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RESUMEN

La {mportancia que representa el laboratorio de anaiisis clinico
es apoyar al wmédico en 1la fdentificacién de los agentes
etiolégicos de las enfermedades jinfecciosas en un periodo de
tiempo corto y a un costo razonable.

Las enfermedades diarreicas junto con las infecciones
respiratorias agudas constituyen las principales causas de
morbilidad y mortalidad en los paises subdesarrollados, como
México, y entre sus agentes etiolégicos de tipo bacterial se
encuentran con mucha frecuencia a miembros de la framilia
Enterobacteriaceae. :

Aproximadamente el 90% de todos los cultivoe clinicos positivos
son bacilos qram negativos, y aproximadamente el 95% de éstos
pertenecen a la familiia enterobacterfaceae.

Hoy en dfa existen sistemas multipruebas comerciales rapidos,
semiautomaticos y automaticos que permiten identificar con
rapidez y exactitud a miembros de la familia Enterobacteriaceae,
pero éstos no son accesibles a 1las poblaciones suburbanas y
rurales por sus bajos recursos econémicos.

Por todos estos factores se determinsé la cont'iabilidad
diagnéstica; con respecto al método tradiconal en tubho, de una
técnica de inoculacién multiple en placa para la {dentificacién
de Enterobacterias que reduzca el costo de las pruebas
bioquimicas. Este método es una variante del sistema replicador
que es facil de usar y de implementar en cualquier laboratorio,
no requiere la adquisicién de materfal, reactivos o equipo
adicionales.

Obteniéndose para los medios caldo rojo de fenol con Sacarosa y
agar ditrato de Simmons una sensibilidad, especificidad Yy
confiabilidad dianéstica del 100% en caja con respecto al método
convencional en tubo. Por ello se concluyd que el wmodificar el



volumen y soporte de éstos wmedios no afecté la confiabilidad
disgnéstica de los wmedio, teniéndose asi una técnica alternativa
para la identificacién de especie de Enterobacteriss a un costo
menor por Aa reduccién en la cantidad de medio, reactivos y
material que el requerido en el método oconvencional. Pero éste
sétodo presenta las sigufentes desventajas: requiere de un wmayor
tiempo para la preparacién de las cajas con wedio de prueba y
ademés es wuy altas la probabilidad de contaminacién debido a
que @l tiempo y 4area de exposicién al medio asblente es mayor
al momento de sembrar en cajas que en tubo, pero estas pusden se
eliminadas teniendo precaucién al wmowento de sembrar las
muestras para evitar que se contamine el wedio y teniendo
siempre medios listos para su uso.

Para la prueba de Voges Proskauer y caldo urea se tiene una
especificidad del 100% y una sensibilidad del 0%, debido a que
ninguna de las cepas estudiadas dié un resultado positivo por lo
que se concluye que es 100% confiable en caja siempre y cuando
la prueba sgea negativa. Mientras que para la prueba rojo de
metilo y caldo rojo de fenol con Manitol se tiene una
sensibilidad del 100X y una especificidad del 0% por que no hubé
ningun resultado negativo en las cepas estudiadas por ello es
confiable al 100% siempre y cuando prueba sea positiva.
Deduciéndose que es necesario probar una variedad was amplia de
cepas que den tanto resultados positivos como negativos para
éstas pruebas para poder determinar su confiabilidad diagnéstica
en caja.

Para los medios KIA, MIO y SIM; se concluyé que la prusha
bioquimica en tubo es mas confiable que en caja, y por ser éatos
minisistemas multipruebas implicitamente ya hay una reduccién de
cogtos al ser ugados en la ijdentificacién de microorganismos.

Se concluye finalmente gue el método de pruebas bioquimicas en
placa reduce 1a cantidad de material, medio y reactivos
utilizados en la identificacién de enterobacterias para 1los
medios citrato de Simmons y caldo rojo de fenol con Sacarosa,
para los medios caldo rojo de fenol con Hanitol, caldo urea y
rojo de wetilo-Voges Proskauer es necesario estudiar una
variedad de cepas en las que se tenga tanto resultados positivos
como negativos para determinar su confiabilidad diagnéstica y
para los medios KIA, MIO y SIM es necesario hacer una serie de
nodificaciones a las variables controladas en éste estudio para
encontrar las condiciones é4ptimas para que el wétodo en placa
sea tan confiable como el tradicional.



INTRODUCCION

No cabe duda de que entre las clases importantes de enfermedad
las infecciones han constituide la carga mis pesada para la
humanidad. No solasente eran la causa principal de muerte, sino
que estas muertes eran a menudo especialmente dolorosas por su
frecuencia entre los Jovenes. Ademds, por su naturaleza
epidémica, las infecciones han desmantelado y aterrorizado a las
comunidades y han determinado el destino de los ejércitos y de
las naciones; asi, la viruela permitié a unas pocas docenas de
espafioles subyugar la floreciente civilizacién mexicana,
Evidentemente el control sobre las infecciones y sobre la
polucién microbiana del medio ambiente ha sido el gran logro de
la clencia médica. Actualmente es faci]l tomar eatos adelantos
por naturales, pero en épccas pasadas se tuvo a Pasteur y a
Roberto Koch (1843-1910) por héroes nacionales. (1)

Los primeros microbios patégenos reconocidos fueron los honqos,
cuyo tamafilo era superior a las bacterias. En 1836, Agostino
Bassi demostro experimentalmente que un hongo era la causa de
una enfermedad de los gusancs de seda y Schonlein descubrié, 3
affos més tarde, la asociacién de un hongo con una enfermedad
cutAnea humana (tifa favosa). En 1865, Pasteur penetro en el
campo de la microbiologia patégenica con el descubrimiento de un
protozoo que amenazaba con arruinar la {industria europea de
gusano de seda. E} papel etiolégico de las bacterias fue
establecido inequivocamente por Roberto Koch en 1876 para el
antrax.(1,2)

La clave de la ifdentificacién de las bacterias como gérmenes
patégenos fué el asislamiento de cultivos puros. Koch perfecciond
meticulosamente las técnicas de identificacién que se usan
actualmente, incluyendo el uso de medios sélidos, en los que las
celulas individuales dan origen a colonias separadas, y el uso
de tinciones. El genio de Koch se reflela con wmas claridad aun
en las pacientes modificaciones de sus propios wmétodos, que le
condujeron en 1882, a {dentificar el bacilo de la tuberculosis.
(1,2)



Después de fdentificar el bacilo tuberculoso, Koch formalizé los
criterios introducidos por Henle en 1840, pero reconocidos como
postulados de Koch para distinguir un agente pAtogeno de un
microbio accidental: i) el organismo se encuentra siempre en ias
leciones de la enfermedad. 2)puedae ser aislado en cultivos puros
en wmedios artificialy 3) la inoculacién de estos cultivos
origina un proceso parecido en los animales de experimentacién,
Y 4) el agente patogéno puede recuperarse a partir de las
lestones producidas en estos animales. Estos criterios han sido
muy valiosos para la identificacién de agentes patégenos, aunque
no todos ellos se cumplen siempre: Ciertos organismos (entre los
que se incluye la totalidad de los virus) no crecen en medio
artificial, y otros son patogénos tan sélo para el hombre. (1.2)

Con la poderosa wetodologia desarrcllada por Koch se inicié 1la
época dorada de la bacteriologia médica. Varios miembros de la
escuela Alemana aislaron, entre 1879 y 1889 (ademds del bacilo
de la tuberculosis) el vibrién colérico, bacilo tiffico, bacilo
difterico, neumococo, estafilococo, estreptococo, meningococo,
gonococo y bacilo tetanico. A ello siguieron naturalmente una
serie de estudios sobre 1los mecAnismos patogénicos de ¢stos
microorganismos, las respuestas del huésped y los wmétodos de
prevencién y tratamiento.(1-3)

El trabajo mas importante de los microbiolégos en Ia medicina es
aiglar e identificar los agentes causales de las enfermedades
infecciosas a un costo razonable y en un periodo de tiempo corto
t3,4). Esta importante 4rea de la Microbiologia recibe el nombre
de Microblologia clinica; en los vitimos afflos este campo se ha
ampiiado de manera importante debido a la creciente necesidad de
identificar al patdégeno para el tratamento adecuvado de la
enfermodad. (3}

Como el goce de la salud es uno de los derechos fundamentales de
todo ser humano, sin distincién de raza, religién, credo
politico o condjcién econdmica o social, lo afirman las cartas
de las Naciones Unjdas y la declaracién de principios de la
Organizacién Mundial de la Salud. La humanidad y la historia son
testigos del]l progreso de los pueblos cuando sus tasas de
morbilidad y mortalidad descienden por las politicas de los
sistemas de salud. Es preocupacién prioritaria del gobierno no
sélo la adquisicién de tecnologia para brindar un servicio
médico, sino que éste sea completamente accesible a toda la
poblacién. (5) .



Aproximadamente el 90% de todos los cultivos bacteriolégicos
positivos son bacilos gram negativos y aproximadamente el 95% de
estos aislamientos pertenecen a la familia
Enterobacterfaceaes(1,6-8). La mayor parte de éstas bacterias se
encuentran en el intestino del hombre y de otros animales, en
los que se comportan como comensales de potencial patégeno
cuando llegan a i{nfectar algun lugar del cuerpo que no sea el
inteatino (Escherichia ssp, Klepsiella ssp, Serratia ssp
Proteus ssp) (1,9-13). Los bacilos gramnegativos de importancia
médica producen infecciones que causan generalmente diarrea o
disenteria o ambas, tales como Salmonella assp, Shigella ssp.
(14), Escherichia coli, Vibrio ssp, Yersinia ssp y Campylobacter
s8p (1,4,15-18). Klebsiella pneumoniae es el agente etiolégico
de 1a neumontia, eepecies de Proteus, Klebsiella, Enterobacter y
E. coli son encontradas en heridas- traumdticas contaminadas con
tierra, materia vegetal o de incisiones abdominales luego de ia
cirugia gastrointestinal (7,10,13).

La enfermedad diarreica aguda constituye una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad infantil en los paises en
desarrollo Y segun estudios de laboratortio para la
identiflicacién del agente causal se encuentran principalmente
virus (Rotavirus, virus Norwalk, Adenovirus), bacterias (E.
cold, Campylobacter yeyuni, Shigella ssp, Salmonella ssp,
Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae) y Parasitos {G.
Lambiia, E. histolytica). Los agentes bacterianos gramnegativos
que causan generalmente diarrea o disenteria o ambas percenecen
en su gran mayoria & la familia Enterobacteriaceae. La
Organizacién Mundial de la Salud seNala que en 1988 ocurrieron
1,300 millones de casos de diarrea en niNos menores de cinco
alios y que aproximadamente mueren anualmente on el mundo, por
esta causa, 4 millones de nitos. (15)

En México la enfermedad diarreifca contribuye, Jjunto con 1a
infeccién respiratoria aguda, con cerca del 80% de las consultas
médicas, particularmente a lactantes y preescolares. Pero
ademés; la enfermedad diarreica es !a causa mds frecuente de
defuncién en Jlos menores de cinco aNlos de edad. Las tasas de
mortalidad mas elevadas por esta patologia son Oaxaca, Chiapas,
Guanajuato, Hidalgo, Guerrero y tabasco (19-2%). El desarrollo
mis significativo en éste campo, en los Ultimos ahos incluye: a)
e! conocimiento de que la deshidratacién de la diarrea aguda de
cualquier etlologia puede ser tratada en forma segura y efectiva
por el wétodo de hidratacién oral y b) La posibilidad de
identificar a los agentes causales de la diarrea.(15,19,20)



La Identificacién preliminar de cualquier msicroorganismo es
posible con pruebass presuntivas, caracteristicas de las coloniss
y reacciones bioquimicas en medios de aislamiento primario y
morfologia wmicroscépica. La identificacién de especie requiere
1la determinacién de otras caracteristicas fenotipicas que
reflejan el cédigo genético [ identidad dnica del
microorganismo(3,7,8). En el trabajo diagnéstico, las pruebas
biogquimicas son pruebas simples que estan diseNadas para
fndentificar en una foraa clara y oconcisa la presencia o
ausencia de una caracteristica bioquimica, como una enzima. La
base de todas estas pruebas puede ser la presencia o ausencia en
@l microorganismo de una enzima, un grupo de enzimas o una via
metabbélica completa, Estas pruobas se han desarrollado en los
ultimos 75 afos y han sufrido numerosas wodificaciones,
sustituciones y supresiones. Muchas de ellas en la actualidad
se realizan en equipos de wmedios minfiaturizados preparados en
forma comercial, que constan® de wuna serie de pequehios
reciplentes que contienen varios medics y reactivos utiles para
@) diagéstico. La mayoria de estos equipos estdn disehado para
ser inoculados de forma sencilla con el microorqanismo
previamente aislado. Después de un periodo de incubacién
adecuado, los resultados de las pruebas se leen al observar un
cambio de color o alguna reaccién Interpretada con facilidad
(3,6-8,22-34). A pesar de que las pruebas diagnésticas ae
emplean con was frecuencia en la identificacién de bacterias
wmédicamente importantes, pueden tamblen usarse para bacterias de
importancia no médica (3).

La identificacién de microorganismos gram negativos,
especialmente miembros de la familia Enterobacteriacea, que
constituyen en s8u mayor parte la carga de trabajo en el
laboratorio clinico microbiolégico, se puede realizar hoy en dia
por wmuchos métodos rapidos, estos incluyen pruebas bioquimicas
convencionales, sistemas comerciales, técnicas semiautomaticas y
auvtomatizadas, métodos serolégicos y metodos microscépicos (6-
8,23-32,35).



