veconocerse a través de medios
especiales utilizados en las técnicas de cultivo in yvitro. (Koneman, 1988; Jawetz,
1987; Lennette, 1985; Sonnenwirth, 1980; Seeley, 1873).

El sistema taxondmico de Ewing ¥ Edwards para enterobacterias es préctico

y util, ha sido ampliamente aceptado y ha servido como base para el sistema de
nomenclatura propuesto por Ewing gt al, el cual se basa en resultados obtenidos a
partir del andlisis de reacciones biequimicas de un nimero grande de cultives de 1a
familia Enterobacteriaceae. Se han utilizado mds de 50 pruebas y sustratos para
identificar a este tipo de bacterias; no obstante, con una bateria de 14 pruebas seria
suficiente.  Asf, Kelly, Brenner y Farmer proponen las siguientes pruebas:
fermentacidén de adonitol (ADO), presencia de arginina deshidrolasa (ADH), DNAsa,
utilizacién de citrato (CIT), produccién de gas y fermentacién de glucosa (GLL),
produccion de dcido sulfhidrico (H,3), produccion de indol (IND), lisina descarboxilasa
(LDC), movilidad, ornitina descarboxilasa tODC), fenilalanina desaminasa (FDA),

fermentacion de sacarosa (SAC), hidrélisis de urea (CRE) y produccion de acetoina
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6 reaccién de Voges-Proskauer (VP). Para aquellos gérmenes de dificil determinacién
se adicionaran pruebas,

El uso de reacciones bioquimicas y otros caracteres fenotfpicos en . la
clasificacién de la familia Enterobacteriaceae, se ha extendido por anlisis de datos
computarizados sobre 50-200 o mas caracteres de morfologia, cultivo y bioquimica de
la bacteria.

Las bacterias también se clasifican por comparacién entre 5us genes segin su
razén genotipica y niveles fenotipicos; mediante hibridacion ADN-ADN, clasificacion
que refleja en gran medida, relaciones naturales entre los microorganismos.

Otros métodos de identificacion son; la tipificacion de bacteriéfago, serologia,
patrones de resistencia a antibiéticos y determinacién del contenido de guanina y
citocina en ADN (proporcién G + C), técnicas que han aportado nuevos géneros y
especies, y cambios en la clasificacién de la familia Enterobacteriaceae, Ciertamente
estos sistemas no son convenientes para diferenciar entercbacterias en un laboratorio
de diagnéstico, en realidad, serian empleados para la caracterizacién de cepas
atipicas. (Koneman, 1988; Jawetz, 1987; Bailey and Scott's, 1986; Lennette, 1985;
Farmer 111, 1984; Sonnenwirth, 1980; Ewing, 1980

Enla fase transuoria de la metedologiu clasica a la contemporénea usada para
1a identificacion microbiana, se ha tambiado de multiples métodos a procedimientos
con énfasis sobre estandarizacin, vapidez, veproducibilidad, miniaturizacion,
mecanizacién y automatizacion; llegandose a establecer en muchos laboratorios el uso
de uno o mas sistemas disponibles para la identificacién de ciertos grupos de
microorganismos, proporcionando asi, una herramienta especial para obtener
resultados mas exactos que reducen el costo y el tiempo de estancia de un paciente
hospitalizado.

Muchos de estos sistemas han sido usados por mas de una década, tiempo
suficiente para que la mayoria de los microhidlogos vencieran su aversién a ellos.
Este tipo de instrun.entos, presenta grados de automatizacién basados en diversas
téenicas siendo divididos en 4 categorias generales: a) Bioquimica (manual), b)

Bioquimica (mecanizada/semiautomatizada/automatizada), ¢) Inmunolégica, y d)
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Radiométrica.

El término mecanizacidn se refiere & procedimientos efectuados por
instrumentos mecdnicos o electrénicos que no involucran interpretacién directa de
resultados sustituyendo una operacién manual (Kdmpfer, and Dott, 1989; Rhoden,
and O'Hara, 1989; Koneman, 1988; Lennette, 1985; Yamane, et al, 1984; D’Amato,
Holmes, and Bottone, 1981; Sonnenwirth, 1980).

Hoy en dia la comercializacién de sistemas automatizados en la identificacién
microbiana es notoria, sin embargo, varios de los sistemas automatizados o
semiautomatizados no cumplen con las necesidades de laboratorios pequerios, por su
alto coste. Los laboratorios de microbiolegia clinica de E. U. confian casi
exclusivamente en sistemas ripidos de identificaciéon bacteriana. Las pruebas
bioquimicas usadas para este fin, toman gran interés en la investigacién y desarrollo
de métodos microbiolégicos miniaturizades. (Vuye, 1989 Overman, et al, 1985;
Murray, Ganthier, and Niles, 1984; Yamane, gt al, 1984; Castillo, and Brickner, 1984;
D'Amato, Holmes, and Bottone, 1981; Smith, et al, 1872; Jeffery, 1971).

Los microsistemas son tan eficientes como los sistemas completamente
automatizados, de hecho podrign ser menos caros. La identificacidn de los bacilos
gram negativos patogenos y la determinacidn de su susceptibilidad para agentes
antimicrobianos, se realiza frecuentemente con microtécenicas. Los pequetios sistemas
pueden leerse manualmente o en forma automatizada, la visualizacién de las
reacciones quimicas es clara, requieren poco espacio en almacen e incubacion,
presentan larga vida de conservacién (de 6-12 meses, a 4-6°C), incluyen seleccién de
pruebas bioquimicas diferenciales estandarizadas que mejoran la exactitud en la
identificacion, los tiempos de incubacién son generalmente cortos, lo que permite una
répida determinacion del germen, facilitada ademas, por un registro computarizado.
El contro! de calidad se lleva a cabo por el fabricante. Todo esto ofrece grandes
ventajas para los laboratorios de microbiologia, especialmente para aquellos de
espacio reducido, donde e! tiempo es escaso o no se cuenta con los téenicos expertos
dedicados a 1a identificacién de los microorganismos y, donde ademads, el control de

calidad es mucho mas dificil de mantener.
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Muchos de los sistemas miniaturizados contienen medios deshidratadoes en
pequeiios pozos, medios sélides en tubos o sustratos preparados en discos, tabletas o
tiras para lectura, en los cuales una vez agregada la suspensién bacteriana, se
obtiene la identificacion después de incubar a 35 - 37°C durante 18 a 24 hrs. o bien
de 4 a 5 hrs, si se emplea mayor indculo,

Los microsistemas han sido ideados para la determinacién de un grupo variado
de microorganismos de importancia médica y veterinaria tales como baciles gram
negativos fermentadores (especiaimente enterobacterias), bacilos gram negativos
fermentadores y no fermentadores oxidasa positiva, aerébicos y anaerébicos, cocos
gram positivos, levaduras, etc. (Rhoden, and O'Hara, 1989. Koneman, 1988. Rhoden,
Schable, and Smith, 1987. Wenger, Tissieres, and Praplan, 1987. Smith, and Baker,
1985; Lennette, 1985; Overman, et al, 1985; Murray, Gauthier, and Niles, 1984;
Castillo, and Bruckner, 1984; lzard, et al, 1984; Kelly, Matsen, and Morello, 1984;
Langlois, Harmon, and Akers, 1983; Sonnenwirth, 1980; Swanson, and Collins, 1980;

Robertson, et al, 1976; Lapage, 1974; Vermeulen, gt al, 1972),

Algunos de los sistemnas miniaturizados mas conocidos son:
ENTEROTUBE I

Se constituye de un armazén plastico con 12 compartimientos que contienen
15 pruehas (medios de agar base), con un asa integrada especial para inocular los 12
compartimientos. Se incuba a 35-37°C, por 18 a 24 hrs. Los resuitados se obtienen
a partir de un cédigo de 4 dfgitos que se localiza en un manual de referencia.
(Holmers, 1989; Leighton, and Little, 1983; Sonnenwirth, 1980; Hayek, and Willis,
19763,
MINITEK

Presenta 34 cartuchos con discos impregnados con los reactivos. Una seleccién
de 10 discos se coloca en una tira plastica con 12 pozos, que son inoculados con 50 ul
de suspensién bacteriana. Se incuba a 37°C por 18 a 24 hrs, y se obtiene un cédigo
de 5 digitos que se localiza en un indice computarizado para identificacién.
(Lennette, 1985; Sonnenwirth, 1980).



API 20E

Consta de una microplaca plastica que contiene 20 sustratos liofilizados
distribuidos en pozos, cada pozo se inocula con 100 ul de suspensién bacteriana, ia
microplaca se incuba a 35-37°C por 18 a 24 hrs. Se interpretan los resultados en
base a un c6digo de 7 digitos que se encuentra en un manual computarizado
(Overman, 1985, Lennette, 1985; Aldridge, and Hodges, 1981; Aldridge, et a] 1978;
Holmer, Willeox, and Lapage, 1978).

MICRO-ID

Lo integra una tira plastiva con 15 "camaras de reaccién”, las 5 primeras
contienen un sustrato y un disco, las 10 restantes contienen solo un disco "sustrato
detector”. Cada cémara se inocula con 200 ul de la suspensién bacteriana, se incuba
a 35-37°C por 18 a 24 hrs, y se obtienen resultados interpretando un cédigo de 5
digitos. {(Harrison, and Williams, 1985; Sonnenwirth, 1980},

ENTERIC-TEK

Se compone de un recipiente pldstico multicompartimientos, de 11 pozos
periféricos y uno central los cuales contienen un medio de agar base especifico, que
una vez inoculade con la suspensién bacteriana se incuba a 35-37 °C por 18 a 24 hrs,
Se interpretan resultados obteniendo un cédigo de 5 digitos. (Lennette, 1985).
SPECTRUM-10

Es un sistema microtube, que presenta dos cartuchos de 10 sustratos
bioquimicos en cada uno. La suspensién bacteriana se afiade a cada cartucho y se
incuba a 37 °C por 18 a 24 hrs. La interpretacién es visual. En caso de utilizar solo
un cartucho se obtiene un cédigo de 4 digitos, o bien, uno de 7 dfgitos si se usaron los
dos, La determinacién se da a partir de]l manual de cédigos computarizado. (Vuye,
1989).

Haciendo mencién  de otros sistemas o equipos miniaturizados,
semiautomatizados o automatizados tenemos el Rapid E, Quantum If, Automicrobie,
Cobas-Bact , Auto SCAN-4, PASCO-MIC-1D, Mini-ID, Fiken, MS-2, Autobac IDX, etc,
utilizados para Enterobacteriaceae y otros bacilos gram negativos. El sistema N/F,
Oxi-Ferm, Rapid NFT, Titertek NF, etc. para gram negativos fermentadores y no
fermentadores oxidasa positives, APl 20A, Anaerobe-Tek, ODS Rapid ANA para
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anaerobios, AP] 208, Rapid Strep, Staph-ldent, Staph-Trac para estreptococos y
estafilococos, y API 20C, Uni-Yeast-Tek para levaduras. Tales equipos son costosos,
sin embargo, muchos de ellos han logrado reducir el tiempo de incubacién hasta 5 hrs.
a una temperatura de 35°C, (Kimpfer, and Dott, 1989; Kamm, Wenger, and Bille,
1989; Rhoden, and O'Hara, 1989; Smith, and Schable, 1988; Koneman, 1988; Rhoden,
Schable, and Smith, 1387, Wenger, gt al, 1987; Lennette, 1985; Rhoden, gt al, 1985;

O'Hara, Kelly, et 8, 1984; Sonnenwirth, 1980).

La identificacién de la familia Enterobacteriaceae y otros grupos de bacterias
de interés médico, ecolégico, industrial y agropecuario han sido facilitados por el uso
de equipos y sistemas automatizados con los que los organismos son identificados a
través de cddigos numéricos computarizados. Todos los fabricantes gque tienen
equipos y sistemas manuales de identificacién en el mercado utilizan un registro de
cédigos, en los cuales cientos de biotipos numéricos se comparan con una o mas
especies bacterianas, exclusivas para ese niimero, es decir, varias caracterfsticas de
identificacién propias de ese grupo de bacterias se convierten en una secuencia de
nimeros que representa a la especie del microorganismo estudiado. Estos cédigos
estdn basados en un sistema numérico binario que representa a cada reaccién, en
donde el numero "1" y "0" denotan convencionalmente una reaccién positiva y una
negativa respectivamente,

Tal caso se puede ilustrar en la secuencia de caracterfsticas bioguimicas de la
tira del sistema miniaturizado API 20E; donde una vez convertidas las reacciones
bioguimicas positivo-negativo a nimeros binarios, se obtienen 21 digitos, por ejemplo:

101100001001101201010

Este cédigo se transeribe a un lenguaje matemaético facil de usar como es el
sistema octal de 8 dfgitos, un digito octal se representa con 3 espacios binarios 6
"bits", por lo que a cada valor positivo o negativo, corresponde un octa) de 2 u 8
combinaciones posibles, las cuales pueden indicarse con uno de los 8 mimeres en un
intexrvalode 0 a 7.