1. FUNDAMENTACION DEL TEMA

1. Enterobacteriaceae

La fanilia FEnterobacterfaceae esth compuesta por un grupo de
bacterias heterogéneas en forma de bastones Gram negativos, no
espérogenos, crecen eobre wmedios simples on condiciones
aerobias; snaerobios facultativos, fersentan glucosa, reducen
nitratos a nitritos; oxidasa negativos; catalasa positivos,
poseen una estructura antigénica compleja y producen diversas
toxinas y otros factores de virulencia. (7,8,10,12,17,36,38)

1.1 Importancia médica

Ampliamente distribuidos en la naturaleza, se encuentran en
suelos y agua, eon plantas y, como lo indica el nombre de la
familia, en el tubo digestivo de humanos y animales. Algunaas,
por elemplo, Escherfchia colii, son parte de la flora aormal y
producen de manera incidental infecciones, en tanto que otros,
como Salmonella ssp. y Shigella ssp. causan sindrowmes diarreicos
y desintéricos acompahados por fiebre y septicemia en los casos
tipicos de fiebre tifoidea (7,8,18). En la tabla 1.1 se enlista
la flora recidente y patogénica del tubo digéstivo (3,2,4,7-
13,17,18,37,38). Los bacilos Gram negativos que pertenecen a la
familia Enterobacteriaceae son los aislamientos bacterianos
hallados con mayor frecuencia en muestras clinicas en el
laboratorio. (1,6-8)

1.2 Taxonomia de las Enterobacteriaceae

Antes de comentar los métodos para la recuperacién [
identificacién de aislamientos clinicos de la Familia
Enterocbacteriaceae, debe hablarse de la nomenclatura

clasificacién actuales de éste grupo de bacterias. La taxonomia
de ¢sta familia, alguna vez relativamente simple en la
actualidad e més complela y fluida porque la aplicacién de
nuevas tecnologias a llevado a reexaminar viejos enfoques. Estos
avances permiten wuna oclasificacién mAs exactas de los



microrganismos, psro a corto plazo causan contusién a medida que
se® reordenan nombres y categorizaciones familiares.(4,7,8,10)

tabla 1.1 Flora del tracto gastrointestinal

Recldente: Staphylococcus ssp. no patogénicos
Bacteroides ssp.
levaduras
Streptococcus ssp.
Clostridia ssp.
Enterobacteriaceae

Patégenos: Salmonella ssp.
Shigella gap.
Yersinia ssp.
Escherichia coll
Plesiomonas shigetloides
Vibrio ssp.
Campylobacter ssp.
Aeromonas ssp.
Clostridium diffictle

Fuente: Koneman, E. 1992

1.2.1 Sistemas de Nomenclatura .

Actualmente se usan tres enfoques para denominar a los diversos
géneros y especies de la familia Enterobacterjacea: 1)} la
nomenclatura propuesta por Ewing, por medio de subagrupamientos
fenotipocos en B tribus; 2) la clasificacién propuesta por
Brenner y col., publicada en la edicién de 1984, del Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology, en la cual se definen 14
géneros mayores y 6 adicionales, basados sobre todo en estudios
de relacioness de DNA, y 3} el sistema publicado por Farmer y
col. en ¢l que las Enterobacteriaceae, estan subagrupadas en 22
géneros, 69 especies y 29 grupos entéricos basados en estudios
de relaciones de DNA y caracteristicas fenotipicas obtenidas del
estudio de clentos de aislamientos clinicos enviados para
{dentificacién. (7,38)



Si se examinan lag similidudes y diferencias de cada género en
fos  tres sistemas, con pocas excepciones, la oclasificacién de
especies bacterianas es similar.{(7)

1.2.2 Clasificacién de 1la familia Entercbhacteriaceae de
acuerdo al Borey’'s MNanusl of Systematic Bacterliology

Seccion 5. Bacilos gram negativos anaerobios facultativos
Familia I. Enterobacteriaceae

Género 1. Escherichia
Género 11. Shigella
Género 111. Salmonella
Género IV. Citrobacter
Género V. Kiebsiella
Género VI. Enterobacter
Género VII. Erwinia
Género VIII. Serratia
Geénero IX. Hafnia
Geénero X. Edwardslella
Género XI. Proteus
Género XI1. Providencia
Género XI11. Morganella
Género XIV. Yersinia
Otros géneros de la familia Enterobacterjaceae:
Género Obesumbacterium
Género Xenorhabdus
Geénero Kluyvera
Género Rahnella
Género Cedecea
Genero Tatumella
Fuente:(7,18,37,38)

1.3 Identificacién presuntiva

Las caracteristicas presuntivas para ta 1idantificacién en
avestras que no sean de material fecal es por wedio de una
tincién de gram que revele células bacilares © cocobacilares.
Sin embargo la diferencjacién de especie no puede hacerse sélo
en base a la tincién de Gram y caracteristicas del cultivo a)
ser aislados en medios diferenciales como Agar de MacConkey,
Agar~Eosina-Azul de MHetileno (EMB), Agar Salwonella-Shigella
{83), aunque la wmorfologia colonial es utilizada como segundo
indicio para su identificacién. (1,7,8,12,13,17)



La determinacién de especie ee basa principalmente en el
wmetabolismo bacterianc regido principalmente por enzimas que han
sfido codificadas por el material genético de la bacteria y
reflejan la identidad unica de la bacteria.(3,7)

Una fraccién relativamente pequefia de la informacién genética
total de las bacterfas estA implicada en la produccisén de
enzimas que metaboliza diversos sustratos. Estas enzimas han
sido usadas tradicionalmente como wmarcadores para diferenciar
grupos de especies.(3,8)

84 un microorganismo posee una enzima dada y es capaz de
utilizar un sustrato, podrd formar un producto final capaz de
modificar el pH del wedio, lo que podrd visualizarse por el
cambio de color de un indicador de pH. En algunos casos la
capacidad de un organismo para desarrollar en un medio puede
detoectarse por aumento de la turbidez o presencia de colonias en
la superficie. Este enfoque ha sido modificado en muchas formas
durante los ultimos allos pero aun es Util para la identificacién
de patégenos poco comunes, de patégenor dificiles de clasificar
y como estandar con el cual se comparan las otras pruebas
metabdlicas. (8)

Los primeros indicios para que un aislamiento desconocido
recuperado d¢ una muestra pueda pertenecer a la familia
Enterobacteriaceae son los siguientes:

a) células bacilares o cocobacilares Gram negativas
b} Metabolizan la glucosa de forma fermentativa

¢) No hay actividad citocromooxidasa

d) Los nitratos son reducidos a nitritos

Con muy pocas excepciones todos los miembros de la familia
Enterobacteriaceae presentan é4stas caracteristicas.(7,8,10,17)

1.4 Caracteristicas diferenciales de Identiticacion

Para la identificacién de la especie se requiere la
determinacién de otras caracteristicas metabélicas. Las wmés
ampliamente usadas en el laboratorios clinicos por el ocual
pueden identificarse las entercbacterias excepto unas especies
raras o atipicas:

Utilizacién de hidratos de carbono
Acotividad de orto-nitrofenilgalactosidasa (ONPG)
Produccion de Indol



Rojo de Metilo

Prueba de Voges-Proskauer (produccién de acetil-metilcarbinol}
Utilizacién de citratos

Produccion de ureasa

Descarboxilacién de lisina, ornitina y arginina

Produccién de fenilalanina desaminasa

Produccién de sulfuro de hidrégeno

Motiliidaa

1(7,8,13,17)

1.4.1 Utjilizacién de hidratos de carbono

Su fundamento se basa en la capacidad de un organismo de
fermantar o degradar un hidrato de carbono especifico
tncorporado a un medio baasico, produciendo acido, o &acido econ
qaa. Ea poesible usar una variedad de diferentes wedios liquidos
o de agar para wedir la capacidad de un microorganismo de
utilizar hidratos de carbono en forma fermentativa. Se agrega al
medio un indicador de pH, generalmente rojo de fencl, éste
virard de color al acidificarse el medio que contenga el hidrato
de carbono a evaluar a una concentracién del 1%.1(36,39)

Es comin que los microhiélogos se refieran a todos loe hidratos
de carbono como azicares. Esto es conveniente desde el punto de
vista operativo, si bien se comprende que los alcoholes
polihidricoe como dulcitol o wmanitol o sales catiénicas de
acetato o tartrato, no son hidratos de carbono, y por ende, en
un sentido quimico no son verdaderamente azucares.(7) Por todo
esto los clasificaremos comos 1) monosacéridos, aldehidos
polihidroxilicos o cetonas; 2) polislcaridos u oligosacaridos,
productos de condensacisén de dos o més monosacAridos (polimeros
de los monosAcaridos) o 3) alcoholes polihidricos,.(7,8,36)
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tabla 1.2 hidratos de carbono

wonosacAridos polisacaridos alcoholes polihidrico
ribosa sacarosa adonitol

ribulosa maltosa dulcitol

xilosa lactosa manitol

arabinosa sorbitol

glucosa

fructuosa

galactosa

manosa

Fuonte:Macfaddin, J. 1990

Por definicién la fermentacién, es un proceso metabélico de
oxidorreduccion que ocurre en un medio ambiente anaerobio, y en
lugar de oxigeno, un sustrato orgadnico sirve como el aceptor
final de electrones.(1,7,10,18,36)

Alqunas bacterias pueden fermentar anaerébicamente a la glucosa,
otras la oxidan y algunas pueden metabolizarla por ambos
métodos, wmientras que otras, aun, son incapaces de utilizar la
g¢lucosa. No todos los monosacaridos son degradados por todas las
especies bacterianas; sus formas de fermentacién difieren,
ayudando a la {dentificacién del grupo, género o especie.
Asimismo, las bacterias muestran diferencias en los ciclos
ut{lizados para la fermentacién del mismo sustrato dando ocomo
resultado diferentes productos finales.(1,10,18,36)

El mé&s jimportante ciclo fermentativo de 1la degradacién de ia
glucosa es el ciclo de Embden-Meyerhof, aun cuando también
puede produciree por la via hexosa monofosfato o el ciclo de
Entner Duoderoff o en combinacién con ellos (Figq. 1.1). No
ocbstante, los tres ciclos requieren de la fosforilacién de la
giucosa como paso {nicial antes de que pueda producirse la
degradacién. El &cido piruivico es el {ntsrmediario clave en la
degradacién de glucosa y l!a desasimilacidon del Acido piruvvico
pasa por muchos mecanismos diferentes que forman una variedad de
productos terminales caracteristicos de las fermentaciones
bacterianas.{1,4,10,18,36}



VIA HEXOSA MONOFOSIATO

VIA DE EMBDEN-MEYERHOF-PARNAS VA DE ENTMER-DOUDEROFF DE WARBURG-DICKINS
Glucosa Glucoso ) Glucosa
Gluensa-6-fosfato Glucosa-6-fosfoto Glucota-8-fosfoto

Fvuaow-oj'ﬁloco Glucano-1-lociorio 8-fosfaro Glucona—1-octono 6-fostato
Fructoso 1,6-difosfato 6-fosfogluconato 6-forfogluconato
1.3 fosfogliceroto 2-ceto-3-deoxi- 6-fosfogluconato Ributosa-S-fosfoto
Acido pirtvico Acido pirovico Gliceroldehido 3-fostoto
™ 2H i
I : l | |
Acigo 1actico “Acidos mixios”  Ciclo de Krebs Acido pirdvico
l 2H 2H l
2H
H0 Ciclo de Krebs “Acidos mixtos”
HO
Fig. 1.1 Vias metabblicas do Ia degradacion bacteriana de glucor.y.

Fuentes: KONEMAN, E, 1992
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Lags bacterias que ferwentan un hidrato de carbono son por lo
general anaerobios facultativos. Los productos finales de 1la
fermentacién de los hidratos de carbono son: dos gases,
hidrégeno y anhidrido carbénico; algunos Acidos, algunos
alcoholes y una cetona. Los productos finales varian con cada
especie bacteriana, y depende del sistema enzimdtico existente
en la especie. Existen varios tipos principales de fermentacién
on la figura 1.2 se seflala cada una de ellas.(1,18,36)

Fig. 1.2 Principales tipos de fermentacién

CWICHICOOH

]
Acido propitnico h Hexoea
COs
HOOCCHICHICOOH _*® H14COp
Acido succinico ADP
+2[H) i Ay'p)l =2 (pH bajo)
+2(H)
HOOCCCHCOOM COr CH3CCOOH
(') ',i 5 (CoA)SH Mrmlco CN)COOH
Acido oxalacético . ,,",3320 Acido scético
CH)CS(CM) CNIC“M
4{H
2 +3(H] acourcoA NT M Etanat
(o]} HCOOH
'CHICCHCOOH
CHiCHO CH:C'HCOOH CNrC-C'M-CHl .
Acetaldehido OH 6 OH
+2(H) Acido lectico Acetoina Acldo acetoscético
CHiCHOM +2(%) l"’""‘l
Etanol CHICHCHCH) Acido butlrico
Butsnol
Acetons
Butanodiol leoprops M!.Q.oo.

Fuente: Davis, B. 1990



La fermentacién &cido mixta es caracteristica de los miembros de
las Enterobacterias y estos organismos degradan la glucosa con
la formacién de una variedad de productos finales, pueden ser
divididos en dos categorias: 1) las que producen diversos acidos
mixtos, y 2) las que producen butilenglicol como principal
producto final (figura 1.3). El tipo o las combinaciones y
cantidades del producto final producido dependen del género o la
especie que se este estudiando.(1,7,18,36)

fig. 1.3 Vias de 4cidos mixtos y butilenglicol de 1la
fermentacion de glucosa.

GLUCOSA
[——- ACIDO PIRUVICO -—l
Acetil-meti! corbinol Fermentacién dcida mixto
(ocetoino) l

KOH + ARE YN PH < 4,4 conviente of
Butilen glico! Diocetil indicador de rojo de metilo

!/VNohol + creoling

Compleio rojo
(prueba de Voges-Proskouer positiva)

Color rojo
(pruebo de rojo de metilo positivo)

Fuente: Koneman, E. 1992

La termentacién bacteriana de la lactosa es mds compleja que la
de glucosa. La lactosa es un disacarido compuesto por glucosa y
galactosa conectada por medio de un vinculo de oxigeno conocido
como enlace B-galactésido. Con hidrélisis, este enlace se rompe,
liberando glucosa y galactosa. Para que una bacteria utilice
lactosa, deben estar presentes dos enzimas: 1) B-Galactésido



permeasa, que permite el tranaporte de B-Galactésido, como
lactosa, a través de la pared celular bacteriana y 2) B-
galactosidasa, una enzima necesari{a para hidrolizar el enlace B-
galactésido una vez que el disacarido ha entrado en la ceélula.
La reaccién acida final es resultado de la degradacién de
glucosa como & muestra en la fig. 1.4. (7,8,36,39)

Fig. 1.4 Fermentacion bacteriana de la lactosa.