Ya que los nimeros binavios se leen de derecha a izquierda, se divide el
numero en bloques de tres:



101 100 001 001 101 101 010

4ot dan med acd dod ot abe
5 1 4 4 5 5 2

el octal equivalente es 5144552, biotipo numérico, que es la representacion numérica
de una serie de caracteristicas fenotipicas expresadas y tnicas para una especie

bacteriana. E] nimero 5144552 codifica para la especie E._coli “muy buena

identificacién”. Evaluacién basada en el calculo computarizado, de una amplia base
de datos derivados de reacciones bioquimicas de cientos o miles de organismos
prebados.

Los sistemas de identificacién bacteriana proveen un impreso que indica el
nGmero de cepas seleccionades y 1a proporcion examinada para ajustar exactamente
e] biotipo numérico, el cual puede ser interpretado conjuntamente con otra
informacidn disponibie sobre el organismo desconocido, como es la morfologfa colonial,
comportamiento en medios de aislamiento, morfologia celular, reacciones bioquimicas
presuntivas y patrones de sensibilidad a antibiétices.

El mejoramiento de la sensibilidad y especificidad de las reacciones bioquimicas
en los equipos compactos, a través de sustratos alternativos o adicionales, ha
corregido inexactitudes en los sistemas. La reproducibilidad podria ser una de las
mayores ventajas. El tiempo de identificacién, el alto porcentaje de exactitud y bajo
costo, determinan la eficiencia de un sistema de identificacién.

Pruebas realizadas en laboratorios de diagndstico e investigacién han
demostrado que un 95% o més de concordancia se manifiesta entre Ia mayoria de los
sistemas de identificacién y métodos convencionales en la determinacién de
microorganismos. (Lennette, 1985, D’'Amato, Holmes, and Bottene, 1981;
Sonnenwirth, Lewis III, and Jarett, 1980),



2. JUSTIFICACION:

) Los laboratovios de microbiologia clinica de los hospitales de la Secretaria de
Salud y particulares de nuestro pais, no cuentan en su gran mayorfa, con técnicas
eficientes para la identificacién bioquimica, por lo que en se importa tecnologia para
solucionar este problema.

Por tal razén es necesario implementar nuevas ramas en la investigacién en
biotecnologia, que ofrezcan la posibilidad de desarrollar sistemas de identificacién que
eleven la eficiencia y rapidez en la diferenciacién e identificacién de microorganismos
patdgenos.

Los nuevos métodos de identificacion permitirdan la uniformidad de el lenguaje
de la microbiologia clinica, promoverdn la automatizacién de procesos de rutina,
incrementaran la productividad de los laboratorios y disminuiran el gasto de divisas,
ademds de aportar mayores conocimientos en microbiologia y dreas afines.

Al generar mecanismos que requieran de conocimientos bésicos y producir
biotecnologia propia, se promoverd la vinculacién entre los centros nacionales de

investigacién, de asistencia y educacidn.
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3. OBJETIVO GENERAL:
Desarrollo de un micrométode con biotecnologifa nacicnal que pueda ser
utilizado en la identificacion de enterobacterias aistadas de muestras clinicas de

humanos y animales, asi como la disminucién del tiempo y costo en su realizacién.

3.1 OBJETIVO ESPECIFICO:

Desarrollo de sistemas para identificacion bioquimica de enterobacterias,
confiable, reproducible, econémico y que potencialmente se pueda industrializar a
corto plazo.

i1



4. MATERIALES Y METODOS:
4.1 OBTENCION DE CEPAS.

Se emplearon 844 cepas de recien aislamiento clinico, miembros de la familia

Enterobacteriaceae, del Laboratorio de Microbiologia Clinica, del Instituto Nacional
de la Nutricién "Salvador Zubirdn"
4.2 MACROMETODO
4.2.1 Las cepas incluidas en agar nutritivoy conservadas a 4°C, se identificaron con
el sistema convencional {bioquimica tradicional) con los siguientes sustratos: TSI,
LIA, CIT, SIM, MIO, UREA/SACAROSA y VP/RM (Apéndice I). Para aquellas cepas
con un cuadro bioquimico fuera de lo comin se prepararon pruebas adicionales tales
como: DNAsa, Gelatinasa, Lisina y Ornitina descarboxilasas, Arginina deshidrolasa,
Malonato y Caldo rojo de Fenol pare los carbohidrates xilosa, sorbitol, arabinose,
manitol, adonitol, inositol, rafinosa v ramnosa.
4.2.2 En la fase comparativa, ademas de utilizar los 7 tubos convencionales, se
anexaron las pruebas de hidrélisis de DNA, arginina deshidrolasa, utilizacién de
malonato y fermentacidn de xilosa e inositol.
4.2.3. Cada uno de los siete sustratos del macrométodo se probé con cepas de
referencia del "American Type Culture Collection” (ATCC), Rockville, Maryland.
Los puntos de referencia para la interpretacion de las reacciones biogufmicas
diferenciales se incluyen en el Apéndice 1.
4.3 ESTANDARIZACION DEL MICROSISTEMA INNSZ.
Se reunieron y trataron 600 microplacas, 600 placas de hidratacién y soporte,

y 900 vasijas para suspensidn bacteriana; todas de reuso, del microsistema API 20E.
(API Analitab Products, Plainview, NY),

La bateria de sustratos del micrométodo INNSZ (MINNSZ) fue:
4.3.1 PRUEBA DE LA B-GALACTOSIDASA (ONPG): para demostrar la presencia
de la enzima B-galactosidasa se utiliza un sustrato artificial y se cbserva la hidrélisis
del o-nitrofenil-f-D.galactopirandsido (ONPG).
4.3.2 REACCION VOGES-PROSKAUER (VP}: para demostrar la produccién de un

producto final neutro, el acetilmetilcarbinal (acetoina) por fermentacién de glucosa.
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4,3.3 PRODUCCION DE INDOL (IND): determina la capacidad de utilizar
triptofano (indol-alanina) por accién de la enzima triptofanasa, liberando indol.
4.3.4 PRUEBA DE PRODUCCION DE ACIDO SULFHIDRICO (H,S}: por accién
enzimitica se libera H,S a partir de los aminodcidos que contienen azufre,
produciendo un precipitado visible de color negro (FeS), con sales solubles de hierro
presentes en el medio.

43.5 PRUEBA DE LA FENILALANINA-DESAMINASA (FDA): identifica la
produceién de dcido fenil pirdvico liberado por la desaminacién de la fenilalariina.
4.3.6 REACCION DE LA UREASA (URE}: se aprecia la cualidad de un organismo
para hidrolizar la urea, formando dos moléculas de amoniaco (NH,) por accién de la
enzima ureasa.

4,3.7 PRUEBA DE LA DESCARBOXILACION DE AMINOACIDOS: esta prueba
diferencia grupos bacterianos con capacidad enzimética para descarboxilar
aminodcidos formando aminas con la consiguiente alcalinidad del medio (Lisina
descarboxilasa LDC, Ornitina descarboxilasa ODC y Arginina deshidrolasa ADH).
4.3.8 UTILIZACION DE FUENTES DE CARBONO: propiedad especifica de algunos
microorganismos para utilizar como tnica fuente de carbono al Citrato de sodioc (CIT)
o Malonato de sodio (MAL).

4.3.9 PRUEBA DE FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS: es til para apreciar
la capacidad de un organismo de degradar un hidrato de carbono especifico
incorporado a un medio basico produciendo acido 6 acido y gas. GLUCOSA (GLU),
ADONITOL (ADO), INOSITOL (INO), DULCITOL (DUL), RAFINOSA (RAF),
RAMNOSA (RAM) y XILOSA (XIL),

La bateria de sustratos elegidos, se fundamenta en las caracteristicas
bioquimicas de géneros y especies de la familia Enterobacteriaceae, descritos por
Farmer et al, del “Centers for Disease Contral” (CDC), Atlanta, GA. U.S.A." y Ewing
et al. Asi mismo eficacia en la determinacién, disponibilidad, toxicidad y costo del
material (Apendice I1).

4.4 PREPARACION DE SUSTRATOS DEL MICROSISTEMA INNSZ,

4.4.1 Se prepararon 300 microplacas nuevas y aditamentos del sistema API 20E
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(microplacas caducas), sin haber sido inoculadas con suspensién bacteriana, se
lavaron con detergente Extran, (Laboratorios Merck-México) para remover los
sustratos liofilizados y se esterilizaron con gas (9xido de etileno).

4.4.2 Se determiné la concentracién de medios de cuitivo, reactivos e indicador para
cada prueba y se ajustd el pH, procediendo a su elaboracién. Los sustratos de.l
MINNSZ se procesaron cuidadosamente siguiendo con detalle las indicaciones del
instructivo (Apéndice 111). Todos los sustratos, se esterilizaron por filtracién con
membranas "MF-Millipere”, con talla de poro 0.45 um, y didmetro de 25 mm, colocada
en un filtro plastico "swinex" de 25 mm tipo HA (Millipore Corporation, Bedford,
MA.). A cada uno de los 20 pozos de las 270 microplacas plasticas, se afiadieron 10
ul de la soluci6n del sustrato, con una micropipeta multicanal ajustable de 8 canales
de 5-50 u1 (Dynatech Laboratories, INC, Chantilly, VA.). Cada dos pozos contendrian
el mismo sustrato en la primera y segunda linea (para evitar ocontaminacién por
productos volétiles) con la siguiente distribucién:

ler. BLOQUE ONPG/ LDC ' CIT /ADH/FDA Linea 1
FDA/ADH : CIT / LDC / ONPG Linea II

2o, BLOQUE IND /MAL /! URE/ VP / H,§ Linea |
H,S/VP / URE/MAL/ IND Linea 11
3er. BLOQUE GLU/XIL ! RAF / RAM /ADO Linea 1
GLU/XIL/!/ RAF/RAM/ADO Lineall
40. BLOQUE INO/DUL/ODC/ - [ -« Linea ]
INO/DUL/ODC/ - f - Linea 11

4.4.3 Las microplacas con sustratos, se congelaron en un refrigerador Biofreezer,
Forma Scientific, Marietta, Ohio), a una temperatura de -70°C y se deshidrataron al
vacfo en liofilizadora (Model 75040, 8811 Prospect, Labconco Corporation, Freeze dry
8, Kansas City, MO.). Aproximadamente 50 microplacas se liofilizaron en la cAmara
del aparato a -60°C y 25 micrenes (0.025 Torr; de presién, durante 90 minutos, en
paquetes de 15 microplacas envueltas en papel aluminio, los conjuntos se colocaron
en holsas de polietileno con un paquetito de desccador (CaS0O,). Una vez selladas

herméticamente se almacenaron a ¢4 °C, hasto por 2 meses.
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4.5 ENSAYO COMPARATIVO ENTRE EL METODO CONVENCIONAL Y EL
MICROSISTEMA "INNSZ".

4.5.1 Tres cepas control del ATCC y 121 cepas de aislamiento clinico reciente se

eligieron para el ensayo comparativoe en paralelo con un macrométodo estdndary 4
lectores en doble ciego. La cepas se sembraron en placas de agar McConkey y se
resembraron a las 24 hrs. en gelosa sangre de carnero. De los cultivos de 48 hrs. se
tomé una colonia aislada y se suspendié en 2 ml de solucién salina al 0.85% estéril,
pH 7, para obtener un grado de turbidez de 0.5 McFarland, que corresponde
aproximadamente a 1.5 X 10° unidades formadoras de colonia por mililitro (ufc/ml).
De esta suspensién, 150 pl se afadieron a 15 ml més de la solucién salina
amortiguada, con una pipeta digital de 100-1000 ! (Sigma Chemical Company, St.
Louis, MQ.), para obtener una dilucién 1:100. Cada micropozo con sustrato especifico,
se reconstituyé con 100 ul de suspensién bacteriana diluida, con una micropipeta
multicanal no ajustable de 8 canales de 100 p} y puntas estériles (APl Ansalitab
Products, New York). Los pozos de H,$, LDC, ODC, ADH y URE se sellaron con 3
gotas de aceite mineral (nujol), 100 nl mas de la suspension se agreg6 a los pozos de
CIT, MAL, VP y GEL.

4.5.2 Los compartimientos de las placas plisticas de soporte {(Fig.A), se llenaron de
agua, y una vez tapadas se incubaron durante 24 hrs. a una temperatura de 37 °C.
Las pruebas anexas del método convencional, se inocularen con una colonia aislada,
tomada directamente del agar sangre de carnero, y se incubaron al mismo tiempo y
temperatura. A las 24 hrs, se hicieron pruebas de control de pureza, tomando una
asada al azar de un micropozo para cada cepa probada, sembrandose en placas de
agar MacConkey y gelosa sangre de carnere, incubadas por 24 hrs,

4.5,3 Para revelar las reacciones bioquimicas del micrométodo, se afadieron 2 gotas
de reactivo de Kovac al pozo de Indol; 1 gota de hidréxido de potasio (KOH) al 40%,
mas 1 gota de reactivo de a-naftol al 5% al pozo de Voges-Proskauer, tomando datos
de 5 a 15 mins. Finalmente 2 gotas de Cloruro férrico (FeCl,) al 40% para el pozo de

Fenilalanina-desaminasa.
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4.6 RECOPILACION DE DATOS
4.6.1 Los datos fueron registrados en formatos especiales, tanto para el sistema
miniaturizado, como para el método convencional, incluyendo las lecturas de 24 y 48
hrs, por 5 lectores en forma independiente.
4.7 ANALISIS ESTADISTICO.
4.7.1 Para determinar la eficiencia de cada una de las pruebas bioqufmicas del
sistema miniaturizado, se calcularon los pardmetros de sensibilidad, especificidad y
exactitud. La primera indica la frecuencia de resultados positivos de un sustrato en
particular (verdadero positivo), esto es, positividad expresada en porciento.
S= VP X 100
VP + FN

VP = verdaderos positivos
FN = falsos negativos

La especificidad por su parte, indica la frecuencia de resultados negativos para
un sustrato no metabolizado (verdadero negativo):

Es = VN X 100
VN + FP

VN = verdaderos negativos
FP = falsos positivos

por ultimo, la exactitud de una prueba indica el porcentaje de aquellos sustratos
(positives y negativos) interpretados correctamente (Sonnenwirth, 1980),

Ex = VP + VN X 100
VP +« FP +« VN + FN

4.72 Con el fin de observar e] grado de concordancia en la identificacién de
organismo, entre el método convencional y el microsistema, y la variacién
interobservador de los 4 lectores, se aplicé la prueba "kappa estadfstica" (Fleiss,
1981).
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La ecuacién de kappa para mittltiples valoraciones por sujeto (Fleiss, 1971) es:
k
§= 1-om? - 9=1j=1 x%f

nmfm-l): pia
1=]

donde: n = niimero de sujetos, m = no. de evaluaciones, k = categorias, x = no. de
eventos, i = numero de razones sobre el sujeto i(i = 1,....,n) en la eategorfa j(j =
1.,k
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5. RESULTADOS:
5.1 SISTEMA CONVENCIONAL

El resultado de las reacciones bioquimicas, dadas por 844 cepas (12 géneros,
26 especies) de aislamiento clinico reciente, se presentan en la Tabla 1. Los resultados
se compararon con la tabla de reacciones bioquimicas del Centers for Disease Control
(CDQ), (Farmer, et al, 1984).

El porcentaje de positividad de las reacciones bioquimicas de las 121 cepas

probadas en el ensayo comparativo se da en la Tabla 2,

El esquema bioquimico de las cepas de referencia efectuado por triplicado para
Escherichia coli ATCC 25922, Klehsiella pneumonine ATCC 13883, Proteus vulgaris
ATCC 13315, Enterchacter cloacae ATCC 23355, Salmoneila tvphimurium ATCC
14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 se presenta en la Tabla 3.

5.2 ESTANDARIZACION DEL MICROSISTEMA

La concentracién y pH éptimos para coda sustrato, se refieren en la Tabla 4.
El patrén bioquimico de respuesta de las cepas de referencia en el microsistema; K,
pneumoniae ATCC 13883, E. coli ATCC 25922 y S. tvphimurium ATCC 14028, se

incluye en la Tabla 5.
5.3 ENSAYO COMPARATIVO
Concordancia Macrométodo Convencional-Microsistema.,

De 121 organismos probados, 112 (92.5%), se determinaron correctamente a
nivel de género (Tabla 6); 90 (87.4%) a nivel de especie (Tabla 7), y se observa un
total de 17 identificaciones erréneas, 9 (7.5%) y 13 (12,6%) a nivel de género y especie
respectivamente. Los organismos comunmente mal identificados por el microsistema
fueron: Secrratin liquefaciens (2/2), Yersinia sp. (3/4), Klebsiella ozagnae (1/2),
Enterobacter cloacae (3/9) y Escherichia coli atfpica (3/10). La determinacién errénea
y sus causas, se dan en las Tablas 8 y 9. Las reacciones responsables de varias de
las identificaciones incorrectas fueron: presencia de B-palactosidasa (ONPG),
fermentaci6n de xilosa (XIL), y en menor proporcién, produccién de ureasa (URE),
acetoina (VP) y descarboxilacién de arginina (ADH). En la Tabla 10, se presentan
aquellas cepas mal identificadas por macrométode.
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Variacién Interobservador.

La lectura de las reacciones bioquimicas del macrosistema, por los 4
observadores, presentd 91 (75%) lecturas idénticas, 24 (20%) de tres cédigos, 6 (5%)
de dos cédigos ¥ ninguna (0%) de cédigoz diferentes. En las Tablas 11 y 12 se
representa ademds el porcentaje de variacién del biotipo numérico para génem y
especie.

El microsistema por su parte, presenté un total de 46 (38%) lecturas idénticas,
es decir, cuatro codigos iguales; 29 (24%) de tres codigos, 39 (32%) de dos codigos y
7 (6%), de codigos diferentes.

5.4 ANALISIS ESTADISTICO
En la Tabla 13, se exponen los valores de sensibilidad, especificidad y exactitud

para cada uno de los sustratos bioquimicos del MINNSZ, comparados con el
macrométodo.

Datos de sensibiliad menores al 80% se presentaron en LDC (77.2%), VP
(77.1%), INO (72.9%) y XIL 165.8%); para especificidad, se muestran valores mayores
del 87% y, finalmente para exactitud, solo el carbohidrato xilosa fue el mas bajo con
74.2%, todos los demds tuvieron valores por encima del 88%.

El andlisis estadistico por prucha de kappa (Cohen, 1960) fue de k=0.936,
s.,=0.030, 2=30.764, con una p<0.0001 para concordancia entre Sistema Convencional
y Microsistema a nivel de género; k=0.867, s.e.=0.022, z=38.362, con una p<0.0001
concordancia Sistema Convencional-Microsistema a nivel de especie; k=0,907,
5.2.=0.009, 2=93.500 con p<0.0001 para concordancia de lectura interobservador del
Sistema Convencional y, k=0.565, s..=0.006, z=81.880 con p<0.0001 concordancia de
lectura interobservador del Microsistema.

E! valor de la magnitud de kappa en los tres primeros casos, indica un
“excelente” grado de concordancia, sin embargo, en el cuarto caso, con k=0.565, el
nivel de concordancia es moderado (Michael, 1981; Fleiss, 1981). La fraccién de k y
su s.e. presenta para los cuatro casos, un estandar de distribucién normal (2) muy
grande, el cual, indica un valor total de k, en términos estadisticos, altamente

significativo y notoriamente diferente a cero, con una p<0.0001.
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6, DISCUSION

Las reacciones biogquimicas por método convencional, para 844 enterobacterias
del cepario del DepartamentodeInfectologia (Tabla 1), mostraron ser compatibles con
los resultados obtenidos por Farmer, et _al 1981, del Centers for Disease Control

(CDC), cuyos resultados se basan en mas de un millén de reacciones bioquimicas
practicadas sobre miembros de la familia Enterobacteriaceae (Rahn) por 30 arios,

De 100 Morganella morganii recolectadas 36, produjeron édcido sulfhfdrico, el
gas se detect6é unicamente en el tubo de SIM. E] precipitado de sales férricas fue
escaso, mas no hubo problema para apreciarlo. Farmer, gt al reportan produccién de
sulfhidrico en un 5% para cepas comunes de M. morganii, y un 41% para cepas de M.
morganii biogrupo 1, con LDC (+), MOV {.) y fermentacién de glicerol (+). Ewing
reporta que en la linea de inoculacién del tubo de TSI, M. morganii llega a producir
4cido sulfhidrico, después de 48 hrs. de incubacién, reaccién que resulta del
metabolismo de compuestos organicos o inorganicos sulfurados.

En base a lo anterior, las cepas de M. morganii en discusién, se reportarcn
como "M. marganii H,S (+)", De 96 Proteus mirabilis 31% dieron reaccién de VP (+),
Farmer et al reporta el 50% , y Sussana et al 15.6% a 37°C, y 51.6% a 25°C. 1 de 36
E_coli produjo 4cido sulfhidrico, segin Ewing, algunas cepas de E. coli llegan &
producir H,S en forma abundante y en ocasiones también algunos cultivos hidrolizan
la urea, siendo esto aparente después de las 24 hrs., ambas reacciones son mediadas
por plismidos diferentes. Diez cepas de Serratia marcescens produjeron pigmento
rojo, Ewing reporta el 16.8% (Ewing, 19586; Farmer, gt al 1981).

El mayor numero de especies aisladas para el estudio fueron: E. coli, M.

morganii, P. mirabilis, C. freundii, E. cloacae y K. pneumoniae. Por la morfologia
colonial tan caracteristica que presentaban E. coli, P. mirabilis y K. penumeoniae, fue

posible determinarlas con un minimo de pruebas bioqufmicas, disminuyendo tiempo
de identificacién y costo.
Dehido a su alta incidencia en los aislamientos clinicos, se eligieron cepas no

tipicas de E. coli (fermentacién de lactosa negativa).

Es importante mencionar, que I recopilacién del conjunto de microorganismos
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se hizo sin considerar la uniformidad de su fenotipo bioquimice, es decir, expresando
o no, un metabolismo bacteriano tipico.

En lo que se refiere a los resultados contemplados en la Tabla 4, fueron
necesarios ensayos meticulosos de variacién de la concentracién y de inclusién o
exclusion de cada una de las sustancias seleccionadas. En esta tabla se indica la
concentracién éptima que por dilucién, una vez reconstituido el sustrato, se obtuve
para diferenciar visualmente cada una de las pruebas. Con el pH indicado para cada
solucién, se diferencié una reaccién positiva de una negativa, determinadas por la
produccién de compuestos alcalinos o dcidos a partir del metabolismo de los sustratos
bioquimicos.

Antes de proceder al ensayo comparativo, las cepas de referencia del ATCC, se
probaron con el MINNSZ, los resultados coincidieron totalmente con el esquema
bioquimico propuesto por el sistema APl 20E y el macrométodo (Tabla §).

Los cultivos que han side almacenados por largos periodos de tiempo, tienden
a perder algo de actividad metabélica, por esta razdn, las cepas a ser probadas se
subcultivaren 2 veces en un medio de enriquecimiento, para restaurar la actividad
metabélica (D'Amato, 1981).

En referencia al sistema convencional, algunas pruebas bioquimicas
ocasionaren la mala identificacién de K. nzaenae y E. coli, utilizando por otra parte,

antisueres para determinar correctamente el género Shigella sp. (Tabla 10).
De 121 cepas 17 fueron mal identificadas, 8 para género y 13 a nivel de especie.

Analizando 1a Tabla 8, 1a cepa 111 de E. ¢oli dada como Enterobacter sp. por VP (+)

a 24 y 48 hrs. no hay explicacién precisa acerca de esta discrepancia, la prueba de
VP fue positiva en el sistema miniaturizado, exclusivamente para aquellas cepas que
lo eran en verdad (Tabla 13). Esta bacteria, podria ser un entercbacter no comiin,
cuya produccin de acetoina se demuestre en macrosistema después de las 72 hrs. de
incubacién. Paretsky y Werkman hallaron que la formacién de acetoina se acumula

cuando un organismo es cultivado en condiciones aerébicas, E. coli es incapaz de

producir acetoina en el periodo de incubacién normal, no obstante, Cowan y Steel

encontraren que la incubacién a 30°C durante 5 dias, es el tiempo minimo para
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detectar todos los organismos VP (+) entre Ias enterobacterias. La prueba de VP se
utiliza para separar la tribu Escherichieae (Bergey, Breed, and Murray) de la tribu
Klebsielleae (Trevisan), siempre y cuando el periodo de incubacién no exceda 3 dias.
Se sabe que todos los miembros de la familia Enterobacteriacese son capaces de
producir acetoina a partir de glucosa, aunque no todos la fermentan (MacFaddin,

1984). Es posible que la E. coli en cuestitn halla sido capaz de producir acetil-metil.

carbinol detectandose a las 24 hrs. El micreorganisme no fue de nueve probado por
microsistema, lo que descartd la posibilidad de que se encontraren residuos
contaminantes en la microplaca reusada.

La cepa 124 E_coli reportada como Shigella sp., no descarboxilé lisina, ni

fermenté xilosa & 48 hrs. al igual que la 126, que ademds, fue ONPG (-). Los
miembros de la tribu Escherichicae (Bergey, Breed y Murray). en términos especificos
E._coli y lus 4 especies de shigella: Shigella flexneri, S._sonnei, 8. dysenterine y S.
bovdii presentan caracteristicas genéticas muy estrechas en un 70 y 100%
sproximadamente, determinadas por técnicas de hibridizaciéon de ADN. De hecho,
constituyen una sola especie genética (Brenner, 1984; Ewing, 1886). Debide a esto,
Iss caracteristicas fenotipicas manifestndas a través de las diferentes reacciones
bioquimicas son muy parecidas, lo que ocasiona confusién. Ante tal problema, se
recomienda el uso de antisweros especificos para todos jos sistema de identificacién
bacteriana, que conﬂrmén o corrijan la determinacién dada, adn cuandeo antfgenos O
de serotipos conocidos de shigella excepto S, sonnet, esten relacionados de una u otra
forma con muchos de los grupos de antigenos O de Escherichieae (Ewing 1953, Ewing
et nl, 1952.56, 1986).