LACTOSA

GLUCOSA ]

{4—-—-—-—- Unién B-golactdsido

GALACTOSA

4~ P-galactbsido permeasa

GLUCOsSA (- B-golaclosidoso
|- GLUCOSA + GALACTOSA

GAIACTOSA

Pored de la célula bacteriana

ACIDOS MIXTOS

Fuente: Koneman, E. 1992
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Dado que la fermentacién de lactosa finalmente ocurre por medio
de la degradacién de glucosa a través de la via de Embden—
Keyerhof, se deduce que cualquier microorganismos incapaz de
otilizar glucosa no puede formar &cido & partir de lactosa. Esto
explica por qué se omite la glucosa de las térmulas de medios de
aislamiento primario como el agar MacConkey o agar EMB; si no se
omitiera, se perderia la facultad para detectar la capacidad de
fermentacién de lactosa de las bacterias en estudic. En el medio
de prueba, el punto final de la fermentacién de la lactosa es la
deteccién de la produccién de &cido. un microorganismo no
fermentador de lactosa es aquel que carece de B-galactosidasa o
no puede atacar a la glucosa. Se cree que los denoainados
fermentadores de lactosa tardios son microorganismos que tienen
actividad de B-galactosidasa, pero muestran una lenta asctividad
de B-galactésido permeasa. (7)

En la préctica, microorganismos que son incapaces de fermentar
glucosa por lo general se detectan por las reacciones que
producen al crecer en agar hierro de Kligler (KIA) o agar hierro
tiple azdcar (agar TS1)., Una reaccién de pico de flauta
alcalino/profundidad alcalina (no cambio) en cualquiera de estos
medios indica ausencia de produccién acida y una incapacidad del
microorganismo para fermentar la glucosa y otros hidratos de
carbono presentes en el medio. Esta reaccién sola es suficiente
para excluir un microorganismo de la familia
Enterobactereaceae.(7,8,17,36)

iLa formula del KIA se wmuestra en la tabla 1.3, debe hacerse
notar que la férmula del agar TSI es idéntica excepto por el
agregado de 10 gre. de sacarosa.{7,8,36,39)

Son {importantes algunas observaciénes para el estudio de las
férmulas KIA y TSI. La 1incorporacién de cuatro derivados
proteicos {(extracto de carne, extracto de levadura, proteasa y
proteasa peptona)l hace que los wedios sean nuy ricos
nutricionalmente. La usencia de inhibidores permite al
crecimientoc de todas las especies bacterianas, excepto aquellas
mAs exigentes y anaerobios obligados. Por este motivo estos
waedios pueden usarse sélo cuando se eostudia una especie
bacteriana seleccionada de wuna colonia dnica recuperada en
modios primarios o selectivos.(7}

La concentracién de lactosa y sacarosa es 10 veces superior a la
glucosa. El sulfato ferroso como detector de &cido sulfidrico es
wenos sensible que las otras sales férricas o ferrosas; por ende
puede haber discrepancia en las lecturas de H S entre KIA, TSl y



otros wmedios de prueba. El indicedor rojo de fenol es amarillo
con un pH senor de 6.8. Dado que el pH del wedio no inoculado
esta establilizado en 7.4, cantidedes relativamente pequetias de
productos &cidos dan ocomo resultado un visible cambio de
color.{7,6,36)

tabla 1.3 Agar hierro de Kiigler

Extracto de carne
Extracto de levadura
Peptona

Proteosa peptona
Lactosa

Glucosa

Suifato ferroso
cloruro de sodio
tiosulfato de sodio
agar 12
rojo de fenol

agua destilada hasta completar un litro
pH final 7.4

FuentetKoneman, E. 1992
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La figura 1.5 1{lustra 1los principios quimicos subyacentes
obsevadas en KIA y TSI, El agar se deja que solidifique en pico
de flauta, esta configuracisén da como resultado dos cémaras de
reaccién en el mismo tubo. La porcién pico de flauta expuesta en
toda su superficie al oxigeno atmosférico, es aerobia; la
poreién inferior, denominada profundidad, esta protegida del
aire y es relativamente anaerobia. Cuando se prepara el medio,
@8 jmportante que el pico de flauta y la protundidad tenga igual
longitud, alrededor de 3cm cada uno, de modo que se conserve
esto efecto de doe cémaras.(7)

Los tubos con KIA se inoculan con una asa raecta. La colonia bién
aislada recuperada en una placa de agar se toca con el extremo
de la asa recta, que luego se pica hacia la profundidad del
tubo, hasta llegar a 3 a 5 sm de fondo. La asa se retira de la
profundidad del tubo con un movimiento hacia adelante y hacia
atrads através de la superficie de pico de flauta. Los tubos
inoculados se incuban a 35 C durante 18 a 24 horas.(7,8,17,36)
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FPigura 1.5 Agar hierro de kligler
NO FERMENTADOR

No
termentocidn o -
oH - T4
A
||| il 'I‘[l' |||| Pico de flovia dcido/profundidod bcido
l! il Reaccion iniciol
m !
ACDOS mxvos
Pico de flovia akalino/profundidad écido
Reaccién retordoda
8

M de

En fermentadores que son de r bcidos &

de glucosa o lactosa; no existe ningdn on el mmmwuo ©Omo blump) B llustra una acidifica-

cién Inicial de la profundidad y el ploo de flavta de! medio (lineas verticales) por bacterias quo fermentan

paro el pico ds retomna a un pH alcalino a medida que s forman aminas sicaiinas lE‘ﬂlrdoll rbo-

xilacion oxidativa de péptldos (denvadoa de pvg;{g:sd:n ":l medio) cerca de la superficie. C lusira la completa
dy fias que

Fuente: KONF.MAN, E. 1992



Si el tubo de KIA se inocula con un microorganismo fermentador
de glucosa que no puede utilizar lactosa, sélo puede obtenerse
una cantidad relativamente pequefta de A&cido a partir de Iila
concentracién del 0.1% de glucosa en el wmedio, ya que las
enzimas que utilizan la glucosa estan presentes como
costituyenteos de las bacterias y éstas pueden obtener la mayor
energia por utflizacién del azicar was simple. Al principio
durante las primeras 8 a 12 horas de {incubacién, fncluso esta
cantidad de A4&cido puede ser suficiente para que tanto la
profundidad como el pico de flauta tomen wuna coloracién
amarilla; ya que la wutilizacién de la glucosa se realiza en
forma aerobia sobre la estria, y en la parte terminal de la
columna en anaerébiosis. Sin embargo, en las horas siguientes,
1a degradacién de aminoscidos en la porcién pico de flauta del
tubo, bajo la accién del oxigeno y bacterias comienza a liberar
aminas que rapidamente contrarestan las pequefias cantidad de
&cido. En 18 a 24 horas, todo el.pico de flauta revierte a un pH
alcalino y retoma un color rojo. 8Sin embargo en la profundidad
del tubo la degradacién de aminoAcidos no es suficiente para
contrarestar al aAcido formado y el medio permanece amarillo. Ast
una reaccién de pico de flauta alcalino/profundidad Acida en KIA
to TSI) es un indicador inicial importante de que el
wmicroorganismo no es un termentador de lactosa. Pero para los
fermentadores de lactosa, después de haber agotado la cantidad
limitada de qlucosa comenzara a degradarla, como su
concentracién es diez veces mayor que la glucosa, el
microorganismo encontrard sustrato suficiente para continuar la
formacién de productos finales Acidos dando una reaccién’
alcalina/alcalina.(7,8,36,39)

Muchos microbiélogos prefieren el agar TSI més que el KIA porque
el agregado de sacarosa a la férmula ayuda a evaluar especioe de
Salmoneila y Shigella, puesto que ninguna de éstas utiliza la
lactosa o sacarosa. Por ende cualgufer reaccién acida/acida en
T31 indica que Be ha fermentado lactosa, sacarosa -3
ambas.(7,8,36)

Para detectar sulfuro de hidrégeno, el medio contiene tiosulfato
de sodio como fuente de Atomos de azufre y la sal de sulfato
ferroso como indfcador de la generacién de A&cldo sulfidrico. Es
necesario un medio ambiente Acido para que un microorganfismo
produzca H S8, y por ende debe proporcionarse una fuente de i{ones
H+. Dado que la profundidad de los tubos con KIA y agar TSI se
torna &cido con la fermentacién de glucosa (aumentan los iones
H+), el enegrecimiento a wenudo se ve primero o esta limitado a
a esa zona, en especial con bacterias no ftermentadoras de



lactosa. As! se deduce que una profundidad negra se debe leer
como &cida aun cuando el color awarillo usual est4 oscurecido
por @l precipitado negro. El KIA y el agar TSI son menos
sensibles para 1la deteccién de H S que otros medfos que
contienen hierro, como el medic SIM.{(7)

8f un microorganismo puede excluirse de la familia de las
Enterobacterfaceae sin recurrir a una amplia bateria de pruehas
bioqimicams, sera posible ahorrar una oonciderable cantidad de
tiempo, trabajo y costo. Se aconseja recurrir a KIA o T3I cuando
se sospecha que un aislamiento pertenece a la familia
Enterobacteriaceae.(7,8,)

1.4.2 Beta-galactogidasa y la prueba ONPG

El principio de esta prueba es demostrar la presencia o ausencia
de la enzima beta-galactosidasa utilizando el compuesto organico
ortonitrofenil-beta-D-galactopiranésido, que es un compuesto
estructuralmente similar a la lactosa, excepto en que la glucosa
ha sido remplazada por un grupo ortonitrofenilo. Esta prueba
permite detectar la enzima galactosidasa mucho més rApidamente
que la prueba de fermentacién de lactosa ordinaria. Esto es util
para jdentificar fermentadores de l!a lactosa tardios. La prueba
ONPG no es un sustituto de la determinacién de la fermentacién
de la lactosa porque sélo f:1-] mide la enzima beta-
galactosidasa.(2,3,7,8,11,17,36,40)

1.4.3 Actividad de citocromooxidasas.

La prueba de la oxidasa estA basada en la produccisén bacteriana
de una enzima oxidasa. Esta reaccién de la oxidasa se debe a la
presencia de un oistema citocromooxidasa que activa la oxidacién
del citrocromo ¢ reducido por el oxigonoc molecular, el que a su
vaez actia como aceptor de electrones en la etapa final de
electrones {(fig. 1.6) (1,2,17,36}). Muchos microorganismos
facujtativos carecen de citocromo c¢. Su presencia o ausencia
puede ser detectada por la prueba de la oxidasa, util en el
diagnostico, en que las celulas que contienen la enzima
catalizan ropidamente la oxidacién del N,N,dimetil-p-
fenilendiamina en un producto coloreado.(1,7,36)

Todas las bacterjias aerébicas obtienen s8su energla por la
respiracién, proceso responsable de la oxidacién de diversos
sustratos. El oxtgeno molecular oxida un sustrato con la
intervencién del sistema de trasporte de electrones. El oxigeno
es el aceptor del hidrégeno final, producido a partir del
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peréxido de hidriég . gun la pecie bacteriana y su sistema
enzimbtico.(1,10,18,36)

Fig. 1.8 Trasporte de electrpnes y fosforilacién oxidativa

-2{H}

Substrato Producto oxidad:
Doshidrogenass NAD* NADH+H*
O\_/ ADP + P,
Flavoproteins C
‘Ubiquinona FADH, FAD

7 N\ " C ATP

2 Citocromo &  2Fe

2 Citocromo ¢ 2Fe

2 Citocromo @ = 2 Fe

cnocromo- H %0,¢2H*
oxidasa 20 2

Fuente: Davis, B. 1990

El sistema citocromo sélo se encuentra por lo general en los
organismos aerobios, -] microaeréfilos, Yy anaerobios
facultativos, de modo que la prueba de la oxidasa es importante
para identificar microorganismos que carecen de la enzima o son
anaerobios obligados. Por ello todos los microorganismos que



muestran actividad de citocromnoxidasa se excluyen de la familia
Enterobacteriacea, por lo gque se concidera como prueba
presuntiva para ia identificacién de éasta familia,(2,3,7,17,36)

A menudo se utilizan goteros comerciales para realizar la prueba
debido a su conveniencia. Las recclones de color son claramente
visibles en 10 segundos. Deben usarse asas o alambres de
inoculacién de platino, en lugar de aquellos de acero inoxidable
o niquel-cromo, para transportar bacterias al reactivo de
oxidagsa porque rastros de oxido de hierro en la superfiocie
flameada del acero inoxidable pueden producir reaccione falso-
positivas, mAs habitualmente 86 utitiza tetrametil-p~
fenilenediamina, en lugar dc! derivado dimetilo, porque el
reactivo es mAs estable, mAs sensible y menos téxico.(7)

Los colorantes p-fenilendiaminas son aminas aromaticas
primarias, diamino derivades del benceno. La citocromooxidasa,
en presencia del! oxigeno atmostérico oxida el reactivo
fenilendiamina oxidasa para formar. un compuesto coloreado, el
indofenol.(36)

1.4.4 Reduccion de nitratos.

Todas la Enterobacteriaceae, con excepcidén de ciertos biotipos
de Enterobacter agglomerans y especles de FErwina, reducen
nitratos (NO ) a nitritos t(NO ) y algunas veces a gas nitrégeno
(N ) tiene lugar generalmente en condiciones anaerébicas, en las
cuales un organismo obtiene su oxigeno del nitrato
t2,3,7,8,17,36,39). El1 oxigeno sirve como un ageptor de
hidrégeno, por ejemplo el aceptor final de protones vy
electrones. La mayoria de jas bacterias aerobicas son anaeroblos
facultativoe y solo pueden reducir el nitrato en ausencia de
oxigeno. Esta respiracién anaeréhica {(tabla 1.4) es8 un proceso
de oxidacién por al cual tas sustanclas inorganicas
especialmente nitrato y sulfato o raramente hidrato de carbono
proporcionan oxigeno para que sirva como aceptor de electrones
para suministrar energia. En la reduccién del nitrato los
citocromos bacterianos transportan electrones a moleculas
aceptoras especificas, Gunsalus y Stainer aseguran que hay
pruebas de que el nitrato activa como el oxjidante final en los
sistemas citocromo.(36)

Sin embargo las posibilidades del! producto tinal de reduccién
del nitrato son wmuchas: nitrito (NO ), awoniaco {NH ), nitrogeno
wolecular (N ), éxido nitrico (NO), éxido nitroso (N O0) o
hidroxilamina (R.NH.OH). El producto final de la reduccién que

25



se forme depende de ia especie bacteriana. El wmis comin es
nitrégeno molecular ( un gas) por medio de la reduccién del
nitrito. Estos productos segun las cgondiciones del medio, ya no
son més oxidados o asimilados en el metabolismo celular sino que
se excretan en el medio oir dante. La red ién de nitrato en
gas nitrégeno u éxido nitroso se denomina desnitrificacién.(36)

tabla 1.4 Comparscién de resplracién serébica, respiracién
snaerdbica y fsrmentacién
procese comdic fowes acophr Spo de fou- molculns de
prodzcier e JSiwal de Swdiacid ATP product
de eoergla A b para g dos por mele-
ATP i e ghs-
L)
respiracién aerdbica oxigeno nlvel sustra- 36038
aerébica molecular to y oxidati-
©) Yo
respiracién anaerdblca usualmente nivel variable
anasrébica sustancias sustrato y (2o mis de
inorginicas oxidativo 38 pero més
(NO 50 ¢ de2)
CO ) perono
oxigeno mole-
cular(0)
F i 6bica o nivel 2
anaeréblca sustrato |

%ean respiracién procariéta anaerédbica, 38 moleculas de ATP
son producidas, respiracién eucariéta aersbica, 36 moleculas
de ATP son producidas.

Fuente:Tortora, G. 1992,

Cualquier medio basal que permita el crecimiento del
microorganismo y contenga una concentracién al 0.1% de nitrato
de potasio (KNO ) es adecuado para esta prueba. El caldo de
nitrato y el agar nitrato en un pico de flauta son los medios
mas usados en laboratorios clinicos. Dado que la enzima nitrato
reductasa es activa al mdximo en condiciones anaerébias, se ha
acongsejado el uso de agar semisélido. Los wmedios semisélidos
también aumentan el crecimiento de wmuchas especies bacterianas y
proporcionan el medio ambiente anaerobio necesario. Como rutina
debe agregarse polvo de cinc a todas las reacciones negativas ,
para asegurar que no existen nitratos en el wedio (figura 1.7
Fase 2 ). (T)
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Fig.1.7 Quimica de la accién de los reactivos para leer 1la
prusba de reduccién de nitratos.

fase 1 v
NH,
AN=N
+ + HNOy — + 2 H,0

OWH NH, dcido nitroso 80,H NH,

Acido sulfanflico a-naftilamina #-sulfobenceno-azo-
(incaloro) (incoloro) a-naftilamina
(rajo)
fase2
NN

agente reductor .
+ CH/COOH ot ICHNHNHJ-0SOH

_ BOGH NH,

"""ﬁ.'br'(?ﬁ;"i::w Adido acttico Arilhidracina
o puest
{Compuesto diazoico coloreado) {compuesto colareado)

Fuente:MacFaddin, J, 1990

La mayor parte de los microorganismos capaces de reducir
nitratos lo hacen en 24 horas, algunos pueden reducir cantidades
detectables en 2 horas. La reduccién del nitrato a nitrito esta
indicada por la aparicién de color cuando el nitrito reacciona
gon los reactivos -naftilamina y el acido sulfanilico, . La
reaccién de color resultante (figura 1.7 fase 1} se debe a J)a
formacién de un ocompuesto diazoico 12,3,7,8,17,36). Estos.
reactivos son relativamente inestables de wodo que su actividad .
debe determinarse con intervalos frecuentes por medio de pruebas
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con microorganismos control positivos y negativos. El compuesto
diazonio que se forma a partir de la reaccién del nitrato
reducido y reactivos también es relativamente {nestable y el
color tiende a desaparecer; por ende, deben efectuarse lecturas
tempranas después de agregar el &cido sulfanilico.(7,36)

1.4.5 Produccién de Indol

El indol es uno de los productos de la degradacién metabédlica
del aminoAcido Triptéfano. La enzima triptofanasa cataliza la
reaccisén de desaminacién, atacando la wmolécula triptofano
solamente on su cadena lateral y dejando intacto el anillo
aromético en la forma de Indol (2,3,7,17,32). La degradacién del
triptéfano libera Indol, &cido pirdvico, amoniaco y energia (tig
1.,8). El {ndol puede detectarse con un wmedio de prueba con
triftéfano observando la aparicién de color rojo luego de
agregar una solucién que contigne p-dimetilaminobenzaldehido ¢
reactivo de Ehrlich o Kovacs). La figura 1.9 esquématiza la
reaccién,.12,3,7,17,36)

Fig. 1.8 Degradacién del triptéfano

4

-CHy—CH—COON [ -
] | + C¢i,—C—Coon 4 NH,
NH, \

“Triptafanas 1}

_ H,0
Latriptotano |)‘.,_‘.,,‘.i"mi,'.“ tndal Auidupin‘n'im Amonfue

Fig. 1.9 Reaccidén del Indol con el reactivo de kovacs

HO
HQ
+ .
Cm——'l Color rojo violsoto
por calentamiento
NCH,),
Dimetilamino-
nzaldebido - Indol

Fuente: MacFaddin, J. 1990
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1.4.6 Rojo de Metilo (RM)

El piruvato formado a partir de la fermentacién de glucosa es
wmotabol fzado por dos vias alternas tacidos wixtos Y
butilenglicol). En la figura 1.3 se {ilustran estas dos vias
alternas. Las bacterias que primariamente siguen 1la via de
fermentacién de acidos mixtos a wmenudo producen suficiente acido
como para mantener un pH por debajo de 4.4, el punto acido
linite del indicador rojo de metilo. Las diferentes formas de
tfermentacién se deben a variaciones en las enzimas vinculadas
con @l wetabolismo del &cido pirudvico que se encuentran en el
organismo.(2,3,7,8,17,36,39)

1.4.7 Prueba de Voges-Proskauer (VP)

Como ya se habia mencionado anteriormente el Ac. piruvico puede
ser metabolizado por dos vias alternas (fig 1.3}, Cuando el
piruvico es transformado a acetil-metil-carbinol (acetoina}) esta
@8 converida en diacetil por accién del KOH y oxigeno
atmostreérico, el diacetil es convertido en un complejo rojo bajo
la accién catalitica del alfa-naftol. Las bacterlas que utilizan
esta via, producen eédlo pequetias cantidades de Acidos mixtos que
pueden ser insuficientes para disminuir el pH del medio de rojo
de metilo lo bastante como para producir un cambio de color. Por
este motivo, Muchas de las especies de Enterobacteriacese que
son Voges-Proskauver-positivas, con pocas excepciones, son rojo
de metilo-negativas y viceversa.(2,3,7,8,17,36,39)

1.4.8 Utilizacién de citrato

El principio de esta prueba es determinar la ocapacidad de un
microorganismo de utilizar citrato de sodio como unica fuente de
carbono para metabol {smo Y creclmlento, provocando
alcalinidad.(2,3,7,8,17,36,39)

Normalmente, el metabolismo del clitrato comprende una
condensacién de acetilo con la coenzima A y oxalacetato para
entrar on el ciclo de Krebs, El metabolismo del citrato por la
mayoria de las bacterias es rApido a través del ciclo del acide
tricarboxilico o @l ciclo de fermentacién del citrato. En las
bacterias, el desdoblamiento del citrato comprende un sistemsa
enzimético min la intervencién de la coenzima A. Esta enzima se
denomina citratasa {(citrato oxalacetato-liasa) 4]
citratodesmolasa (36). La enzima requiere un catién bivalente
para su actividad, que es suaninistrado por el magnesio o
manganeso. (36) :
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Para esta prueba se usa Citrato de Simmons en tubos con agar
inclinado. Se siembra un pequefioc inéculo de una colonia de
crecimiento de microorganismo a estudiar en la superticie del
pico de flauta, si el inéculo es demasiado grande, compuestos
orgéAnicos preformados dentro de la pared cejular de bacterias
que estan muriendo pueden liberar suficiente carbono y nitrégeno
para dar un resultado falso-positivo. Cuando se inocula una
serie de tubos de wmedios _de cultivo diferenciales con un
microorganismo desconocido es importante sembrar primero el
medio con citrato para prevenir el arrastre de proteinas o
hidratos de carbono de los otros sedfios.{(7,8,36)

La aparicién de color azul, se utiliza como indicador azul de
bromotimol, en el medico de prueba después de 24 horas de
incubacién a 35 C indica la presencia de productos alcalinos y
un resultado positivo de la prueba de utilizacién de citratos.
84 se utiliza carbonoc a partir de citato de sodio, tembién ee
oxtrae nitrogeno del fosfato de amonio contenido en el medio
liberandose amoniaco. En ocasiones se detecta un crecimiento
vieible a lo largo de la linea de siembra antes de la aparicisn
del color azul. Este crecimiento visible también {ndica un
resultado positivo. Malonato, acetato y wmucato son otros
radicales aniénicos cominmente wusados para deteruinar la
capacidad de ias bacterias de utilizar estos compuestos simples
como una fuente de carbono.(7)

1.4.9 Produccion de ureasa

Los organismos que poseen la enzfma wureasa hidrolizan urea,
liberan amoniaco y producen un cambio de color rojo-rosado en un
medio que contiene rojo de fenol como indicador de pH.
2,3,7,8,17,36,39)

El sustrato urea es una diamina del &acido carbénico, a la que
frecuentemente se menciona como carbamida {RCO-NH Y, son
rapidamente hidrolizadas. La hidrélisis de la urea es catalizada
por una enzima especifica, la ureasa, para dar dos wmoleculas de
amonjacotNH ). En solucién la urea se hidroliza, dando carbonato
de amonio como producto final (fig 1.10).(36)

La ureasa es una i{mportante enziwa microbiana vinculada con la
descomposicién de los compuestos organicos. Las enzimas
bacterianas se clasifican en constitutivas o adaptativas. Una
enzima adaptativa o inducida es aquella que es producida por una
bacteria solamente cuando se encuentra presente un sustrato
especifico. La ureasa es considerada una enzima constitutiva
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dado que es sintetizada por varias bacterias =in tener en cuenta
la presencia o ausencia de su sustrato, la urea.(36)

rig. 1.10 Hldrdllnll de la urea

-+
"\-f..o + 2HOH LI o 4 HO + 2 NH, =% (NHWCO,

N
o idri A (aco  Catbenato
Yiea A""l .d"'?‘f" monia de smoni

Fuente: MacFaddin, J. 1990

Se utfiliza el caldo con urea de Stuart y el agar con urea de
Christensen. Ambos medios estan amortiguados c¢on sales de
fosfato con un pH de 6.8, el agar urea de Christensen esta menos
amortiguado que el caldo Stuart lo que permite la deteccién de
menores cantidades de amoniaco para aquellos microorganismos que
producen menos ureasa. Se utiliza como indicador el rojo de
fenol en ambos medios. Una prueba positiva para el caldo de urea
Stuart se detecta con el vire de color a rojo rosado intenso en
todo el caldo, y negativa sin cambio de color tamarillo
anaranjado)., Para la urea de Christensen la reaccién positiva se
lee cuando se presenta un color rojo rosado intense (rojo
violaAceo) en el pico de flauta, el color puede penetrar en el
agar, y negativa cuando no hay cambio de color (color de ante a
amarillo palido). (7,8,36}

1.4.10 Descarboxilasas

Muchas especies de Dbacterias poseen enzimas capaces de
descarboxilar aminoAcidos especificos en el wmedio de prueha,
liberando aminas y diéxido de carbono, dando una reaceién
alcalina que provoca un cambio de color en el indicador de
pH.(2,3.7,8,17,36,39) .
La descarboxilacién es el proceso por el cudl las bacterias que
posesn enzimas descarboxilasas especificas son capaces de atacar
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a los aminoAcidos en su grupo carboxilo (-COOH), dando una u-lnn
o una diamina y anhidrido carbénico {fig 1.11)

Fig. 1.11 Descarboxilacién de un aminocécido.

'R--CH-““;—COOH-. R-~CHy—NH; +CO,
Aminsicido Ampn \nhidrichs carbonicn

Fuente: MacFaddin, J. 1990

Lag enzimas descarboxilasa son numerosas y cada una o
especifica para un sustrato determinado, las tres
descarboxilasas importantes utilizadas para la 1identificacién
bacteriana son lisina, ornitina y arginina. Se puede utilizar el
agar—hjerro-lisina {(LIA), agar semisSlido-indol-ornitina (M10},
Caldo de Moeller o caldo con lisina de Falkow.{36)

Estas descarboxilasas son enziwmas adaptativas o inducidas, son
formadas en presencia de un sustrato especifico, y los productos
de la descarboxilacién provocan una desviacién del pH hacia la
alcalinidad. La descarboxilacién esta limitada a aquellos
aminoAcidos que poseen por lo menos un grupo quimicamente activo
que no sea una amina (-NH } o un grupo carboxilo (-COOH) y la
descomposicién de los aminoAcidos se produce anaerébicamente. El
proceso de descarboxilacién es {irreversihle, no oxidativo, y
requiere una coenzima comin, @l tosfato de piridoxal.(36)

El aminocAcido L-1isina sufre 1a descarboxilacién para dar
cadaverina (una diamina) y anhidrido carbénico por accién de la
enzima especifica lisina-descarboxilasa (fig 1.12).(36)

El aminoadcido L-ornfitina es descarboxilado por la enzima
ornitina-descarhox{lasa para dar la diamina putrescina vy
anhidrido carbénico (fig. 1.13). (36)

t.a cadaverina c¢omo la putrecina son estables cuando son
producidas en condiciones anaerébicas. Se cultiva la bacteria
estudiada en anaerébiosis recubriendo la superficie del medio
con paratina o vaselina. Con el sellado de los tubos todo el
oxigeno no combinado es consumido por el organismo presente
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durante la fase de crecimiento inicial y durante Iia
descarboxilacién el pH del medio aumenta (hacia la alcalinidad}
a sedida que se produce anhidrido oarbénico. Como el pH puede
ser controlado, es posible incorporar un indicador de pH, ya sea
pirpura de bromocresol y/o rojo de cresol, en el medio que
contiene el aminoacido.(36)

Pig. 1.12 Descarboxilacién de L-lisina.

NH, NH,

iy én,

«l:"l)‘ d«lajr‘l;::;lln C"n " 4+ oo,
(lzu o (l".n.

NH, NH,

oon

L-Lisina Cadaverina (diamina)

Pig, 1.13 Dewoarboxilucidn deo L-Ornitina.