Las dos cepas en discusién, se identificaron correctamente al presentar

aglutinocidn negativa, tanto para E. coli antigeno O grupos A-D y Shigella sp.

De cuatro cepas de Yersinia sp., tres fueron mal identificadas, 1as dos primeras
cepas como E. coli por URE y ONPG falso {+), y la tercera como M. morganii por

ONPG{-). Algunas de las reacciones bioquimicas y fisiolégicas de la tribu Yersinieae
(Mortinevskij), pueden ser mediadas o controladas por la temperatura de incubacidn;
a excepcidn de Y. pestis, Yersinin sp. es mévil en un medio incubado a 22 - 25°C y
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negativa a 37°C. Y. enterocolitica produce acetoina VP (+), presenta accién lipolitica
y es mucho mas activa incubada a temperatura ambiente de 22 - 25°C, asi mismo, Y.
enterocolitica exhibe incremento de la actividad B-galactosidasa (prueba de ONPG)
(Archer, et al, 1957; Ewing, 1986).

Las cuatro cepas de Yersinia sp., se probaron con una bateria mas amplia de
P

sustratos bioquimicos por método convencional, incubandose a temperatura ambiente.
Fueron determinadas como Y, enterocolitica MOV (+), ODC (+), VP (+) y ONPG (+)
a 22 - 25°C. Las microplacas de estas cepas se dejaron a temperatura ambiente 24
hrs. més, la cepa 25 presentd actividad f-galactosidasa y ureasa, la 53 y 80 dieron
también ONPG (+), aunque esta tltima no dié ureasa {+), mas produjo acetoina VP
(+). Los 8 gérmenes se determinaron a 48 hrs. como Y._enterocolitica por
microsistema.

Dos cepas de shigella no se identificaron a causa de la fermentacién falsa (-)
de glucosa, adn a las 48 hrs. Estas cepas crecieron bien aisladas en las cajas para
control de pureza de gelosa sangre de carnero, lo que demuestra que se encontraban
presentes en cada micropozo. Una posible explicacién, es que fermentaron el
carbohidrato en menos de 24 hrs. ide 15 a 18 hrs.), una vez que la bacteria fermenté
totalmente la glucosa, metabolizé los productos aminados alcalinizando el medio de
nuevo.

Finalizando con la Tabla 8, una de dos K. ozaenae se identificé como

Citrahacter freundii por H,S falso (+), el punto a tratar es sobre la alta sensibilidad

de esta prueba (McFaddin, 1984). Las reacciones bioquimicas para K. ozaenae y K.
rhinoscleromatis son ciertamente atipicas {Ewing, 1956) en comparacién con K.
pneumoniae, ¢l género Klebsiella presenta un metabolismo particular sobre hidratos
de carbono y, al igual que otras enterobacterias, degradan activamente compuestos
organicos sulfuradoes provenientes de peptonas, extractos de carne, etc. llegando a
preducir dc, sulfhidrico tEwin, 1986; MacFaddin, 1984). Por tal razén, ¢l microsistema
detectd, minimas concentraciones del gas. La prueba de producciéon de #cido
sulfhidrico puede afinarse para obtener aun mejores resultados a las 24 hrs. La

sensibilidad de esta prueba, al parecer, depende del tiempo de incubacién, esto abre
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ta posibilidad de continuar perfeccionando el microsistema para ofrecer la
identificacién de bacterias entéricas en un tiempo mucho menor, empleando tiempo
minimo para observar la reaccién positiva.

Analizando la Tabla 9, tres de nueve E. cloacae no se determinaron a nivel de
especie, la cepa 52 se identificé como E. tavlorae por RAF Y URE negativos. Pocas
son las pruebas bioguimicas con las que cuentan la mayorfa de los laboratorios de
nuestro pais para diferenciar especies con estrecha relacién entre sus ADN. Estas dos
especies presentan un 60% de relacién entre sus ADN aislados (Ewing, 1986} y,
aunque tal vez no sea necesario diferenciarlos para fines clinicos, es importante
elevar el nivel de identificaciéon de microorganismos problema en los hospitales.

Los micropozos de RAF y URE continuaron negativos a 48 hrs. Por método
convencional, no se comprobé la fermentacién de rafinosa, el microorganismo se
determiné como E. cloacae por dar SAC (+). La cepa 73 se reporté como Enterobacter
sp. VP (), XIL (+), con respecto al VP, falto tiempo para leer la prueba, el tiempo para
observar la reaccién después de agregar los reactivos correspondientes, es de 15
minutos mdximo y 5 minutos minimo. La fermentacién de xilosa fue débilmente
positiva a 24 hrs. y totalmente positiva a las 48 hrs. El caso 99 Enterobacter sp. con
FDA (+), LDC (+), XIL (-} y ADH (-). En sistema convencional, esta cepa no
descarboxilé arginina ni lisina a las 24 hrs. dando unicamente positiva la ornitina;
inicialmente, se manifests como E. cloacae atipico. No siempre fue posible seguir
pruebas bioguimicas en sistema convencionel, mas allé de 24 hrs., por lo que en este
caso el reporte de E_ cloacae se dié unicamente para 24 hrs. Con seguridad el germen
descarboxilaria la lisina de 48 - 72 hrs. 0 més. La microprueba de FDA fue débil (+)
a 24 hrs. y negativa a las 48 hrs. la xilosa finalmente dié (+). La determinacién por
microsistema se basé en las pruebas de desaminacién y descarboxilacién de
aminodcidos.

Un 2o. género importante fue Serratia, en el primer caso S. marcescens dado
como Serratia sp. por ADH (+). Farmer reporta 0% y 4% de positividad para 8.
marcescens y S. marcescens biogrupo 1 respectivamente; Ewing reporta 0.9%,
especificando que son reacciones débilmente positivas. En el caso de $. liquefaciens
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dada como S. marcescens por XIL falso {-), se puede fundamentar en el mismo

analisis hecho para Shigella sp. en cuanto al tiempo de incubacion. La fermentacion
del carbohidrato fue notoria en el sistema convencional. En la siguiente §.
liquefaciens reportada como Serratia sp. ONPG t.), VP (-), algunos observadores
encontraron ONPG débilmente (+) a las 24 hrs. v totalmente positivo a las 48 hrs, En
el VP pudo haber {altade tiempo para ser interpretado correctamente.

Providencia rettgeri se determing como Providencia sp. ODC, ADH y H,S falsos
(+) a 24 0 48 hrs, esta cepa e aislé de un exudado nasal mostrando una morfologia
colonial fuera de lo comin, muy mucosa, de crecimiento irregular (no define colonia
aislada), pigmentacién grisacea y confundiendose a simple vista con Pseudomonas sp.
Lo que se puede afirmar acerca de este organismo, es que con certeza, se trata deuna
cepa no tipica de P._rettgeri, la cual es susceptible de estudios posteriores.

El ultimo gérmen a analizar es C. freundii reportado como Citrobacter sp., en
la placa de control de pureza se encontré mezclado, repitiéndose su bioguimica.
Durante la transcripeion de cada prueba bioquimica a cédigo numérico, se registré el
dato erréneo.

Un aspecto importante es con relacion al tiempo de incubacion ideal para
identificar un microorganismo problema. La mayoria de los microsistemas, como ya
se indicé en la introduccidn, reportan resultados a 24 hrs. 6 menos, y para aquellos
gérmenes problema, los indican de 36 a 48 hrs.

El anélisis de concordancia, se basa en resultados de 24 hrs. de incubacién
exclusivamente, sin embargo, es necesarioc mencionar que el comportamiento
fisiolégico (bioquimico) 6 morfolégico de las bacterias suele sufrir cambios temporales
6 permanentes, debido a la variaciéon de las condiciones fisicas o quimicas del
ambiente en que se desarrollan, y si bien, los cambios temporales llegan a normalizar
de nuevo en condiciones favorables, no sucede asi, generalmente, para aquellos
cambios permanentes que se dun a nivel del ADN. (de la I, 1987, Ewing, 1986,
Lennette, 1983)

Los microorganismos recopilados se almacenaron como ya se indicé, a 4°C, en

agar nutritive, durante un afio 6 meses. Muchas de las cepas mas viejas murieron y
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otras adn después de ln doble resiembra, mostraban un comportamiento bioguimico
poco active. Por tal motivo, y con el fin de dar una explicacién Jo mas acertada posible
de los resultados obtenidos, fue necesavio incluir en discusién datos de 48 hrs.

Reportes de concordancia en la identificacién de microorganismos patégenos por
sistemas miniaturizados, han sido de un 88% a un 97.4% a nivel de especie y de 88%
8 97.9% & nivel de género (Washington 11, 1971, Vuye, 1989).

Los resultados de concordancia para el microsistema INNSZ después de 24 hrs,
de incubacién con 92.5% a nivel de género y 87.4% a nivel de especie (Tablas 6y T),
indican un muy buen grado de identificacién de enterobacterias aisladas en los
Iaboratorios de microbiologia clinica. Es importante considerar, que el microsistema
INNSZ fue diseiado no solo con el fin de detevminar con exactitud la gran mayorfa
de enterobacterias problema, sino con el de lograr eficacia en la identificacidn de
aquellas de mayor incidencia en nuestro pafs, tales como Shigella spp., Sglmonelia
spp. ¥ E. coli, causantes de serias enfermedades entéricas.

En particular, el microsistema INNSZ demostrd ser muy eficaz en cuanto a la
determinacion a 24 hrs. de Salmonella_sp. (5 de 5}, Salmonella tvphi (4 de 4) y

Salmonella arizonaae (4 de 4) sin presentar problema algune.

La gran mayoria de las diferentes especies de shigella reportadas como Shigella
sp. (12 de 14), Shigella sonnei (4 de 5), y E. coli (3 de 10), también se identificaron

aceptablemente.

El andlisis estadistico global para concordancia, por kappa, refiere una alta
significancia estadistica con k=0.936 y k=0.867 para género y especie
respectivamente, vy el valor de z, notoriamente diferente a cero, indica que los
resultados fueron superiores ¢ se dieron mas alla de Ia probabilidad (p<0.0001).

El excelente gradoe de concordancia veferido por kappa, confirma Ia apreciacion
hecha por el microsistema INNSZ, acerca de su eficacia en la identificacién.

El anélisis de variabilidad interobservador {Tabla 11), fue muy aceptable en
el sistema convencional, de hucho =ola dos cddigos de los 484, no codificaron para la
misma especie, y a pesar, de que se pochin penser que tal resultado es obvio, dado

que todos los {nboratorios de microbiologia clinica del pais, y la gran mayoria de
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paises en el mundo lo utilizan; un gran nimero de estos, atin no han logrado
estandarizar las técnicas de preparacién, uso e interpretacion del sistema bioguimico,
por falta de recursos humanos y econdmicos.

El analisis estadistico di6 una k=0.907 “excelente”, ¢n base a este resultado
se considera que el sistema convencional es muy confiable para la diferenciacién e
interpretacion de las reacciones bioquimicas que presenta un microorganisma,
determinado con exactitud para género »/o especie.

El valor de kappa estadistico que se obtuva para variabilidad interobservador
en e} microsistema INNSZ, fue de k=0.565 "moderada”. Los 4 biotipos obtenidos por
abservador (Tabla 12), refieren e} siguiente andlisis: para aquellos datos con un cédige
desigual de 4 (1:3), 4(14%) difirieren en la identificacién a nivel de género, y 5(17%)
a nivel de especie; de 2 cddigos discordantes (2:2) 6 (2:1:1), 10{26%} y 8(20.5%) no
tuvieron la misma identificacién para género y especie respectivamente; finalmente
para 4 codigos diferentes (4:4), no codificaron 3(43%) y 1(15%) para el mismo género
¥ especie, '

El anélisis porcentual global de cddigos discordantes para 484 biotipos
numéricos es de 14% en género y 11.6% a nivel de especie, estos datos son mds
significativos en relacion al microsistema. Conjuntando el analisis estadistico y
porcentual, es importante considerar la experiencia que tienen cada uno de los
observadores para leer e interpretar pruebas bioguimicas de un sistema
miniaturizado. Este personal trabajé en la determinacién de entercbacterias con
microplacas de AP{ 20E durante 3 afios, de 1985 a 1988, realizando la lectura del
microsistema INNSZ a finales de 1989, tiempo mas que suficiente para uniformizar
la interpretacién de reacciones, sin embarge, la bateria de prucbas del MINNSZ,
presentaba algunes sustratos diferentes del APl 20E, taies come FDA, H,S (en
opinién del persanal, mas sensible que el dei API 20E) y MAL. Debido a esto, hubo
cicrto descontrol durante la etapa de interpretacién.

Las pruebas bioguimicas de un sistema miniaturizads, proveen resultados mas
rapidos que su contraparte convencional, es decir, muchos de los sustratos son

metabolizados en un tiempo menor, en muchos vasos después de 48 hrs. llegan a dar
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rescciones falsos positivas {(D'Amato, 1981). En macrotécnicas, reacciones positives
de descarboxilacién de aminodcidos se presentan para algunas especies a 48 hrs, 2
los 3 dias o més (Ewing, 1988; Lennette, 1985; MacFaddin, 1984; Farmer gt al,
1981}, sin embargo, estas pueden percibirse en un sistema miniaturizado en solo 24
hrs.

En la Tabla 13 los valores de positivided para las pruebas LDC, ODC y ADH
en micrométodo, son mavores a las del macrométodo, siendo considerades como
resultados falso positives a 24 hrs, no obstante, muchas de ellas en el sistema
convencional son positivas a las 48 hrs. En relacién a los carbohidratos xilosa e
inositol, valores de sensibilidad y exactitud son menores al 80% para xilosa, mientras
que para el inositol, sélamente e} valor de sensibilidad es menor al 80%. Los 2
sustratos muestran, por otra parte, una exactitud de 100 y 95.9% respectivamente,
Como ya se explicé, muy probablemente, la fermentacién del carbohidrato se produjo
en un tiempe mucho menor a las 24 hrs, registrdndose un valor falso negativo, sin
embargo, como se puede apreciar, su exactitud es muy alts, lo que hace confiar el uso
de ellos. La prueba de VP con una sensibilidad de 77.1%, se justifica por la falta de
tiempo para su interpretacién; los valores de especificidad y exactitud mayores al
8%%,,en contraparte, refieren la confiabilidad para esta prueba. En general, los
valores de exactitud para cada sustrato, mayores al 88%, denotan ls eficiencia del
MINNSZ para la determinacién de miembros de Ia familia Enterobacteriaceae, en
comparacién con el macrométodo.

Atin no se han efectuado estudios en el Departamento de Infectologia scerca
de la variabilidad interobservador para el API 20E, el cual, de acuerdo con
comentarios del personal, no siempre fue uniforme la interpretacién de las
microplacas. Se sugiere en base a lo anterior, la posibilidad de realizar a corto plazo,
un estudic comparative con el micrasistema API 20E  Si bien, la comparacitn en
cuanto a lectura e interpretacién con el sistema convencional ha sido de vital ayuda,
se obtendria una comparacién mucho mas especifica entre sistemas del misme orden,

Estudios posteriores de validacion, reproducibilidad, exactitud y desarrallo de
base de datos computarizada para el MINNSZ, se llevardn a cabo a futuro,
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7. CONCLUSIONES:

a) E} MINNSZ es capaz de identificar con exactitud, a un alto porcentaje de
enterobacterias recien aisladas de muestras clinicas.

b) La concentracién y pH éptimos especificados para cada sustrato, son ideales
para visualizar, diferenciar e interpretar las diferentes reacciones bioquimicas de
microorganismos problema, lo que permite una identificacién rapida, exacta y
confiable. Con esto, finaliza la etapa de estandarizacion del MINNSZ.

¢) El MINNSZ puede ser utilizado para identificar eficazmente a aquellos
gérmenes causantes de serias enfermedades entéricas en México, tales como:
Salmonella sp., S. tvphi, 8. arizonae, Shigella sp. v E. coli.

d) El MINNSZ es prictico ¥ de facil manejo, el biotipo numérico transcrito,
facilita al clinico la identificacion del gérmen en poco tiempo.

e) La minima cantidad de sustratos incluida en cada microplaca, disminuye
considerablemente el costo del material utilizado para fines bacteriolégicos y clinicos,
Asi mismo, el espacio ecupados por las microplacas en almacen es pequeno.

f) El Sistema Convencional de 19 tubos utilizade en el laboratorio de
microbiologia del Departamento de Infectologia es confiable y exacto, y puede ser
utilizado para otros estudios comparativus.

g) El MINNSZ representa una muy buena alternativa como un sistema de
identificacién que uniforma y mejora la determinacién de enterobacterias aisladas de

muestras clinicas en nuestro pais.
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APENDICE 1.
Los puntos de referencia para la interpretacién de las reacciones en los medios
diferenciales (MacFaddin, 1984) fueron:
-Vire del indicador por variacién del pH.
-Aspecto del sustrato.
Interpretacidn de reacciones.
1. TSI (Agar Hierro Triple Azticar).

Prueba: fermentacién de glucosa y lactosa, produccién de H,S y
gas,

Indicador del pH: rojo de fenol

-Reaccién de fermentacion positiva.

a) Pico de flauta y capa profunda: reaccién &cida (A) color amarillo.
-Reaccién de fermentacién negativa.

a) Pico de flauta y capa profunda: reaccién alealina (K} color rojo.
«Produccién de gas.

a) Presencia de CO, y H, provocando desplazamiento total o parcial

del medio, ruptura del agar o presencia de pequenas burbujas.
-Produccidn de 4cido sulfhidrico (H,S).

a) Presencia de precipitado negro (sulfuro ferroso) distribuido total o
parcialmente en el medio.

2, LIA (Agar Lisina Hierro).

Prucba: descarboxilacién y desaminacién de lisina, produccién de H,S.
Indicador del pH: ptirpura de bromocresol.

-Reaccidn de descarboxilacién positiva,
a) Pico de flautn ¥ capa profunda: reaccién alcelina (K), color
plrpura intenso.
-Reaccién de descarboxilacion negativa.
a} Pico de flauta y capa profunda: reaccién dcida (A) color amarillo
paja.
-Reaccidn de desaminacidn positiva.
a) Pico de flauta y capa profunda: reaccion muy alcalina (R), color rojo.
-Produccién de dcido sulfhidrico (H,S).
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a) Reaccién positiva con presencia de precipitado negro.

3. CIT (Citrato de Simmons).

Prueba: utilizacion de citrato.
Indicador del pH: azul de bromotimol.
a) Acidez reaccién negativa (-)
color amarillo (no se observa).
b) Alcalinidad reacti6n positiva (+)
color azul de prusia intenso.

4. SIM (Agar Sulfhidrico . Indo! » Movilidad) medio semisélido.

Prueba: movilidad, produccién de H,S e Indol.

-Produccion de 4cido sulfhidrico,
a) Reaccidn positiva (+): ennegrecimiento del medio (linea de
inoculacién o de la capa superficial).
b) Reacci6n negativa (+): sin cambio.
«Produccién de Indol.
a) Reaccidén positiva t+): al agregar reactivo de Ehrlich 6 Kovacs en
la superficie del medio, vira a rosa o rojo intenso,
b) Reaccién negativa f-): sin cambio.
«Observacién de Movilidad.”
a) Reaccién positiva (+): se observa turbidez homogénea en todo el
medio. '
* La movilidad puede también observarse al microscopio en campo obscuro o
contraste de fases.

5. MIO {Apar Movilidad - Indo] - Ornitina) medio semisélido,

Prueba: movilidad, producecién de indol y desearboxilacion de ornitina.
Indicador del pH: pirpura de bromocresol.

-Deteccitn de Movilidad.
a) Reaccion positiva (+): turbidez homogénea en todo el medio.
-Produccién de Indol.
n) Reaccion positiva (+» al agregar reactive de Kovacs en la
superficie del medio, vira a rosa ¢ rojo intenso.
b) Reaccién negativa (-): sin cambio.
-Descarboxilacion de la Ornitina,
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a) Reaccibn alcalina positiva (+): color pirpura intensc.
b Reaccién acida negativa [-): color amarillo brillante,

6. Calda UREA-SACAROSA (Surraco).

Prueba: fermentacién de sacarosa e hidrélisis de urea.
Indicador del pH: rojo de fenol.

-Produccién de ia enzima ureasa.

8) Reaccién alealina positiva (+)
color rojo a parpura intensa.
-Reaccitn de fermentacidn de a sacarosa.
a) Reaccién Acida positiva (+)

color amarillo canario,

7. Medio de Clark v Lubs ROJO DE METILO/VOGES-PROSKAUER, caldo RM/VP),

Prueba: produccién de acidez y/o acetoina a partir de glucosa.
-Reactivos para revelar la reaccién:

Reactivo para RM:
¢ Solucidn Rojo de Metilo pH 4 (indicador del pH).

a) Reaccion RM positiva (+1

el medio 4cido mantiene ¢l color del reactivo (rojo).
b) Reaccién retardada {4}

color naranja.

¢} Prueba RM negativa (-}

color amarillo.

Reactivos para VP:
* «-naftol 5% .
* KOH 6 NaOH 40% .

2) Reaccién VP positiva {+)

color rojo rosada en la superficie del medio (presencia de acetoina).
b) Reaccién VP negativa (+)

color amarillo en la superficie del medio.
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APENDICE II.
Carhohidratos:

GLUCOSA (Dextrosa). C,H,,0,, PM 180.16 gr.; PF 83°(descomponiéndose). Azicar de
la sangre, maiz, uva, Un gramo de glucosa es soluble en 1.1 ml de agua a 25°C; en
0.8 ml 2 30°C; en 0.41 ml a 50°C; en 0.28 ml a 70°C y en 0.18 m! a 90°C. Prueba
preliminar muy importante para englobar a aquellos organismos fermentadores.
Prueba positiva para todas las enterobacterias.

CH,0H
0
H H H
OH H
OH H
a-D-glucosa H H

ADONITOL (Ribitol), CH,;05, PM 152,15 gr.; PF 102°C. Pentitol de Adonis spp.
Ranunculaceae. Soluble en agua y ¢n alcohol caliente.

CH,0H
HCOH
HCOH
HCOH
CH,0H
_Diferencia entre Jos géneros de la tribu Proteecae: Proteus spp. y Morganella sp.

(-), de Providencia rettgeri y P. alcalifaciens (+). Dentro de la tribu Klebsiellae: E.
cloacae (+), de E. agglomerans (). S. marcescens (v} de S. liguefaciens (-).

INOSITOL (mio-Inosital). CgH,,05, PM 180.16 gr; PF 225.227°C. Factor de
crecimiento en animales y microorganismos. Soluble en agua a 25°C: 14 gr/100 ml;
a 60°C; 28 £r/100 ml. Ligeramente soluble en 4lcalis.

OH OH
0 H
H OH
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Diferencia Proteus spp. 0% (-) de Providencia spp. (+) a excepcién de P.
alealifaciens (-); E. aerogenes 93% (+) de E, cloacge, E. ngglomerans y E. gergoviae
generalmente negativos,

XILOSA (D-Xilosa). CH,,0s, PM 150.13 gr; PF 153-1534°C (descomponiéndose).
Azacar de madera. No se encuentra en estado libre. En forma de xilan (polisacarido}
se asocia con telulosa. 1 gr. se disuelve en 0.8 ml de agua; soluble en aleohol y
piridina.

H

H o H
H
OH H

OH OH
H OH

a-D-xilosa

Diferencia 8. _marcescens de 0 a 7% (), de S. liquefaciens 100% (+); Proteus

spp. (+), de Providencia spp. (-); Shigella serogrupos A, B y C y Shigella sonnei 2%
{-), de E. colj activa 70% (+) y E. coli inactiva 95% (+).

RAFINOSA {o-u-D-Galactopiranosil-(l 6)n-D-glucepiranosil-3-D-fructofuranésidoe).
Cy3H,;0;6, PM 504 46 gr.; PF 80°C. Trisacarido constituido de una molécula de D-
galactosa, D-glucosa y D-fructosa. Se encuentra en Eucaliptus spp. Myrtaceae. 1 gr.
se disuelve en 7 ml de agua v en 10 m! de metanol,

Conjuntamente con la xilosa diferencia: $._marcescens 0 a 2% {.) de §,
liguefaciens 83% (+); Y. enterocalitica 5% (-}, de Y. frederiksenii y Y. kristensenii 3¢
¥y 45% {+); C._freundii 30% (v}, de C. diversus y C. smalanaticus amalonaticus 0% (%),

DULCITOL (Galactitol). C;H, O, PN 182.17 gr.; PF 188.189°C. Se encuentra en
Melampyrum spp. Scrophulariaceae. 1 gv. se disuelve en 30 ml de agua y en 2 ml de
agua hirviendo; ligeramente soluble en &lealis.
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H OH OH H
HOH,C — (I: == ==C === C — CH,0H
éH Il-l H OH
Diferencia E. coli inactiva 40% (+), de Shigella serogrupos A, B, C y 8. sonnei

2 y 0% {-); Yersinia spp. 0% (-), de E. coli 60% (+); 8. tvphiy S. choleraesuis 0 y 5%
(-), de serotipos de Salmonella subgrupo 1, 96% (+).