N“‘ “!-'N".
Ornitina-
(CHy)y a.a,gmih,, CH), + ooy
H—NH, H,—NH,
COOH
1-Ornitina Putrescina (diamina)

Fuente: MacFaddin, J. 1990
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Fig. 1.14 Catabolismo de L-arginina

Sistema de la argininadecarboxitasa

Reacciin general

lns'll
*NH,
.lu Decarbaitachin i:' Nth .
| ——————— C'Hsh + 00y
{CH,)\
| CHy—NH,
(I:ﬂ—.\'"-
COOH
-Arghing Putrescins (diamina)
Sistema total
Al
boAmginia SEConlent o rina + OOy
wreohidrmizes)
[ 1
Puirescina + Ures NH,
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|
$NH, + CO: Purecina
+
€Oy
+
3 NH,
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E:: NH NH, CH.—NH,
Hs - &75 — CHL = CH), + 00,
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H—NH, —NH,
H H
err‘in_hl L-Clarulina LOmiina  Putrescing (dlaming)
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LrArginine ——opigras e Ombina 4+  Ures
' ‘i ducseriagy Oram
Arginina dehidrolass .
(Arginina ‘:iﬂhﬂ INH, + CO
L&idh' + NH,
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Fuente: MacFaddin, J. 1990



El aminoAcido L-arginina es catabolizado a través de dos
sistemas que pueden ocurrir simultanéa o separadamente (fig.
1.34). Estos dos caminose son el sistema de la arginina-
dehidrolasa y el sistema arginina descarboxilasa. Cuando el
desvio del fndicador del pH hacia la alcalinidad es rapido y
enérgetico, ello indica que el catabolismo de la L-arginina se
debié al sistewa de la arginina-dehidrolasa. Un desvio de pH mas
lento o mAs débi! sin formacién de amontaco se produce cuando la
L-arginina es degradada solamente por e] sistema de la asrginina
descarbox{lasa.(36)

Para la interpretacién de resultados cualquier aminoadcido da los
mismoa resultados en color; prusba positiva: purpura turbio a un
purpura amarillento apagado (producido por la cadaverina},
Prueba negativa: color amarillo claro y brillante isolamente por
la fermentacién de glucosa).(36)

1.4.11 Produccion de fenilalanina deaminasa

Esta prueba determina la capacidad de un organismo de desaminar
la fenilalanina en 4clido fenilpirdvico por la actividad
enzimatica de la deaminasa {2,3,7,68,17,36,39). El medio
utilizado para determinar 1la finflalanina desaminasa es el
medio de fenilalanina, la aparicién de up color verde luego del
agregado del reactivo de cloruro férrico indica la presencia de
esta enzima (7,36). Como la finilalanina eata desaminada el
color  producido como consecuencia del agregado de ocloruro
ferrico al 10% se debe a la formacién de un cétoacido, el &cido
fenilpirdivico.(36)

El awminoAcido aromatico fenilalanina sufre la desaminacién
oxidativa catalizada por un aminoacida oxidasa, una
flavoproteina para producir el &cido ceténico, acido
fenilpiruvico. La desaminacién oxidativa da cowmo resultado 1la
extraceién del grupo amino (NH ) el aminoaAcido para formar un
doble enlace ~-cetoacido y libre de amoniaco (NH ). Es éste un
proceso en dos etapas; en un principio es, extraido el hidrégeno
dando un iminocdcido y el hidrégenc se combina con el oxigeno
para formar agua, luego el {minocdAcido es hidrolizado en un
cetobcido (fig. 1.15) (36)

La fenilalanina es desaminada a Acldo fenilpirdvico el que 1luego
es reducido a Acido fenilactico mediante incubacidén. Este ultiwmo
puede ser reconvertido en fenilalanina, con lo que el ciclo de
la desaminacién vuelve a repetirse. Una pequetia cantidad de
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scidofenilpirivico es suceptible de ser descarboxilado a acido
fenilacético, el cukl también puede ser reconvertido en
fenilalanina.(36)

Fig. 1.15 La desaminacién de fenilalanina.

Desaminacidn oxldativd,
l—?—COOH —"-w'——.u—g—ooon + NH; + Energa

NH,
Aminaddda Acido cetsnico
Reaccién neta:
CH,—C’!H ~COOH ) Hy—C—COOH
X ™
+ —
20 flavoprateina + N,
Fenilalanina Acido Amonlaco
fenilpirivirn
Reronvertido
[ CH,CHOHCOOH
Acido fenithticn
redueiin
H.—?H—O(m“ CH.--(I‘—COOH
KH, desaminaciin o
= i1
Lfenillanina Acida fenilpinisicia
(PA) (PPA)
devarboxitachy
CH000H
Reconvenidn . . A
Keido fenitacétion Fuente: MacFaddin 1930
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1.4.12 Produccion de Sulfuro de Hidroganc;

La capacidad de clertas especies bacterianas de liberar azufre
de aminoécidos u otros compuestos que contengan azufre es una
caracteristica importante para su identificacién
(2,3,7,8,17,36). Para realizar la prueba es necesarioc que el
medio contenga una fuente de azufre como cisteina, wetionina o
tiosulfato de sodio, el azufre es liberado en forma de Acido
sulfidrico que es un gas incoloro por medio de un sistama
enzimédtico productor de H S. El gas es detectado al reaccionar
con el hiferro o plomo, presentes en el wmedio, formando un
precipitado negro. la sensibilidad para detectar acido
sulfidrico varia dependiendo de la sal de hierro o plomo que se
use, los medios que contienen acetato de plomo son los wés
sensibles para las mAs pequeflas cantidades de (H S) Los medios
de prueba més utilizados se muestran en la tabla 1.5. (7,8,36)

tabla 1.5 Medio para 1s deteccién de hcldo sufidrico

anlcar
Agsracetato de plomo

tosulfato de sodlo

Maedios Fuente de mmufre Indicador de HS

Sultlto de blamuto peptonas mis sulfito sulfato ferroso

Agar-citr fat 1osulfato de sodlo cltrato ferricoy
amonio

Agsr desoxicolato- peptonas eltrato térrico

citrato

Agar-lisina-hierro tiosulfsto de sodio citrato férrico y
amonio

Agar-hierro de tlosulfato de sodlo sulfato ferroso

Kligler

Agar-hierro-triple tiosulfato de sadlo sulfsto ferroso

acetsto de plomo

Agar Salwowe lia- tiosulfato de sodio citrato férrico

Shigelia

Maedio SIM tiosulfato de sodlo Hierro peptonizudo

AgarXLD oHE tiosulfato de sodlo cltrato férricoy
amonlo,

Fuente:Koneman, E. 1992

1.4.13 Motilidad

Esta prueba determina s8i un organismo es mévil o inmovil,

motilidad bacteriana es

1

importante para la

identificacién

la
de



especie (2,3,7,8,17,36). Las bacterias se uueven por medio de
flagelos, cuyo numero y ubicacién varian entre las diferentes
especies. La motilidad bacteriana puede observarse directamente
colocando una gota de caldo de cultivo en un portaobjetos y
observarla directamente sl microscopio. Se disponen de cémaras
para gotas pendientes de modo que el preparado pueda verse con
mayor aumento sin peligro de introducir los objetivos en la
gota. Estds técnica se usa sobre tado para detectar la wmotilidad
de ecspecies bacterianas que no crecen bien en agar semisélido.
Sin embargo, las Enterobacteriacea crecen bien y es wmas comun
que se empleen tubos con wmedio semiedlido que contienen
concentraciones de agar del 0.4% o wmenos. Los medios combinados
SIM o MIO se utilizan mucho porque puode evaluarse wds de una
caracteristica en el miemo tubo. La prueba es positiva cuando
los organismos migran de la linea de siembra y se difunden en
forma radial en el medio, provocando una tubliedad. (7,36)

Se ha aconsejado el uso de sales de tretrazolio en el medio como
ayuda para la deteccién visual de crecimiento bacteriano. Las
sales de tetrazolio son incoloras, pero son convertidas en
complejos de formazén rojo e insolubles por las propiedades
reductoras de las bacterfas en crecimiento. En un medio de
prueba de motilidad con tetrazolio, la aparicién de color roljo
ayuda a rastrear la diseminacién de bacterias desde la linea de
inéculacién. Sin embargo, estas sales pueden inhibir a clertas
bacterias exigentes y no pueden usarse en todos los casos.(7}

La motjilidad bacteriana puede variar con la temperatura de
incubacién, muchas especies moviles pueden detectarse a 35 C;
ein embargo, la Yersinia enterocoilitica, en la cuAl las
proteinas flagelares se desarrollan mas rapidamente con
temperaturas més bajas, es mévil a 22 C (temperatura amhiente).
Algunas como Pseudomona &aeruginosa, crecen bién sélo en
presencia de oxigeno, producen una pelicula que se disemina en
la superficie de agar para motilidad vy no mwmuestra el
caracteristico abanico a partir de la linea de {inoculacién
porque no crece en la parte mAds profunda deficiente en oxigeno
del tubo.(36,7)

1.5 Diagramas sgecuenciales para la identificacidn do
Enterobacteriacaa.

Hay reportadas una gran variedad de diagramas secuenciales para

facilitar la identificacién de Enterobacteriaceas, todos ellos
rastrean una serie de puntos de ramificacién positivos y

as
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SECTION §. FACIATATIVELY ANAEROBIC GRAM-HEGATIVE RODS
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negativos en un algoritwo dicétomico (4,6~8,10,36). Asil es como
se tienen wuna gran variedad de baterias (primarias y
secundarias, rapidas, etc), de pruebas bioqimicas para
diferenciar todas las Enterobacteriaceae.(2,7,8,13,17,39)

Se podré& ohservar una gimilitud entre todas ellas puesto que el
fin es la {identificacién de Enterobacteriaceas. Los resultados
de estas baterias se encuentran reportados en tablas y estan
basados en pruebas convencionales (tabla 1.6). Los resultados
obtenidos con las pruebas 1individuales que se realizan como
parte de un microsistema de identificacién o de un sistema de
identificacién bioquimica automatizado no pueden ser comparados
con los resultados obtenidos con los metodos convencionales. Las
identificaciones obtenidas mediante microsistemas estan basados
en patrones generados por el sistema completo y no en los
resultados de las pruebas individuales. (8)

Con el advenimiento de {nstrumentos automatizados y sistemas de
identificacién que se basan en analisis computarizados de las
diversas reacciones de las caracteristicas a evaluar, hoy en dia
los diagramas secuenciales se usan con menor fecuencia en los
laboratorios clinfcos.(7)

La ventaja de el uso de baterias es que es frlexible de acuerdo
al las necesidades y recursos del laboratorio (7). 381 Jja
funcién principal de éste es la identificacién de organismos
cavsantes de enfermedades infecciosas, y estos han sido
clasificados previamente por los taxonomistas estudiando todas
sus caracteristicas posibles sin escatimar costo y tiempo. En
contraste, la utflidad del laboratorio clinico es la
identificacién de aislamientos clinicos lo wmas rapido posible y
a un costo razonsble. Es por eso que debe usarsee un minimo de
pruebas diagésticas sin afectar 1la calidad del diagnostico,
seleccionando las pruebas bioquimicas claves para economizar
tiempo y dinero.t4)

1.6 Estrategias para la reduccidén de costos en ol
laboratorio de microbiologia.

El aumento de costos del cuidado médico ha sido causa de mucho
intéres en los ultimos aNos. El grado de incremento de los
costos ha excedido el grado de inflacién. Por ello ha tenido que
intervenir el estado, para controlar estos aumentos
especificamnete por interferencia gubernamental a partir de 1983
{8,41). Para ello se implementaron los grupos de dfiagnéstice
relacionados (Diagnosis Related Grups, DRG) para muchos
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hospitales en los Estados Unidos. El} aistema DRG, establecipo
oficfalmente para detener el constante incremento de la atencipn
médica por Medicare, asignan a Jlos hospitales un reembolso ppr
costos bassndose esobre todo en el diagnéstico principal dpl
paciente y no en el costo de la atencién médica generado por @l
paciente.(8,16,41). Es obvio que mantener los costos tan bajps
como s&ea posible constituyen una ventaja finaciera para el
hospital.(8)

El laboratorio microbiélogico es impactado por esta reduccién de
presupucsto. Por muchos afios el laboratorio tenia, entre otras
funciones, transladar nuevos desarrollos en ciencias biomedichs
para el Dbeneficio del cufdado del paciente, el avance
tecnolégico en instrumentacién que proporcioné exactitud,
presicién y rapidez en la obtencién de resultados. Esto prodrja
marcar el fin de una era de crecimiento del laboratorio cilinipgo
41,

El desat'io que enfrentan los microbiélogos que actuan sobre
bases hospitalarias, asi como los que trabajan en laboratorios
de referencia, es sequir proporcionando raesultados de calidad | a
bajo costo (42)., La 1industria también ha respodido con 23
aumento de sus estuerzos para desarrollar nuevos métodos rapidos
y formas novedosas de aplicacién de la tecnologia reciente wun
beneticio de la microbhiologia.(8)

Durante los ditimos afios se han introducido diversas
modificaciones a las pruebas bloquimicas convencionales para
facilitar la inoculacién de los medios, disminuir el tiempo de
inoculacién, automatizar el procedimiento o sistematizar a
ceterminacién de la especie segun las reacciones obtenidasi2}).
Todas eéstas modificaciones han buscado brindar un servicio
raApldo, confiable y aconémico al paciente. Algunas de estas
modificaciones se enlistaran mas adelante.(7,8)

1.6.1 Reduccién de costos
El conocimiento de los costos reales de los procedimientos
empleados en el laboratorio de microbiologia y la informacidén
acerca del presupuesto asignado para el funcionamiento son
escenciales para que 1los Jlaboratorios puedan controlar sus
costos y rendimientos.(8,16,41)

1.6.1.1 Bducacién
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El wédico es el principal responsabie de Jla atencién del
pacliente; todos Jos procedimientos que generan costos se
originan de ios pedidos de andlisis de los meédicos. E! primer
desafio que enfrentan los microbibdlogos es el de educar a los
médicos para que utfilicen en forma apropiada los servicios del
laboratorio de microbiologia.(8,42,43)

Una adecuada recoleccién y trasporte de wmuestra es de suma
importancia en la reduccién de costos.(8,44)

1.6.1.2 Limitacién en el numero de pruebae.

Los laboratorios pueden reducir el numero de pruebas de diversas
maneras sin disminuir la calidad de ia atencién del paciaente
{8,42,44,45). Toda {dentificacién microbiana que exceda al
diagnéstico, pronéstico o requerimiento terapeutico es de poco
valor clinfco (43). Debe evitarse el cultivo de materiales si
la coloracién de gram u otro examen visual directo proporciona
sutficiente informacién para el diagnoestico (8,35,42). También
pueden ser reducidas el numero de placas primarias que se
inoculan usualmente con el material clinfco. Los ocultivos de
heces pueden sembrarse en dos medios selectivos y diferenciales.
(6,42)

1.6.2 Rapidez en los resultados de pruebas de
identiticacion

Una vez que se ha obtenido el desarrollo microbiano pueden
enplearse diversos métodos pars obtener los resultados de
identificacién con mayor prontitud. La medida més etrectiva en
funcién del costo que dispone el microblologo es la
identificacién presuntiva de las bacterias sobre 1la base de
mortologia colonfal y simples ensayos bioquimicos a 1a gota.
Para la {identificacién de especie hoy en dis existen muchas
varfantes de las pruebas bicquimicas convencionales. (8)