RAMNOSA (6-Desoxi-L-manosa; L-ramnosa). CgH,;,0,, PM 164.16 gr.; PF 82.92°C. Se
encuentra en forma natural en el veneno zumaque de Rhus_toxicedendron L.,
Anacardiaceae. También ha sido aislada de la pared de bacterias gram (-). Soluble en
agua.

H
s} CH, OH
H H
H
OH H
«-L-ramnosa

Diferencia Citrobacter spp. (+) de Edwardsiella spp. (-); Shigella serogurpos A,
B y C 5% (-}, de E. coli activa 80% (+) y E. coli inactiva 65% (+). Salmonella spp. (+)

de Proteus spp. (-); Serratia spp. (), de Entercbacter sp. y Klehsielia sp. {+).

Otros sustratos:

FENILALANINA-DESAMINASA.. Diferencia la tribu Proteeae de la tribu
Salmonellae y Citrobacter. En ventaja con la prueba de triptofano-desaminasa (TDA)
es Util en la determinacion de especies de E. agelomerans y E. sakasakii siendo por
otro lado fdcil de preparar,

Los sustratos LDC, ADH, ODC, CIT, MAL, IND, VP, ONPG y URE son
pruebas preliminares sin duda de gran utilidad en la diferenciacién bacteriana,
ademds de delimitar los niveles taxondmicos familia y tribu, determinan con precisién
un gran porcentaje de géneros y/o géneros y especies de enterobacterias (Koneman,
1988: Lennette, 1985; Mac Faddin, 1951; Farmer III, 1984; Windholz, Budavari,
Blumetti, and Otterhein, 1983; Ewing, 1980).
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APENDICE TI1.
INSTRUCTIVO PARA LA ELABORACION DE SUSTRATOS BIOQUIMICOS

DEL SISTEMA MINIATURIZADO DEL INSTITUTO NACIONAL DE LA
NUTRICION "SALVADOR ZUBIRAN" (INNS2).

o-NITROFENIL-8-D-GALACTOPIRANQSIDO (ONPG).
Ingredientes:

a) Solucién de ONPG

ONPG (Sigma Chemical Company) 06 gr.
IPTG (Isopropil-tiogalacto-

pirandsido) (S8igma Chemical

Company) 0.008 gr.
PBS (Buffer de fosfatos) 10 ml

b) Agua peptonada (1%)

Peptona (Difco Laboratories) 1 gr.
Cloruro de Sodio (J. T. Baker) 05 gr.
(NaC))

PBS 10 ml

Preparacién de la base:

-Disalver por calentamiento la peptona y el NaCl en los 10 m! de PBS, ajustar a pH
8-.84.

-Hervir durante 10 minutos "suavemente” sin permitir evaporacién excesiva,
-Reajustar a pH 7.2- 74 .

Preparacién de la solucién de ONPG:
-Se disuelve el ONPG en los 10 ml de PBS calentande a bafio marfa y agitando
constantemente, en caso de no ceder, calentar a fuego directo con precaucién, hasta

aclarar la soluci6n,
Nota: no exceda la estancia a fuego directo, ni use &cidos o bases para su disolucién.
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-Agregar el isopropil-tiogalactopirandside (ITPG).
-Estando atin caliente a solucién de ONP{G mezclarla inmediat amente con la solucién
peptonada 3 partes por 1:

ONPG 2.5 ml.
Peptona 7.5 ml

-Esterilizar por filtracién.
-Incluir 10 ui de Ia solucién en los micropozos cuidando no precipite al ir enfriando.

Interpretacion:

-Reaccién positiva {+): color amarillo tenue.
~Reaccién negativa (-): sin cambio (incoloral.

VOGES-PROSKAUER (VP),

Ingredientes:

Peptona (Difco Laboratories) 0.7 gr.
Glucosa (Sigma Chemical Company) 2 ar.
Fosfato Dipotdsico 0.5 g
(K,HPO,) ¢J. T. Baken)

PBS 10 mb

Preparacion:

-Agregar la base a los 10 ml de PBS y calentar “suavemente” hasta ebullicidn.
-Una vez fria, agregar la glucesa y disolver.

-Ajustara pH 89 -7 .

-Esterilizar por filtracién.

-Vaciar 10 ul de ta solucién a la microplaca estéril,

Interpretacién:

-Reactivos para revelar la reaccién:
a) « - naftol al §% .
b) Hidroxido de Potasio {KOH) 6 Hidréxido de Sodio {(NaOH)
al 40% .
-Afiadir una gota de KOH y enseguida una gota de c-naftol.
-Reaccion VP positiva (+): color rojo en la superficie del medio (presencia de acetofna).
-Reaccion VP negativa (-): superficie del micropoze incolora después de 10 mins.
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PRODUCCION DE INDOTL (INTH.

Ingredientes:

Triptofano (Sigma Chemical Company) 04 gr

Cloruro de Sedio (J. T. Baker) 05 gr.
(NaCl)

Peptona (Difco Laboratories) 05 gr.
PBS 10 ml
Preparacion:

-Disolver la base calentando "suavemente” hasta ebullicion.

-Agregar el aminoécido a la base y calentar a fuego directo agitando continuamente
hasta completa disolucién (no se debe exceder la exposicién a fuego directo).
-Ajustar el pHa 7.4-7.8.

-En caso de ser necesario, calentar nuevamente y esterilizar por filtracién.

-Vaciar en la microplaca manteniendo caliente la solucién en bafio maria en
ebullicién.

Interpretacion

-Reactivo para revelar la reaccién:
Reactivo de Kovac.
-Anadir 2 gotas del reactive al micropozo.
-Reaccidn positiva (+): el reactivo vira de verde amarillo a violeta intenso.
-Reaccién negativa (-): sin cambio.

PRODUCCION DE ACIDO SULFHIDRICO H.S,

Ingredientes:

Extracto de carne (Difco Laboratories) 0.3 gr.
Extracto de levadura (Difco Labs.) 0.3 gr.
Peptona (Difco Laboratories) 2 gr.
Citrato Férrico Amoniacal (J. T.Baker) 0.05 gr.
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Tiosulfato de Sodio (J. T. Baker) 0.2 g,

(Na,$,0,H,0)

Glucosa (Sigma Chemical Company) 0.1 ar.
Cistefna (Sigma Chemical Company) 0.0008

PBS 10 ml
Preparacién:

-Agregar los 4 primeros ingredientes al PBS y disolver por calentamiento moderado
hasta ebullicién.

-Dejar enfriar completamente y agregar la glucosa y la cisteina.

sAjustar apH 7-73.

-Esterilizar por filtracién y vaciar en las microplacas.

Interpretacion:

-Reacci6n positiva {+): se observu ennegrecimiento del micropoezo,
-Reaccidn negativa (-): sin cambio (incoloro).

FENILALANINA-DESAMINASA (FDA).

Ingredientes:

Fenilalanina (Sigma Chemical Company) 04 gr.
Extracto de levadura (Difco Laboratories} 0.3 gr.
Cloruro de Sodio (J. T. Baker) 05 gr.
(NaCl

Fosfato Disddico (J. T, Baken) 0.1 gr
(Na,HPO,

PBS 10 ml

Preparacién:

-Disolver la base por calentamiento “suave™ hasta ebullcién.
-Agregar el aminedcido y disolver en bano maria a 55°C.
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-Ajustar a pH 7.3 .
-Esterilizar por filtracién y vaciar en las microplacas estériles.

Interpretacién:

-Reactivo para revelar la reaccién:
Cloruro Férrico (FeCly) al 40% .
-Afiadir 2 o 3 gotas del reactivo al micropozo y tomar lectura al momento.
-Reaccién positiva (+): precipitado verde oscuro.
-Reaccién negativa (-): no cambia el color del reactivo.

REACCION DE UREASA (URE).

Ingredientes:

Peptona (Difco Laboratories) 0.1 g
Urea (Merck & CO,, Inc) 2 gr.
Glucosa (Sigma Chemical Company) 0.1 gr.
Cloruro de Sodio (J. T. Baker} 0.5 gr.
{NaCl)

Fosfato monopotdsico 02 gr
(KH,POy (J. T. Baker}

Rojo de Fenol (Sigma Chemical 0.01 gr.
Company)

PBS 10 ml,
Preparacién:

-Anadir los ingredientes de la base al solvente, calentar "suavemente” hasta
ebullicidn.

-Fria la solucién, agregar la urea y la glucosa (no se anada si no estd totalmente fria
la solucién), y disolver.

-Ajustar a pH 5.

-Esterilizar por filtracién.

-Vaciar 10 u! a cada pozo de la microplaca.
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Interpretacion:

-Reaccidn positiva (+): presenta un color naranja intenso a rojo.
-Reaccion negativa (-): color original, amarille canario.

DESCARBOXILACION DE AMINOACIDOS:

LISINA DESCARBOXILASA (LDC).

Ingredientes:

Peptona (Difco Laboratories) 05 gr.
Extracto de levadura (Difco Laboratories. 0.5 gr.
Fosfato de Piridoxal (Sigma Chemical Company) 0.0005 gr.
Glucosa (Sigma Chemical Company) 05 gr.
L-Lisina (Sigma Chemical Company) 2 gr.
Rojo de fenol (Sigma Chemical Company) 0.01 gr.
PBS 10 mi
Preparacidn:

-Se calienta "suavemente” la base hasta ebullicién.

-Fria la solucién, agregar el aminodcido y la glucosa agitando continuamente.
-Ajustar apH 5 .

-Esterilizar por filtracién.

-Vaciar 10 gl a cada pozo de la microplaca.

Interpretacién:

-Reaccign positiva (+): presenta un color de naranja intenso a rojo.
-Reaceion negativa (-): color original, amarille canario,



ORNITINA DESCARBOXILASA (ODC).

Ingredientes:

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) 0.5 gr.
L-Ornitina (Sigma Chemical Company) 2 gr.
Rojo de fenol(Sigma Chemical Company) 0.01 gr.
PBS 10 ml
Preparacion:

-Se agregan todos los componenetes al PBS, exceptuando el amino4cido y la glucosa,
disolviendo por calentamiento "suave” hasta ebullicién.

-Esperar que enfrie la solucién y agregar reactivos faltantes.

-Ajustar a pH & .

-Esterilizar por {iltracién.

-Vaciar 10 ul a cada pozo de la microplaca.

Interpretacién:

-Reaccién positiva (+): presenta un color naranja intenso a rojo.
-Reaccién negativa (-): color original, amarillo canario.

ARGININA DESHIDROLASA (ADH).

Ingredientes:

Peptona (Difco Laboratories) 0.5 gr.
Extracto de levadura (Difco Laboratories} 0.5 gr
Glueosa (Sigma Chemical Company) 0.05 gr.
Arginina {Sigma Chemical Company) 2 or
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Fosfato disodico {J. T. Baker) 0.1 gr
(Na,HPO

Rojo de fenol (Sigma Chemical Company) 0.01 gr.
PBS 10 mi
Preparacion:

-Se disuelven los ingredientes en el PBS por calentamiento "suave”.

-El aminofcido y la glucosa se ahaden una vez fria la solucién, egitando
continuamente.

-Ajustar apH 5.

-Esterilizar por filtracién,

~Vaciar 10 ul a cada pozo de la microplaca.

Interpretacin:

-Reaccién positiva (+): presenta un color naranja intenso a rojo.
-Reaccidn negativa f-): color original, amarillo canario.

UTILIZACION DE CITRATO (CIT).

Ingredientes: »

Citrato de Sodio (J. T. Baker) 0.8 gr.
Glucosa (Sigma Chemical Company) 0.02 gr.
Extracto de levadura (Difco Laboratories) 0.05 gr.
Cisteina (monoclorhidratada) 001 gr.
Fosfato monopotasico (J. T. Baker} 01 g
(KH,PO,)

Cloruro de Sodio tJ. T. Baker) 05 gr
(NaCl)

Sulfato de Magnesio (J. T. Baker) 002 gar
(MgS0,)
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Azul de Bromotimol (Merck & CO., Inc.) 0.022 gr
15 ml
{solucién
alcohdlica).

PBS 10 ml
Preparacién:
a) Caldo de Citrato de Sodio.

-Se disuclven los ingredientes de la base sin el indicador en los 10 ml de PBS,
calentando "suavemente” hasta ebullicién.

-Una vez fria, anadir el citrato de sodio, la glucosa y la cisteina agitando hasta
disolver.

-Ajustar a pH 6 .

-Esterilizar por filtracién.

b} Indicador.

-Agregar 0.05 gr de azul de bromotimol en 5.3 m! de alcohol etilico absoluto 6 al 96%,
para obtener una concentracién al 1.5%. Disolver perfectamente.

c) Mezcla de las soluciones.

-Anadir 1.5 ml (0.022 gr) del indicador a la solucién de citrato de sodio en condiciones
asépticas y homogeneizar,

-Vaciar 10 ul del sustrato preparado a cada pozo de la microplaca estéril, lo més
pronto posible para evitar precipitacién del indicador,

Interpretacién:

-Alcalinidad, reaccién positiva (+): color azul de Prusia intenso.
-Acidez, reaccién negativa (-): color amarillo a verde claro.

UTILIZACION DE MALONATO (MAL),

Ingredientes:

Malonato de Sodio (Sigma Chemical Company) 0.3 gr.
Glucosa (Sigma Chemical Company) 0.025 gr.
Extracto de levadura (Difco Laboratories) 0.1 gr.
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Sulfato de amonio (J. T. Baker) 0.2 gr
((NH),S0,)

Fosfato dipotdsico (J. T. Baker) 0.06 gr.

(K,HPO,

Fosfato monopotasico (J. T. Baker) 0.04 gr.

(KH,PO,)

Clorure de Sodio (J. T. Baker) 02 g

(NaCl

Azul de Bromotimol (Merck CO., Inc.) 0,022 gr.
1.5 ml
(solucidn
alcohdlica).

PBS 10 ml

Preparacién:

-Se disuleven los ingredientes de la base sin el indicador en los 10 ml de PBS,
calentando "suavemente" hasta ebullicién.

-Una vez fria, aiadir el malenato de sodio ¥ la glucosa, agitandoe continuamente,
-Ajustar a pH 6.6 .

-Esterilizar por filtracién.

-Preparar el indicador segin se refiere en la prucba de} citrato.

-Anadir 1.5 m! (0.022 g} de azul de bromotimol a la solucién de malonato.

-Vaciar 10 ul a cada pozo de la microplaca, lo mas pronto posible para evitar
precipitacién del indicador.

Interpretacién:

-Alcalinidad reaccién positiva {(+): color azul de Prusia intenso.
-Acidez reaccién negativa (-): color amarillo a verde claro.
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FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS (GLU, ADQ, INO, XII, RAF, RAM v
DUL).

Ingredientes:

Peptona (Difeo Laboratories) 1.0 gr.

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

(NaCl}

Fosfato dipotdsico (J. T. Baker) 0.003 gr.

(K,HPO,)

Carbohidrato (Sigma Chemical Company) 2 gr.

Azul de Bromotimo! M\Merck, CO., Inc.) 0.022 gr.
1.5 ml
(solucién
aleoholica).

PBS 10 mlL

Preparacién:

a} Caldo base con carbohidrato:

-Disolver los ingredientes de la base sin indicador en 10 ml del PBS, calentando
“suavemente” hasta ebullicidn.

«Fria la base, anadir el carbohidrato deseado, agitando hasta disolucién.
-AjustarapH 7-7.2.

-Esterilizar por filtracién.

* Un caso especial es el DULCITOL, el cual hay que disclver junto con la base en
bafio de agua en ebullicién. En caso de no disolverse, aplicar fuego directo sin exceder,

b Indicador:

-Preparar el indicador segiin se refiere en la prueba del Citrato.
-Esterilizar por filtracidn.

¢) Mezcla de las soluciones.
-Anadir 1.5 m] (0.022 gr) de indicador a la =olucién del carbohidrato en condiciones

asépticas, y homogeneizar.
-Vaciar 10 ul del sustrato preparado a cada pozo de la microplaca estéril, lo mas
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pronto posible para evitar precipitacién del indicador.
Interpretacidn:

-Reaccién positiva (+): color amarillo canario.
-Reaccion negativa (-): color original azul-verde.

Buffer de Fosfatos (PBS).

Fosfato disédico (J. T. Baker) 9.9386
(Na;HPO,)

Fosfato monosédico
de Sodio {J. T. Baker) 3.9272
(NaH,PO,s

6
Fosfato monosédico
monohidratadoe (J. T.Baker) 4.5264
(NaH,PO,H,0

Concentracién: 0.1 M/11t.

0.05 M/2 1t. pH

NOTA: todos los sustratos vaciades en la microplaca deberan quedar en el fondo del

pozo, evitando la impregnacién del sustrato en sus paredes,

La lista colorimétrica para la interpretacién de cada reaccidn se presenta en

la Figura B.
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TABLA 1. REACCIOMES BIQQUIMICAS DE GENERQS Y ESPECIES DE AISLAMIERTO CLINICO RECIENTE, MIEMBROS DE

1A FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE.

TRIPLE AZUCAR Fe-LISINA s 1 H
Superficie/Fondo Superficie/Fondo
) N A K G H X 13 R H c S 2] R v 1 M D
Especie ] / / A 2 / I / 2 1 R A D M P 2 H 0 n
. A A 5 5 x A A s T c c D v A
8
a
C. freundii B6 13 27 170 60 29 6% 0 63 9% 3 57 10 100 g 99 0 100 0
E. cloacae B4 69 31 86 '] 55 4% 0 0 100 o 9% 95 12 39 1] o 99 0
E. agglumenns 18 94 5 39 0 100 0 ¢ 50 5 5% 0 67 61 o 1l 55 ]
E. coli 36 0 100 22 5 7% 22 ] 5 0 0 50 &4 100 0 5 100 78 0
5. flexneri 39 0 100 0 0 0 100 0 0 o 0 0 0 100 0 0 7 0 0
5. boydii 7 ¢ 100 0 ] 0 100 0 0 0 0 1] 0 100 Q 0 71 1 0
5. dysenterize 2 0 100 0 ] ¢ 100 0 0 0 0 0 0 100 ) 9 50 0 0
5. sonnei 28 0 100 0 0 0 100 0 0 0 0 0 i00 100 0 ] 0 1] [}
K. pneumoniae 4 95 5 92 0 97 3 0 0 100 B9 8 0 3 100 ] Q0 [ 0
X, oxytoca 54 89 11 8l [} 24 5 0 0 1100 55 239 ¢ 65 9 ¢ 100 0 ]
M. morganii 100 0 100 ] 2?7 20 53 36 0 100 0 100 100 0 2 100 97 0
P. mirabilis 90 0 100 67 95 0 0 100 3 99 99 0 99 100 31 97 o 100 0
P. vulgaris 26 100 21 42 0 0 0 100 0 4 100 1} 9 100 0 96 100 100 0
P, rettgeri 15 0 100 SO o [+ a 100 0 100 75 0 0 50 [ 0 100 75 0
P. alcalifaciens 50 0 100 67 Q [} 0 100 0 100 0 0 0 100 0 0 100 100 0
Salmoneiia sp. 35 0 100 26 100 100 [} 0 100 100 0 0 97 100 0 97 0 100 )
5, typhi 32 0 100 0 100 91 3 0 93? 0 0 0 0 100 0 100 96 0
§. marcescens 27 41 59 4l 0 B2 18 0 0 94 29 70 100 35 94 0 0 0 100
Yersinia sp. 17 100 0 0 0 ¢ 100 0 0 0 29 18 53 190 0 (] [ ]
Y. enterocelitica 24 %6 4 [+ 0 0 100 [} [ 0 7% 67 83 100 [ 0 54 ¢ 0
TOTAL 844
Hota: se¢ incluyen resultados en porcentsje de las reatciones bioquimicas a 37°C por 48 Hrs.



TABLA 2 . RESULTADG DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS PON MACROMETODO, DADOS POR 121
CEPAS DE AISLAMIENTO CLINICO RECIERTE, UTILIZADAS EN EL ENSAYO COMPARATIVO.

L. L o [ H i u ] v R F b G L¢] X I s L

o o D o] b4 A 2] R 2 o 4 - b} N L A I N A A

Especie . c [+ T L o v A A u S L Q Cc €

8
a

C. freundii 3 ] 0 30 100 1.% ¢ 100 100 ¢ iog ¢ 9 100 50 100 1.6 83 83
€. amalonaticus 1 ¢ 100 0 100 0 100 [} 0 160 ¢ 100 [} 4 10 4 1060 [} [} 0
C, diversus 1 ¢ 100 0 100 3100 w0 ] ¢ 100 ¢ 100 o ¢ 100 4 100 ¢ 100 140
E. cloacae 3 4 160 B89 I04 100 ] o ¢ 100 100 1] 0 ¢ 100 89 140 a 8% €6
£. agglomerans 4 [ L] ¢ S0 50 50 50 0 100 58 50 G g 3100 53 W0 25 50 75
&, sakazakii 1 0 100 106 100 o ] [ 0 100 106G Q 4 9 ig0 100 100 100 100 Q
E. taylorae 1 ¢ 100 100 100 100 ¢ 100 0 100 100 [ o 8 100 g 100 ] [} 0
E, coli e 30 190 20 Q 90 9 10 60 0 80 o ¢ 100 20 80 G 10 40
Shigella sp. 14 o] 0 ¢ a o 36 o @ ] ¢ I8 o 0 100 43 0 b 1]
5. sonnel 5 o 0 ] 0 o [ ] ¢ 100 0 0 100 [ 1] ] 0
K. preumonide 5 100 ¢ 4 100 160 ¢ B0 ] ¢ 1006 0 0 ¢ 00 80 100 100 20 B0
K. oxytoca 5 100 [\ 9 190 100 100 8D ] 9 100 20 o ¢ 160 4D 100 190 4¢ 100
X. czaenae 2 g 0 50 50 [ [ ] a [ b 100 [:] G 160 300 100 50 8 50
M. morganii & 0 100 ) ] 0 100 180 16 100 4 100 83 0 160 ] 0 1]
P, mirabilis [3 6 100 4 00 o 0 100 100 100 6§ 100 100 9 100 83 100 0 0 Q
P, vulgaris 7 ] [} 0 ] 0 100 100 100 100 4 100 100 71 100 43 86 ] 4 0
P. penneri 2 [ Q9 ] 4 1] 100 106 100 0 100 140 Q 100 300 100 a 0 0
P. rettgeri 5 [ [ & ise a 100 150 G 100 0 100 100 ¢ 100 20 20 160 ] 2
. alcalifaciens & ¢ o ¢ 83 ¢ 109 [ ¢ 83 9 100 100 0 190 L [ 0 o Q

Salmonella sp. 5 100 160 9 100 20 ] 0 100 100 0 100 1] 0 100 100 100 &9 9 [}
S. typhi 4 160 g 0 0 Q a 100 300 Q 100 g 100 g 100 25 o Y]
5. arizonae 4 100 190 8 180 100 a 0 106 100 4 100 0 4 100 100 100 a 1] 0
8. maccescens 6 100 100 4 100 [ 0 16 ¢ 100 100 33 0 100 100 &6 50 83 0
8, ligquefaciens 2 100 160 4§ 106 [ b (4 100 300 50 0 100 140 ¢ 100 00 189 ]
Yersinia sp. 4 € 1ad Q9 o 0 50 100 [ ] ¢ 100 ] o 100 ¢ 100 25 ¢ 100

‘TOTAL

-
~
e

Rota: se incluyen resultados en porcentaje de laas reacciones bioquimicas a 37 “C por 24 hra.
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TABLA 3. ESQUEMA BICQUIMICO DE CEPAS CONTROL DEL ATCC.

TRIPLE AZUCAR_Fe-LISINA Si 1 M
S FGASH,S S FH,S CIT UREA SAC ORN RM VP Hz}i IND MOV

AA+ - KK - + B . + e 4 . -

Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883

JRIPLE AZUCAR Fe-LISINA I M
S FGASH;S S FH,S CIT UREA SAC ORN RM VP H,S IND MOV

A A+ + RA - - + . - + . +; - +
Proteus vulgaris
ATCC 13315
TRIPLE AZUCAR Fe-LISINA S )1 M
S FGASH;S § FH,S CIT UREA SAC ORN RM VP H,S|IND MOV
K A + - KA - + . + + R +
Enterchacter cloacae |
ATCC 23355 ‘
TRIPLE AZUCAR Fe-LISINA S ‘\ 1 M
S FGASH,S § FH,S CIT UREA SAC ORN RM VP H,§ [ND MOV
KA+ + KK + + - . + + . + = +
Salmonelta tvphimurium
ATCC 14028
TR]PLE AZUCAR Fe-L]SINA 11 M

S FGASH,S S FH,S CIT UREA SAC ORN RM VP HS IND Mov

KK. . KK - =+ + e e - e ek +

Pseudomonas acruginesa |
ATCC 10145
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TABLA 4. CONCENTRACION Y pH OPTIMOS, PARA CADA SUSTRATO DEL
MICROSISTEMA "INNSZ"

SUSTRATO CONC. OPTIMA EN pH
MICROPQZO (% )

- CARBOHIDRATOS:
GLUCOSA, XILOSA, RAMNOSA,
ADONITOL, INOSITOL, DULCITOL

y RAFINOSA, 2 7
- o-NITROFENIL-5.D

GALACTOPIRANOSIDO

(ONFG) 0.6 7.2
- AMINOACIDOS:

LISINA, ORNITINA v

Y ARGININA 2 5
- MALONATO 0.5 6.6
- CITRATO 0.8 6
. UREA 2 5
- FENTLALANINA 04 7.3
- PRUEBA DE INDOL

TRIPTOFANO

04 7.6

- PRUEBA DE H,S 7.3

CISTEINA 0.0008

TIOSULFATO DE SODIO 02

CITRATO FERRICO AMONIAGAL 0.05
- PRUEBA DE VOGES-PROSKAUER

GLUCOSA 2 7

Nota: se da la concentracion dptima de cada sustrato, después de reconstituir con 100
ul de suspensién bacteriana.
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TABLA 5. PATRON BIOQUIMICQ DADO POR CEPAS DE
REFERENCIA DEL ATCC, EN MICROSISTEMA "INNSZ®