1.6.2.1 Sigstemas modificados de pruabas hioquimicas
convencionales que emplean volumenes pequefioa. Es posible
obtener resultados was rapidamente mediante diversos wmeétodos
convencionales si se emplea un volumen pequefio con un insdculo
abundante. Muchas pruebas, entre ellas la hidrélisis del
hipurato, reduccfén de nitratos, produccisn de ureasa,
descarboxiiaciones y deaminaciones han sido wmodificadas para
obtener resultados raApidos. En estas pruebas se inoculan
volumenes pequelos de wedio con una suspensién concentrada de
microorganismos en estudio. Key Scientific Products fué uno de
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los primeros provedores de sustratos individuales. En el sistema
Key se agregan pequefias tabletas comprimidas que pueden
conservarse a temperatura ambiente y que se agregan a pequehos
volumenes de agua, segun se necesite, para preparar el sustrato
correspondiente a una reaccién especifica. Estas pruebas en
pequefio volumen, con sustratos aislados, son extremadamente
dtiles para diferenciar dos especies sewmejantes que ditrieren
sélo en una caracteristica o para descartar un microorganismo
caracterizado por un unico parémetro. Tambien se han adaptado
otras pruebas para la determinacién rapida con reactivos en
papel de filtro.(7,8)

1.6.2.2 Sistoma multipruesbas. El efstema multiprueba mée
sencillo consiste en un formato de tipo convencional que con una
fnoculacién puede proporcionar més de un resultado. Con Iia
combinacién de los reactantes, por ejemplo, un sustrato puede
ser usado para determinar indol y nitrato; {indol y wovilidad,
indol y ornitina u otras combinaciones.{(7,8)

En los sistemas comerciales multipruebas de identificacién
rapida, los wmedios para las reacciones bioquimicas
convencionales se han fraccionado en pequefios voldmenes y
envasado de modo que pueden ser inoculados ftacilmente con una
sola manipulacisn. Cuando se emplean en combinacién con una base
de datos generada por computadora, los modelos bioquimicos
obtenidos pueden ser usados para predecir la 1identificacién de
la especie con mayor precisién que la obtenida cuando se emplean
métodos convencionales con unos cuantos parametros. Losa
tabricantes de MicroScan y Micromedia systems producen los
medios convencionales en placa para microdilucién (polfcubetas)
que se envian al usuvario congeladas, las que se mantienen de
esta forma hasta el momento de su uso en el que se descongelan e
inoculon. Estos sistemas requieren una incubacién durante toda
la noche como los sistemas convencionales. Tambien es necesario
el agregado de reactivos para la demostracién de los productos
finales de las reacciones.(7,8)

El sistema Sceptor (BBL, Microbiology Systems) también esta
basado en un ordenamiento de policubetss, pero los sustratos
estdn deshidratados en las placas y son rehidratados con una
suspensién del organismo al inocuisrlos. El sistema Minitek
(BBL, Microbiology Systems) se presenta como una serie de
microcaldos que permite al usuario determinar las reaciones que
requiere realizar wmediante el agregado de discos de papel filtro
impregnados con el sustrato apropiado para las policubetas con
el caldo. Muchos grupos de Dbacterias, entre ellos las
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Enterobacterias, pueden ser estudiados en el versitil sistema
Minitek. Si se emplean indculos abundantes, pueden obtenerse los
resul tados dentro de las cuatro horas.(7,8)

El APl 20E para la identificacién de bacilos gram negativos
{Analytab Products) incorpora reactivos desecados en cavidades
plésticas dentro de las cuales se coloca una suspensién del
organismo en estudio. Con un inéculo abundante los resultados
pueden leerse en algunos casos después de 4-6 horas de
incubacién,.(6-8,13)

El sistema API RapidE para enterobacterias (Analytab Products)
emplea el mismo formato aunque se han incorporado diversos
sustratos cromogénicos como reactantes para permitir resultados
més rapidos. Los sistemas APl cuentan con una base de datos
generada por computadora que incorporis los resultados de 21
pruebas {incluyendo las reacciones para oxidasa que se realiza
separadamente), el uso del sistema API para la identificacién de
Enterobacterias ha facilitado el reconocimiento de varias
especies nuevas y ha permitido que los Ilaboratorios designaran
las especies en forma més precisa (basadndose en el blotipo) de
lo que era posible anteriormente, en funcién de la relacién
costo-eficliencia.(7,8)

En otros sistemas se encuentran formas novedosas para {a
presentacién de los wedios. En el Enterotube 1II {Roche
Diagnosticas) los medios estan contenidos en un tubo grande, Se
toma una colonia en e]l extremo de una aguja para inoculacién
largqa que se introduce en el tubo de pléstico a través de una
serie de compartimientos de agar que contienen los distintos
sustratos. El Enteric~Tek (Flow Laboratories) emplea medios que
contienen los sustratos en cavidades con forma de cufins radiales
sobre una placa circular de plastico., Los sustratos incorporados
en placas de agar permiten probar varias bacterias
simultdneamente con una buena relacién costo-efectividad (Catha
Replicans Il System, MCT Dfagnostics).(7,8,13}

En los ultimos afios varios de los sistemas multipruebas han sido
adaptados para obtener los resultados mas raplidamente; con
frecuencia, sin necesidad de incubacién de un dia para el otro.
El sistema Micro-ID (General Diagnostics} fue uno de los
primeros en aplicar el principio de gue las enzimas bacterianas
pueden actuar en ausencia de un crecimiento o multiplicacién
real de un qermen. La deteccién de enzimas preformadas se basa
en la inoculacién de soluciones que contienen el sustrato con
una suspensién muy concentrada de microorganismos (1 x 10
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bacterias por ml). En este volumen de microorganismos habra
suficiente cantidad de enzima para que se produzca la reaccién
con el sustrato, aunque los microorganismos ya&a no esten
viables.(7,8,13)

El sistema Micro-ID emplea diversos sustratos que detectan
enzimas preformadas, ademés de las pruebas convencionales par al
{identificacisn de Enterobacterias. La suspensisdn del
microorganismos es {inoculada "en cavidades de una policubeta de
plastico, se incuba y 1luego se inclina para wmezclar los
reactivos que se encuentran en wuna cémara separada con ia
suspensién. Pueden obtenerse los resultados después de 4 horas
de incubacién. Las pruebas de este tipo proporcionan los
resultados después de pocas horas de incubacién en vez de la
incubacién de un dia para el otro exigida por muchos métodos
convencionales. (7,8,13)

Los sistemas para pruebas bioquimicas también pueden utilizar
sustratos coromogénicos. Las enzimas actian sobre estos sustratos
al formar productos coloreados, siendo innecesario un sistema
indicador adicional., (7,8) °

Los sistemas que incluyen en 1la misma placa pruebas de
sensibilidad asi{ como parametros de identificacién t(incluyendo
los producidos por American MicroScan y MicroMedia Systems)
deben ser incubados durante la noche para obtener e! grado de
desarrollo suficiente para obtener resultados precisos.(7,8)

1.6.2.3 Sistemas sutomatizados para identificacion
microbiana. Algunos sistemas gque utiltizan wuna placa para
microdilucién han sido automatizados para permitir una lectura
de los resultados totalmente automatica o parcialmente manual.
Los sistemas MicroScan (American MicroScan) y Sceptor (BBL,
Microbfology Systems) emplean lectores gue se conenctan con el
sistema de base de datos para identificacién por
computacién.(7,8,13)

El elatema Sceptor incluye un dispositivo de 1lenado
automatizado, para rehidratar las cavidades con la suspensién
del organismo en estudio. Los sistemas compatibles con APl
(UnfScept y Aladin, Analytab Products) tambien incorporan un
lector automdtico que se conecta con su extensa bLase de
datos.{(7,8,13)



El Autobac IDX (General Diagnostics) fue uno de los primeros
sistemas automatizados para wmedir eensibilidad y ha sido
wmodificado para proporcionar también i{dentificacién
bacteriana.(7,8,13)

Los microorganismos eon {noculados en cubetas plasticas que
contienen diversas sustancias inhibidoras. Luego de 3 a 6 horas
de incubacién la identificacion del microorganismo en
determinada por su patrén de crecimiento en presencia de los
diferentes agentes antibacterianos, medido por fotometria de
dispersién. El1 AutoMicrobic System (Vitek Systems) determiana
por turbidimetria el crecimiento de la cepa en estudio dentro de
cavidades wuy pequeNas que contienen el sustrato, sobre una
tarjeta de pléstico. Una vez que el sistema ha sido inoculado,
@]l instrumento realiza todas las lecturas sin ayuda del
operador; los resultados esté&n disponibles luego de 4 a 6 horas
de incubacién. El sistema Avantage (Abbott Laboratories) emplea
un cartucho de plastico con un cierto numero de cavidades que
contienen sustratos liofilizados, qu¢ son inoculados manualmente
en una sola operacién. El instrumento controla la turbidez en
funcién del tiempo y da los resultados sobre la bhase de patrones
cinéticos de desarrollo y metabolismo. Pueden obtenerse
carcuchos {ndependientes para la deterwinacién de levaduras,
bacilos gramnegativos no termentadores y Enterobacterias.(17,8)

1.6.2.4 Sistema de base de datos por computacioén. Los
principios que rundamentan los eistemas de base de datos por
computacién para la fdentificacién de especies son sencillos. El
primer paso para desarrollar una base de datos es acumular un
gran numero de wmicroorganismos de especies conocidas. Cada cepa
se somete a Dbaterias idénticas de pruebas bioquimicas y
enzimaticas. Las reacciones se registran como positivas (+) o
negativas (-) y los resultados acumulativos de cada prueba se
expresan en el porcentalje de cada género o especle que posee esa
caracteristica. Luego se estudia un microorganismo desconocido X
frente a los mismos sustratos. Los resultados de las pruebas con
las cepas conocidas se convierten en porcentaje de probabilidad
de que la cepa desconocida sea un miembro de unc de los generos
conocidos basé&ndose en el resultade de cada prueba por
separado.(7,8,13)

Finalmente se wmultiplican Jlas probabilidades {individuales del
micoroorganismo estudiado para chtener una probabilidad calculada
para X, con respecto a uno u otro género. Cuantoe méas organismos
estén incluidos en la base de datos wids precisa sera la
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designacién del género o especie. Todos IJlos proveedores
comerciales de sistemas de pruehas biogquimicas por
multicomponentes proporcionan a sus clientes una computadora, un
libro de cédigo derivado de la computadora o acceso a un centro
de consulta telefénica para comparar 1los perfiles de las
especies.(7,13)

" Exfsten una gran variedad de sistemas comerclales para la
jdentiticacién rapida de aicroorganismos. Hay sistemas
multipruebas y sistemas semiautomatfzados y automatizados.i2) Si
bien los sisteomas proporcionan resultados de 4 h o 18-24 h de
inoculacién con un alto grado de especificidad tienen ciertas
desventajas como un alto costo, reentrenamiento del personal y
poca flexibilidad de wuso, por lo que no son ampliamente
utilizados en los laboratorios de Microbiologia.(7)

En la tabla No. 1 se enlistan las pruebas bioquimicas para
algunos sisteomas multiprueba para la identifficacién de
bacterias.

Siglas utilizadas en la tabla No. 1
Automicrobic System (AMS)
API (API}

Enterotube (ENT}

Micro-ID (MID)
Micro-Media Systems (MM3)
Abbott Quantum II (QII)
Rap{d 20E (R20)

APl 20E (A20)

Eiken SysteK (ES)
Enterosistem 18-R (18R}
AutoScan-3 (53}
AutoScan-4 (54)
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4+ Prueba incluida
- Prueba no incluida
Fuente: (23-32)

Los productos mencionados que intentan reducir costos deben ser
evaluados segin su wutilidad en cada lahoratorio y - debe
considerarse su aplicacién cuando sea conveniente.{46)

1.6.2.5 Sietema replicador.

El sistema replicador es otro método que se euplea con
frecuencia en laboratorios diagnésticos para fdentificar
bacterias. Este método es facll de usar, versAtil y barato,
razones por las cuales supera algunas de las desventajas de los
sistemas wmencionados previamente. El usvario puede elegir
cualquier nimero y secuencia de caracteristicas a evaluar. Cada
determinacién cuesta mwuy poco en contraste con pruebas de
procedimientos convencionales y comerciales. Con esta teécnica,
ademds de Enterobacterias, es posible estudiar otros grupos de
bacterias, como cocos gram positivos. La bhase del sistema es el
replicador de Steers, un dispositivo utilizado durante muchos
affos para efectuar pruebas de susceptibilidad a antibléticos por
dflucién en agar. Hay dos componentes: 1) una placa para siembra
que consiste en un blogue cuadrado de metal con 32 o 36 pocilios
en los cuales pueden colocarse suspenciones bacterianas y 2) un
cabezal de {inoculacién, una placa de metal con 32 o 36 puntas
que tienen 0.3 cm de diésmetro. Las puntas estan alineadas para
encajar con precisién en los pocillos de la placa para siembra.
Con este método se emplean medios diferenciales convencionales
de agar preparados en placas de Petri esténdar redondas o
cuadradas.{7)

Para su {inoculacién, se prepara una suspensién bacteriana de
cada microorganismo desconocido transpasando colonias aisladas
de los microorganismos en un tubo de caldo de soya tripticasa
con extracto de levadura e incubando a 379C durante 4 horas. Se
colocan 0.5 ml de cada cultivo desconocido en los pocillos para
de la placa para siembra. Luego, !a placa se coloca bajo el
cabezal de {inoculacién y se libera el embélo de modo que las
puntas se sumerjan en la suspensién bacteriana. Se eleva e}
cabezal del dispositivo y la placa para siembra se sustituye por
una placa de agar. Se desciende nuevamente el cabezal de
inoculacién de modo que las puntas toquen la superficie del
agar, lo que da cowo rTesultado wmultiples inéculos. Esta
secuencia se repite con cuantas placas de medios diferencisales
como se desee utilizar. De manera alternativa, puede usarse un
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inoculador operado manualmente. La mayor parte de las placas de
agar, se incuban de forma aerobia de 3% a 379C durante 18 a 24
horas. Las placas para motilidad y urea se incuban a temperatura
amblente; las placas pars descarboxilacas se incuban de forma
anaerohia. Cada placa de agar muestra cambios de color en las
colonias o en el medic que rodea & los puntos de fnoculacién de
aquellos microorganismos que tienen reaccicnes positivas. Las
reacciones de color son esencialmente igquales a las obtenidas
con sistemas convencionales.(7,8,33)

Burman en 1978, publicdé un método de 1inoculacién wmultiple de
wedios para pruebas bioquimicas vaciadas en placa, utilizadas
en la identificacién de bacterias y levaduras.(15,22) Probdé la
actividad bioquimica de bacterias y hongos sobre placas de agar
no divididas, usando un aparato simple de 1inoculacién muitiple
manual que le permitf{é el anadlisis de 25 aislamientos en una
caja de petri de 9 cm de didmetro. Concluyé que no habla
interferencia en los resultados por la distribucién de las
mustras en la superficie de una caja de petri de 9 cm de
didmetro. {33)

En 1979, en una clinjca del IMSS, pretendiendo encontrar un
wétodo alternativo de bajo costo por la minimizacién de material
y medic requerido se probo una técnica que es una variante del
wmetodo de 1inoculacién multiple de Burman (34). Es facil de
implementar en cualquier laboratorio sin necesidad de qastos
extras, debido a que utili{za los mismos medios, reactivos y
equipos que las pruebas convencionales y se comparé su
efectividad con raspecto a éstas. Ellos hicieron una
modificacisn al método, suprimierén el aparato de 1inoculacién
nultiple, para hacerlo mas préctico y manuable. Las cepas
estudiadas fueron las que se¢ aislaron de muestras recibidas en
la clinica. Todss las muestras se realizarén por duplicado,
corriendo como testiqo las mismas pruebas bioquimicas del método
tradicional en tubo, Obtuvierén reproducibilidad da datos en
placa con un 95% a un 100% en la mayoria de las pruebas, lo que
es suficientemente aceptable para una clara identificacién. (34)
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2. PLANTEANIENTO DEL PROBLEMA

Las principales funciones del laboratorio de Microbiologia
Clinica consiste en examinar y cultivar muestras para aislar e
identificar una especie exacta para ayudar al diagnéstico y
tratamiento médico de pacientes con enfermedades infecciosas.
Los datos microbiolégicos también ayudan a proporcionar
informacién epidemiolégica para definir origenes comunes de
infecciones.