ONPG LDC CIT ADH FDA IND MAL URE VP H;8
+ + + - B . + s -
GLU XIL RAF RAM ADO INO DUL 0ODC
I + 4 + -

Klebsiella pneumoniae ATCC 13863
BIOTIPO NUMERICO 703673

ONPG LDC CIT ADH FDA IND MAL URE VP H;8
+ . e . e
GLU XIL RAF RAM ADO INQ DUL ODC
T T T - +

Escherichia coli ATCC 25922
BIOTIPO NUMERICO 340624

ONPG LDC CIT ADH FDA IND MAL URE VP H,S
B + + + . . . - - s
GLU Xfl. RAF RAM ADQ INO DUL ODC
+ - - + . - - +

Salmonellx tvphimuvium ATCC 14028
BIOTIPO NUMERICO 610324
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TABLA 6. CONCORDIANCIA DE IDENTIFICACION ENTRE EL METODO CONVENCIONAL Y MICROSISTEMA “INNSZ®
A NIVEL DE GENERO

Organismos identificados por Microsistemna:

No. Cc E E 5 K M g r E) S Y ND
i n H h H a r H a [ &

d t t ¢ i e v 0 [ 1 r r
Organismos e r ¢ h 8 b B t v m r s
Identifi- o T [ [ s a [ i o a i
cados por c b ] 4 1 i n u d n 4 n
Métode e a b i 1 ] 3 s e K i i
Convencio- p c a c 2 1 t n 1 a a
nal 2 t 4 h 1 1 c 1 :

s e t i a a i a

T e 3 a ’
r

Total 21
Citrohacter L] 8
Entercbacter 15 15
Escherichia 10 1 7 2 [ e
Shigella 19 17 o B CTe 2
Kicbsiella 12 1 [ | I L B
Morganelia [ 6 .
Proteus 15 : RS T | IR
Providencia n . R SRS ED § R
Salmonella 13 : : R HE TS .13
Serratia 8 O R o C 8
Yersinia 4 2 . JERVERS R : 1

CONCORDANCIA 925%
kappa = 0.935; z = 30.76 con p « 0.0001




TABLA 7. CONCORDARCIA DE IDENTIFICACION ENTRE METODO CONVENCIONAL Y MICROSISTEMA "INKSZ™ A NIVEL DE ESPECIE

Organismos identificados por Microsistema:

[¢]
. ]
[\ ]
o
b
=
oy
L]

Ocganismas
idensificades
por Mdtado
Convencional

aevan oo G
L Kl - N g e
LD E B e
BEAr D IOk I )
TLEHD S0 N
NacOpoTOneedIN
LN X N
adernd3Oraaw-.
[t o IR - N ]
LR T T
Lot od- 21 K
PO T-Yocd
ADB 0. 0
LE R o)-N-B:N-¥-B-1. B
BNOMKEXO M
DHEIDEND
el E - R-F- T 4
LRSS . 4 WL - B
LRSS -2 - R R ]
(L E-E-2-¥ )-K]
GrOBORArSOnY
LT - LT ]
LR YUY TR N X
PO CHMW
24 L Y
QBIAOHIHB- n
DR GYN
BaBANABONEP - B
-2 YOG R Y N0 - W T

Ho. de Cepas 102

C. freyndid

€. amalonaticus

L. diversus

E. cloacae

E. agglomerans

E. sakazakii

E. taylorae

£, coli

S, sonnei

K. pneumoniae

K. oxytoca

X. ozaenae

M. morganid

P. mirabilis

P. vulgaris

P. penneri

F. rettgerd
alcalifaciens

SJImnnejla [-1-5

S. typhi

S, arizonae

8. marcescens

S$. liguefaciens

o
-
-~
-

AN e e (O T N~ A D RS UTUT L b e e o WD 6t e O
-
-

royn
o

CONCORDANCIA  B7.4%
a3pra = 0.936: 7z = 30.76 conp  0.000t . 5B
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TABLA 8. ANALISIS DE IDENTIFICACIONES ERRONEAS A NIVEL
DE GENERO POR EL MICROSISTEMA "INNS2".

No. IDENTIFICACION IDENTIFICACION PRUEBA(S)BIOQUIMICA(S)
CORRECTA POR MICROSISTEMA  DISCREPANTES

111 E._coli Enterobacter sp. VP(+)

124 E. coli Shigella sp. LDC(), ODC(-}
XIL(-}, DUL(-)

126 E. coli Shigella sp. ONPG(-), XIL(-)

137 K. ozaenae C. freundii H,S(+)

25 Yersinia sp. E. coli URE(-), ONPG(-)

53 Yersinia sp. E. cali URE(-), ONPG(-)

80 Yersinia sp. M. morganii ONPG(-)

14 Shigella sp. No Identificada GLU(-)

22 Shigella sp. No Identificada GLU(-)
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TABLA 9. ANALISIS DE IDENTIFICACIONES ERRONEAS A NIVEL
DE ESPECIE POR EL MICROSISTEMA "INNS2Z".

No. IDENTIFICACION IDENTIFICACION PRUEBA(SIBIOQUIMICA(S)
CORRECTA POR MICROSISTEMA  DISCREPANTES

32 C. freundii Citrobacter sp. FDA(+)

52 E. cloacae E. taylorae RAF(-), URE(:)

73 E. cloacae Enterobacter sp, VE(.), XIL(-), RAM()

929 E. cloacae Enteroba{,;ter sp. FDA(+), LDC(+), XIL(-),
ADHI(.).

120 P. rettgeri Providencia sp. ODC(+), ADH(+), H,8(+)

68 8. marcescens  Serratia sp. ADH(+)

103 S, liquefaciens S_marcescens XIS

122 8. liquefaciens Serratia sp. ONPGt(-), VP()
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TABLA 10. ANALISIS DE IDENTIFICACIONES ERRONEAS A NIVEL
DE GENERQ Y ESPECIE POR EL METODO CONVENCIONAL

No. IDENTIFICACION IDENTIFICACION PRUEBA(S)BIOQUIMICA(S;
CORRECTA M.CONVENCIONAL DISCREPANTES
9 Shigella sp. E. coli inactiva XIL(+)
10 Shigelia sp. E. coli inactiva XIL(+)
11 Shigella sp. E. coli inactiva XILt+) GENERO
13 Shigella sp. E. coli inactiva XIL(+)
5 Shigella sp. Escherichia sp. XIL(+), MAL{+)
7 Shigella sp. E. coli inactiva XIL(+)
137 K. ozaenae Klebsiella sp. ADH(+) ESPECIE
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TABLA 11. VARIACION DE CODIGOS (BIOTIPOS NUMERICOS
A NIVEL DE GENERO Y ESPECIE PARA MACROMETODO CONVENCIONAL

No. CODIGOS No. CEPAS No. DE CODIGOS VARIANTES (%)
IGUALES Y % GENERO ESPECIE
4 91 (75) 0t [oR{0)]

3 24 (20) 0 2 (8.6)
2 6 (5) 00 0 ()
0 . . .
TOTAL 121 (100) 0 0(1.6)
(% glabal) (% global)
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TABLA 12. VARIACION DE CODIGOS (BIOTIPOS NUMERICOS)
A NIVEL DE GENERO Y ESPECIE PARA MICROSISTEMA

No. CODIGOS No. CEPAS No. DE CODIGOS VARTANTES (%)
IGUALES Y % GENERO ESPECIE
4 46 (38) 0 (0) 0
3 29 (3) 4 (14) 5
2 39 (32) 10 (25.6) 8 (20.5)
0 7(6) 3143) 1(15)

TOTAL 121 (100) 17 (14) 14 (11.6)
(% glabal) (%5 global)
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TABLA 13. SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y EXACTITUD DE
SUSTRATOS BIOQUIMICOS DEL MICROSISTEMA, EN COMPARACION CON
EL SISTEMA CONVENCIONAL

SUSTR.  MICRO. SIST. CONV,  SENSL ESPECL EXACT

(+) +) (%) (%) (%)
LDC 34 27 772 96.6 90.3
oDcC 56 47 97.9 89.1 93.0
ADH 29 15 93.7 B7.6 88.3
CIT 65 65 97.0 98.2 97.6
MAL 33 32 86.4 93.7 91.6
IND 54 49 98.0 92.3 94.5
URE 33 40 81.6 97.6 93.0
H,S 39 39 97.3 95.5 96.0
vP 28 37 771 96.5 89.6
FDA 27 31 86.1 98.9 95.2
GLU 119 121 98.4 100 97.6
XL 317 81 65.8 100 74.2
INO 21 27 72.9 95.9 89.6
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Figura A. MICROPLACA Y ADITAMENTOS DEL SISTEMA API 20E DE REUSO.

Microplaca, soporte de hidratacidn

y charola para suspensi6n bacteriana



Figura B. LISTA COLORIMETRICA PARA LA INTERPRETACION DE REACCIONES DEL "MINNSZ",

-~ Figura B. LISTA COLORIMETRICA DE LAS REACCIONES

DEL MICROSISTEMA “INNSZ.




LISTA DE ABREVIATURAS

A
ADH
CIT
DNAsa
FDA
GLU

RM
SAC
URE

XIL

Acido

Arginina deshidrolasa
Citrato

Acido desoxirribonucleasa
Fenilalanina desaminasa
Glucosa

Acido sulfhidrico

Indol

Inositol
Isopropil-tiogalactopirandsido
Alcalino

Lactosa

Lisina descarboxilasa
Malonato

Movilidad

Ornitina descarboxilasa
o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido
Ornitina

Buffer de fosfatos

Rojo

Rafinosa

Ramnosa

Rojo de metilo

Sacarosa

Urea

Voges-Proskauer

Xilosa
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RESUMEN:

DESARROLLO DE UN METODO MINIATURIZADO PARA LA
IDENTIFICACION DE ENTEROBACTERIAS.

OBJETIVO: el propésito de este estudio, fue desarrollar y comparar un Sistema
Miniaturizado para la identificacién de enterobacterias, con el Macrométodo
Convencional (MC).
MATERIALES Y METODOS: el Microsistema INNSZ (MINNSZ) incluyé 19 pruebas
bioquimicas: descarboxilacién de lisina, ornitina e hidrélisis de arginina, (LDC, ODC
y ADH), utilizacién de citrato y malonato de sodio (CIT, MAL), produccién de &cido
sulfhidrico, acetoina, ureasa e indol (H,S, VP, URE, IND), desaminacién de
fenilalanina (FDA), fermentacién de glucosa (GLU), xilosa (XIL), inositol (INO),
ramnosa (RAM), rafinosa (RAF), adonitel (ADO), dulcitol (DUL) y presencia de 8-
" galactosidasa (ONPG). El MC incluyé las 13 primeras pruebas, mds produccién de
gas a partir de glucosa, fermentacion de sacarosa y lactosa (SAC y LAC), movilidad,
rojo de metilo (RM) e hidrélisis de ADN (DNAsa). Cada micropozo se inoculé con 100
ul de suspension bacteriana (0.5 McFarland) y el MC en forma habitual, incubdndose
48 hrs, a 37°C. Se hicieron lecturas a 24 y 48 hrs., e informamos resultados a las 24
hrs. Se probaron 121 gérmenes de recien aislamiento por ambos métodas en forma
paralela, registrando lectura de 4 observadores, cvaluando los resultados en doble
ciego.
RESULTADOS: la exactitud para cada sustrato del micrométodo fue 295% para CIT,
H,S, FDA y GLU: 290% LDC, ODC, MAL, IND y URE: 285% ADH, VP e INO, y
<80% XIL. La sensibilidad 295% ODC, CIT, IND, H,S y GLU; =90% ADH, =85%
MAL y FDA; s80% LDC, URE, VP, XIL e INO. La especificidad igual al 100% GLU
y XIL; 295% LDC, CIT, URE, H,S, VP, FDA e INO; =30% MAL e IND; =285% ODC y
ADH. Se identificaron correctamente a nivel de género 113(92.4%) cepas y 98(87.4%)
a nivel de especie. La concordancia Micro-Macrométodo por kappa fue k=0.923,
2=30.764 para género, y k=0.867, 2=38.362 para especie con p<0.0001. La
variabilidad interobservador fue k=0.907, 2=93.500 en MC y k=0.565, 2=81.880 en
MINNSZ con p<0.0001.
CONCLUSIONES: el MINNSZ fue confiable para la identificacién de entero‘bacterms
y comparable con les resultados del MC a las 24 hrs., dado que ofrece en términos
estadisticos una concordancia excelente, y una \'ariabilidad “nterobservador
moderada, lo que lo hace eficaz para la identificacion de las enterobacterias més
comunes de muestras clinicas.
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