La practica de reduccién de costos es un desafio importante
para los laboratorios de Microbiologia para mantener sevicios de
calidad frente a la disminucién de recursos y constante aumento
de reactivos, medlos, cristaleria y equipo.

La implementacién de un nuevo procedimiento a menudo depende mas
de factores de costo quo de consideraciones de exactitud y
reproducibilidad.

Otro factor importante es la wminimizacién de tiempos para poder
prestar un servicio radpido y conriable al paciente, por ello los
microbiologos deben producir resultados utiles en el wmenor
tiempo posible.

Es por ello de suma importancia prestar atencién a la evaluacién
de técnicas nuevas que puedan proporcionar resul tados
confiables, mds rapidos y a un costo menor.

Y aunque hoy en dia en el mercado hay sistemas especificos y
rapidos de identificacién como API20-E, APl Rapid E, Enterotube
11, Miro-ID, Minitek, sistema MicroScan, Sistoema Sceptor y
sistemas semfautomAticos y automaticos tienen la desventaja de
ser costosos, requieren de entrenar al personal para su manejo y
tienen poco flexibilidad de uso ya que clertos organismos pueden
identificarse en forma adecuada con menos de 10 pruebas
diferenciales y no es necesario determinar 20 caracteristicas o
nas.(7,8,13,23-32)
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La mayoria de las modificaciénes que se han realizado al método
tradicional para la reducién de costos ha cresdo sistemas de
primero y segundo nivel, pero no asi para niveles suburbanos o
rurales que por su economia dificilmente tendran acceso a estas
nuevas técnicas.

La implementacién de una metodologia nueva en una clinica .del
INSS(16), es de gran interés puesto que si ésta técnica se logra
validar, con una gerie de trabajos que precedan a la
investigacién ya iniciada, se tendréd un método Gtil para la
poblacién de bajos recursos ecémicos,

En la investigacién que se realizéo en la clinica no se controlo
ninguna variable, no se utilizé cepas tipificadas, las muestras
unicamente se corrieron por duplicado; los resultadoes obtenidos
por ellos fueron aceptables por lo que se pretende determinar la
sensibilidad, especificidad y confiabilidad diagnéstica de ésta
téenica como una parte del inicio de la validacién de éste
método.

Es por todo esto que se eligio el tema de este proyecto para
comparar el método tradicional de pruebas bioquimicas en tubo
con un método de inoculacién multiple en placa para la
identificacion de enterobacteries, utilizando el mismo
material, medios, reactivos y equipo que el método convencional
para que ésta técnica pueda ser utilizada en cualquier
laboratori{o microbiolégico para la reduccién de costos y tiempo,
y pueda ser accesible a 1a pohlacién suburbana y rural.
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3. OBJETIVOS

Cbjetivo general.

Realizar una técnica de inoculacién multiple en placa para la
identificacién de especle de Enterobacterias que reduzca el
costo y tiempo en el disgnostico de muestras clinicas. Este
método es una variante del sistema replicador que es facil de
usar y de implementar en cualquier laboratorio, no requiere de
la adquisicién de material, reactivos o equipos adicionales. La
exactitud de sus resultados soré&n comparados con respecto a los
obtenidos en las pruebas bioquimicas convencionales realizadas
en tubo.

1. Demostrar que las pruebas bioquimicas en placa como método
minimizado en la obtencién de resultados para la identificacién
de enterobacterias tiene la misma confiabilidad diagnéstica,
sensibilidad y especificidad que el realizado convencionalmente
en tubo.

2. Reducir la cantidad de material y volumen de medio utilizado
en las pruebas bioquimicas para ia identificacién de
enterobacterias a travée de un método minimizado de {noculacién
wmultiple en placa.
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4. HIPOTESIS

Si al método de pruebas bioquimicas en tubo le modifico el
soporte y volumen del wmedio de prueba manteniendo constante
todas las varizbles que puedan influir en los resultados como
son tipo de organismo, volumen del medfo, densidad de! {inéculo,
atmésfera, humedad, tiempo y temperatura de incubacién no se
afectaréd la sensibilidad, especificidad Yy contiabilidad
diagnéstica del wétodo. Sf la confiabilidad dlagnéstica es mayor
al B0% entonces se tendré asi una técnica alternativa para la
jdentificacién de especie de enterobacterias & un costo menor
que el método convencional o de referencia.

Estudio experimental:

Tipo de eastudio: Estudio prospectivo, tranversal, comparativo
de tipo experimental.

Poblacién: Cepas ATCC de Entercbacterias:

Escherichia coli
Salmonella typhi
Salmonella enteritidis
Shigelia flexner:
Shigeilla sonnei

Shigelia boyaii
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variables:

‘Dependientes: -Soporte del medio Independientes:-Temperatura
~Volumen del medio -pH
~Cantidad de {néoculo ~Humedad

~Tiempo de
incubacién
-Atmosfrera

criterios de Inclusién: -Cepas ATCC de enterobacterias
y de Exclusidén
~Cajas de petri de 9 cm de diametro
por 1.5 cm de altura.
-Cantidad de inéculo

—~Volumen de medio marca Bioxon
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5. NATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO

5.1 MATERIAL
cajas de petri kimax de 9 cm de diAwetro y 1.5 cm de altura
tubos de onsaye 13 x 100
gradillias
wmecheros fisher
matraz Erlenmeyer de 500 ml
matraz Erlenmeyer de 250 ml
probata de 500 m}
probeta de 100 m]
frascos goteros

1 paquete de algodén

1 paquete de gasa

tela de asbesto

tripies
eapatula

portaohietoa

asas y paria-a6ae
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teraimetro de —~10 a 2502C

5.2 EQUIPO
EQUIPO ESPECIFICACION
1 microscopio marca Zeias
1 olla express marca Pressto de 20 litros
1 refrigerador marca American
1 balanza granataria marcs Ohaus
1 incubadora marca Casa Rios

5.3 REACTIVOS
REACTIVOS
ESPECIFICACION: Merck, Sigma
Cristal violeta para gram
Lugol para gram
Safranina para gram
Alcohol-Acetona para gram
Acelite para objetivo de inmersién
Fenol al 5%
Reactivo de Kovacs

Indicador de pH rojo de metilo
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Solucién alfa-naftol al 5%

Solucién de hidréxido de potasio al 40%

S .4 MEDIOS DE CULTIVO
MEDIO DE CULTIVO
ESPECIFICACION: BIOXON
Agar citrato de Slﬁon-
Agar Hierro de Kligler
Agar MacConkey
Caldo rojo de fenol con Manitol
Caldo nutritivo
Caido rojo de fenol con Sacarosa
Caldo urea
Medio Ornltln;—l{otllldnd—lndol (M1O)
Medio rojo de metilo-Voges Proskauer
Medio Sulfuro-Indol-Motilidad (SIM)
5.6 CEPAS
Cepas ATCC:
Escherichia coli
Salmonella typhi
Salmonella enteritidis
Shigeiia flexneri
Shigeila sonnei
Shigella boydit
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6. METODOLOGIA

6:1: Se sembrd cada cepa de prueba por estria en cuadrantes para
su ailslamfento en placas de Agar MacConkey e incubé por 24+/-3
horas a 37+/-1 C.

6.2. De 1las colonjas aisladas se observé su mortologia
microscdépica con una tincién de gram.

§.3. Se tomé la colonia aislada para resembrarla en caldo
nutritivo para estandarizar el fnéculo, se incubd durante 24+/-3
horasa a 37+/-1 C. La densidad de la poblacién se ajusté a 20
unjdades formadoras de colonia/ml, comparando su turbidez con un
estandar de Baso 0.5 MacFarland.

6.4. Para Jas pruebas bioquimicas convencionales en tubo se
preparé y esterilizé los siguientes medios en tubos 13x100 como
se indica por el fabricante para pruebas bioquinicas en tubo. Se
preaprarén 15 tubos de cada medio para cada cepa estudiada.

Agar Citrato de Simmons (agar {inclinado)

Agar KIA (agar inclinado)

Caldo rojo de fenol con Manitol

Caldo rojo de fenol con Sacarosa

Caldo urea

Medio MIO (agar semisélido)

Medio SIM (agar semisédlido)

Medio Rojo de Metilo-Voges Proskauer
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6.5. Para las pruebas bioquimicas en Placa se prepararén h'u
siguientes medios en matraces erlenmeyer: (6.5.31-6.5.2 y 6.5.3)

6.5.1. Para los medios sb6lidos:
Agar citrato de Simmons
Agar KIA

Se esterilizarén y colocarén 20 ml de cada medio en cajas de
petri{ de 9 cm de didmetro esteriles.

€.5.2. Para los -e&los 1f{quidos:
Caldo rojo de fenol con manitol
Caldo rojo de fenol con sacarosa
Caldo urea

Hedio Rojo de Metilo-Voges-Proskauer

Se solublilizarén en agua y se les agregd agar bacteriolégico al
2%. Se llevarén a ebullicién por un minuto y se esterilizarén
como lo i{ndica el proveedor. Se colocaron 20 ml de cada medio en
cajes de petri de 9 cm de diAmetro esteriles. .

6.%,3. Para los wmedios semisélidos:

Medio MI10
Nedio SIM

Se suspendieron en agua, comc estos ya traen una cantidad de
agar, unicamente se agregdé lJa cantidad faltante de agar
bacterfolégico para darles la consistencia sélida (2%)., Se
colocarén 20 ml en cajas de petri de 9cm de didmetro.

6.6. Una vez que se prepararén todos los medios de prueba en
caja y tubo; debido a que la distribucién espacial de las
nuestras en caja era la udnica barrera de separcién entre ellas,
era necesario que las placas de agar estubidsen completamente
secas para evitar que se contamiparan unas con otras. Para
lograr esto se colocaron las cajas en la incubadora a 372C por
18 horas, pero como esto podia se un factor que alterard los
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resultados tambien se colocarén los tubos con “medio, esto nos
ayudo a comprobar que tanto cajas como tubos con wedio no
presentaran contaminacién alguna antes de ser sembrados.

6.7. Para inocular las pruchas bioquimicas en tubo y en placa se
tomé de la suspensién bacteriana estandarizada 0.002 ml, con una
asa calibrada. La delimitacién de espacios para la inoculacién
multiple on placa se hizé con la ayuda de una base de wmArmol que
poermitid su limpieza y no sufrié deteriforo alguno por el calor
generado por los wmecheros; la ocual tiene dibujada una
circunferencia de 9 cm de didmetro, y multiples diviciones
dentro de ella, las cajas con medioc para pruebas bioquimicas se
colocarén sobre ésta para ser inoculadas.

Como Jas placas al momento de inocularias se contaminaban con
wucha facilidad debido a que el tiempo y Area de exposicién al
medio ambiente era mayor que los tubos, tué necesario trabajar
entre dos mecheros fisher y evitar toda corriente de aire.

6.8, Se incubd todos los medios de prueba en placa y tubo a
35+/-1 C por 24+4/-3 horas.

6.9, Se leyerén los resultados de las pruebas bioquimicas en
tubo y en placa como habitualmente se hace para las pruebas que
se leen directamente (Carbohidratos, KIA, Urea, Citratosl}, para
los pruebas que es necesario adicionar uno 6 wés reactivos para
su lectura cubrir las placas con sus respaectivos reactivos (M10,
SIM, RM-VP).
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Copas AIC
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hislar en placas de agar HacConkey
37¢/-4 C x 244/-3 horas
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Resembrar ¢n caldo nutritive
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2.3 facFarland
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Realizar pruebas bioquimicas
o tubo
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en placa

1

Leer resultados

Tratamiento de datos
Teorema de Bayes




Dimefio Eptadistico: Teorema de Bayes(47).

Prueba en tubo

+ P - N total
Prueba * a b e+b
en
placa - c d c+d
total a+e b~+d a+b+rc+d
a = es el nomero de casos verdaderos positivos
h = es el nimoero de casos faleos positivps

es ©] nimero

-]
(]

= es el numero

(.3
S =
a + [+
d
E =
b '+ d
a +
C. D. =

de casos talsos negativos

de casos verdaderos negativos

= P(+/P) = Sensibiiidad estimada

= P{-/N} = Especificidad estimada

d
= Confilabllidad diagnéstica

{ta+b+ctd)

(23



Valor predictivo:

-
VPP = = Valor predictivo positivo
[ + b
d
VPN = = Valor predictivo negativo
c + d

Indice de talsos:

b
IFP = = Indice de falsos positivos
a + b
d
IFN = = Indice de falsos negativos
c + d

A continuacién se enlistan los términos usados en el
estadisticos

SENSIBILIDAD.—~ Es la probabilidad de que la prueba
positiva, dado, que es positiva.

estudio

resulte



ESPECIFICIDAD.—- Es la probabilidad de que la prueba resulte
negativa, dado, que es negativa.

VALOR PREDICTIVO POSITIVO.- Si la prueba resulta positiva, que
probabilidad hay de que realmente sea positiva,

VALOR PREDICTIVO NEGATIVO.- Si una prusba resulta negativa, que
probabilidad hay de que realmente sea negativa.

CONFPIABILIDAD DIAGNOSTICA.- Determina la confiabhilidad de la
prueba en estudio.



RESULTADOS



fiq. 7.1
PRUEBA DE FERMENTACION DE MANITOL
POSITIVA

fig. 7.3
PRUEBA DE FERMENTACION DE SACAROSA
NEGATIVA

fia. 7.5
PRUEBA DEL INDOL. Dl xOVACH
POSITIVO

fig. 7.2
PRUEBA DE FERMENT. DE SACAROSA
POSITIVA

fig. 7.4
PRUEBA DE LA UREA
NEGATIVA
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La tabla 7.1 wmuestra que el agar hierro de kligler en caja tiene
una confiabilidad del 16.6% para determinar la fermentacién de
qlucosa con respecto al método de referencia en tubo, debido a
que solo puede detectar un 16.6% de las pruebas positivas cuando
estas son positivas y su especificfdad es del 0%, por lo que es
nula la probabilidad de que detecte un resultado negativo (ver
fig. 7.15 y 7.16), .

Para la fermentacfén de lactosa y produccién de A4cido
sulfhidrico es sensible y especifico al 100%, por lo que es
confiahle al 100X con respecto al método tradicional en tubo (
ver fig. 7.16 y 7.17)

Para la deteccién de gas a partir de la fermentacién de glucosa
se tiene una sensibilidad del 0.1%, y una especificidad del’
100%, por lo que no es confiable puesto que sélo detecta un 0.1%
de pruebas positivas (ver fig. 15}
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TABLA 7.1 CONFIABILIDAD DIAGNOSTICA DEL METODO ENPLACA ENRELACION
CON EL METODO CONVENCIONAL EN TUBO PARA EL AGAR HIERRO DE KIGLER

P R UE B A

ESTADTISTTICA

MET. CAJA
r SEN ™ xsr e VIN o CONFIABILIDAD
MET. TUBO DIAGNOSTICA
13 166 75 1] 1 L 10 1646%
GLUCOSA
9” 0 ] 180 b 1 100 %
15 10 75 190 10 100 L] 1 %
LACTOSA
15 {1 7 108 180 100 1%
3¢ 100 “ 106 L] 100 L 10 %
AC. SULF.
» 108 10 1 100 10 8%
¢ 0.1 34 100 100 35 L] ” %
GAS
] 108 30 108 108 10 0%
FP= FRECUENCIA DE POSTTIVOS VPP= VALOR PREDICTIVO POSITIVO

N= FRECUENCIA DE NEGATIVOS

SEN= SENSIBILIDAD
ESP= ESPECINCIDAD

VPN« VALOR PREDICTIVO NEGATIVO
P= INDSCE DI FALSOS POSITIVOS
7N~ INDICE DE FALICS NEGATIVOS



La tabla 7.2 enlista los pardmetros eastadisticos calculados para
@) medio SIM en caja, observAndose una confiabilidad diagnéstica
del 66X para la deteccién de motilidad, debido a que no es
sensible, es decir que no puede detectar una prueba positiva
porque al cambiar el soporte del medio en caja también se cambio
su consistencia de semisélido a sélido y por ello no permite la
migracisn de microorganismos méviles.

Para la deteccién de Indol y &cido sulfhidrico es sensible
especifico al 100%, por lo que tiene wuna contriabilidad
diagnéstica del 100% en caja con respecto a la prueba realizada
en tubo (ver fiq. 7.5 y 7.6)
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TABLA 7.2 CONFIABILIDAD DIAGNOSTICA DEL METODO ENPLACA EN RELACION
CON EL METODO CONVENCIONAL EN TUBO PARA EL, MEDIO SIM

PRUEBA T STADISTICA

MET.CAJA
n SEN ™ zse vre N N CONFIABILIDAD
MET. TUBQ DIAGNOSTICA
L ° ” 14 L “ 3
MOTILIDAD “%
» 108 L 100 100 100 L] 100 %
15 190 s 19 108 100 [ ] 100 %
INDOL
15 190 s 10 (. ] 10 1 %
» 100 o 19 10 190 L] 100 %
AC. SULY.
» 198 @ 100 100 b ) L] 1%
7= FIRECUENCIA DE POSITIVOS VPP= VALOR PREDICTIVO POSITIVO

FN= FRECURNCIA DE NEGATIVOS
SEN= SENSISILIDAD

ESP= ESPECIRICTIDAD



La tabla 7.3 muestra los resultados obtenidos para el medio MIO
en caja; para determinar la prueba de motilidad el método en
caja tiene una sensibilidad del 0X y una especificidad del 100%
debido a que el wmedio en tubo es8 semisélido, pero en caja es
sélido por 1o que no permite detectar a microorganismos méviles
al impedir que migren del punto de {inoculacién, teniendo una
confiabilidad diagnéstica baja del 66% con respecto al método de
referencia en tubo.

Para detectar Indol es sensible y especifica al 100%, por lo que
@8 capaz de detectar tanto resultados positivos como negativos
por lo que es contiable en un 100% el método realizado en caja
tver fig. 7.11 y 7.12)

La prueba para determinar si{ hay descarboxilacién de Ornitina en
caja es confiable en un 50%, debido a que es especifica en un
100% pero no es sensible porque todas las pruebas tanto
positivas como negativas dan positivas por el método en calja,
debido a que el resultado de la prusba es enmascarado por la
degradacién de otros aminoAdcidos presentes en el medio (ver rig.
7.13 y 7.14)
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TABLA 7.3 CONFIABILIDAD DIAGNOSTICA DEL METODO ENPLACA EN RELACION
CON EL METODO CONVENCIONAL EN TUBO PARA MEDIO MIO

PR UTEEB A

ESTADTISTTICA

MET.CAJA
»n SIN ™ xsp vre VPN CONFIABILIDAD
MET. TUBQ| DIAGNOSTICA
L] L ” 100 . “ 33 % %
MOTILIDAD
L] 19 “ 100 100 100 [ ] 100 %
15 100 7s 100 100 i L 100 %
INDOL
15 100 75 190 100 100 [] 100 %
L] L] . b . » e 50 %
ORNITINA
43 100 45 1 100 19 [ ] 10 %
¥P= FRECUENCIA DX POSITIVOS VPP= VALOR PREDICTIVO POSITIVO

FN= FRECUENCIA DE NEGATIVOS

ESP=ESPECIFICIDAD

VIN= VALOR PREDICTIVO NEGATIVO
IFP= DIDICE DE FALSOS POSITIVOS

IFN= INDICR DX FALSOS NEGATIVOS



En la tabla 7.4 se reportan los resultados del medio RM-VP, se
observa gque para la prueba Voges Proskauer no es sensible debido
a que las 90 muestrasm eetudiadaa todaa dieron un resultado

negative, por lo que no se puede determinar realmente la
sensibilidad del método al no haber pruebas positivas para
determinarlo.

Lo mismo sucedié con la prueba rojo de metilo en la que se tiene
una sensibilidad del 100%, pero una especificidad del 0%, debido
& que las 90 pruebas realizadas dierén resultados positivos (ver
fig. 7.7)

Por ello dichas pruebas en caja son confiables en un 100% con
respecto al método convencional en tubo, siempre y cuando la
prueba de Vogues Proskauer sea negativa, y la prueba rojo de
metilo gea positiva para un microorganisme que se pretenda
fdentificar (ver fig. 7.8)
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TABLA 7.4 CONFIABILIDAD DIAGNOSTICA DEL METODO ENPLACA ENRELACION
CON EL METODO CONVENCIONAL EN TUBO PARA EL MEDIO VOGES PROSKAUER -
ROJO DE METILO

P R U X B B STADI1IS TICA

MET.CAJA
» SEN N e vre VPN or N COMFIABILIDAD
MET. TURO DIAGNOSTICA
L L] ] m L ] L] e 10 %
VOGES PROSK.
[} 109 ” 190 o 190 [} [] 100%
” 19 ] L e * [ ] L] 198 %
ROJODE MET.
”» 100 @ 19 " L] L] L 10 %
= FRECUENCIA D3 10SITIVOS - VPP= VALOR PREDICTIVO PORTIVO
IN= FRECUENCIA DI MGATTVOS VPN= VALOR PREDICTIVO NEGATIVO
SEN= SENSIBILIDAD FP= INDICE DE FALSOS POSITIVOS

ESP= ESPECIFICIDAD INN=INDICE DE FALSOS POSITIVOS




En la tabla 7.5 podemna obhaservar que la confiabilidad
diagnéstica del caldo rojo de fenol con Manitol en caja es 100%
confiable siewmpre y cuando la prueba sea positiva puesto que es
sensible; pero no fue posible saber su especificidad real debido
a que las 90 pruebas estudiadas dieron positivas (ver fig. 7.1)
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TABLA 7.5 CONFIABILIDAD DIAGNOSTICA DEL METODO ENPLACA ENRELACION
CON EL METODO CONYENCIONAL EN TUBO PARA CALDO ROJO DE FENOL CON

MANITOL

P RUTEL B A E3STADISTICA

MET.CAJA
» SEN w rsr e VEN mr N CONFIARILIDAD
- MERT. TUBQ DIAGNOSTICA
” (L] ¢ [] 1 s ) [ 100 %
MANITOL
» 19 e 100 10 1% [ ] [ ] %
FP= FRECUENCIA DE POSITIVOS - VPP = VALOR PREDICTIVO POSITIVO
= FRECUENCIA DE NEGATIVOS VPN= VALOR PREDICTIVO NEGATIVO
SEN= SENSIBILIDAD IFP= INDICE DE FALSOS POSITIVOS

ESP= ESPECIFICIDAD IFN= INDICE. DR FALSOS NEGATIVOS



La tabla 7.6 nos indica que la prueba rojo de fenol con sacarosa
en caja es sensible y especifica en un 100%, por lo que es
confiable en relacién con el wmétodo de referencia en tubo en un
100% (ver fig. 7.2 y 7.3)
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TABLA 7.6 CONFIABILIDAD DIAGMNOSTICA DEL METODO ENPLACA EN RELACION
CON EL METODO CONVENCIONALL EN TUBO PARA CALDO ROJO DE FENOL CON

SACAROSA

P RUEIE B¢ E S T ADISTICA
MRET. CAJA

n SEN n HSP ver v 2 m CONFIARILIDAD

MET. TUBQ | DIAGNOSTICA

15 i% T ) T T N v 1%

SACAROSA
13 » » 7 = 1 1 ) 100%
¥P= FRECUENCIA DR JOMTIVOS,

N= FRECUENCIA DERGATIVORE -
SEN=~ SENSIBILIDAD

ESP= ESPECINICIDAY

VPP= VALOR PREDICTIVO POSITIVO
vmxvummﬁcnvonolmvo
I¥P= INDICE DE FALSOS POSITIVOS

DN= INDICE DE FALSOS POSITIVOS




La tabla 7.7 muestra que ia confiabilidad diagnéstica para el
caldo urea en caja con respecto al método convencional en tubo
es 100X confiable siempre y cuando la prueba sea negativa, dado
que es especifico en un 100%, pero su sensibilidad real no fue

posible saberla debido a que las 90 pruebas realizadas fuerén
todas negativas (ver fig. 7.4)
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TABLA 7.7 CONFIABILIDAD DIAGNOSTICA DEL METODO ENPLACA EN RELACION
CON EL METODO CONVENCIONAL EN TUBO PARA CALDO UREA

P RUEESB

A

ESTADISTT11CA.

MET. CAIA
r SEN mw A ver VPN o N COMFIARILIDAD
MET. TUBG DIAGNOSTICA
L} (] ” 100 ] 108 [ ] L} 100 %
UREA
| ] 19 » 100 1% 19 (] [ 100%
= FRECUENCIA DE POSITIVOS VPP= VALOR PREDICTIVO POSITIVO

FN=FRECUENCIA DE NEGATIVOS

SEN= SENSIBILIDAD

£SP= ESPECIFICIDAD

VPN=VALOR PREDICTIVO NEGATIVO
IFP= INDICE DE FALSOS POSITIVOS
1FN= INDIECE DE PALSOS POSITIVOS




La tabla 7.8 enlieta las pruebas estadisticas calculadas para
agar citrato de Simmons en caja de las qua se deduce que al ser
100% sensible y especifico el método esa igualmente de conriable
que el convencional en tubo (ver fig. 7.9 y 7.10)



TABLA 7.8 CONFIABILIDAD DIAGNOSTICA DEL. METODO ENPLACA EN RELACION
CON EL METODO CONVENCIONAL EN TUBO PARA AGAR CITRATO DE SIMMONS

P R UEGB A I STADISTICA

MET.CAJA
. 4 SEN ™ xse VPP N wr N CONFIABILIDAD
MRT. TURO DIAGNOSTICA
13 10 kL 180 10 1 L] L 198 %
CITRATO
13 b, ) 78 19 19 pL ] L] ] 108 %

¥P= FRECUENCIA DX POSITIVOS VPP= VALOR PREDICTIVO POSITIVO
FN=FRECUENCIA DE NEGATIVOS VPN= VALOR PREDICTIVO NEGATIVO
SEN= SENSIBILIDAD IFP~ [NDICR DE FALSOS POSITIVOS
ESP= ESPECIFICIDAD = NDICE DE FALSOS POSSTIVOS




DISCUSION DE RESULTADOS Y SUGERENCIAS

Pretendiendo encontrar un método alterno para la reduccién de
costos en la identificacién de Enterobacterias en 1979 se
investiqé en el IMSS la técnica de fnoculacién multiple (25
muestras) en cajas de petri de 9 om de diamétro no
divididas.(34) Ellos reportaron que se reduce tiempo en la
preparacién de medios de cultivo y del material empleado, ast
como rapidez en su apiicacién e interpretacién.

Todos los datos reportados indicaban que esta técnica
proporcionaba resultados confiable a un costo menor que el
método convencional en tubo, y como hoy en dia existen muchos
sistemas comerciales multipruebas que en paises como Estados
Unidos han abatido los costos en la identificacién de agantes
etiolégicos de enfermedades infecclosas pero que estan muy lejos
de hacer lo mismo en paises subdesarrollados como México en
donde las poblaciones suburbanas y rurales presentan un indice
alto de wmorbilidad y mortalidad por éste tipo de enfermedades.
Por ello la técnica propuesta por la clinica era de interés por
lo que se analizé el trabajo realizado por ellos y se
encontrarén muchas deficiencias, es decir que no se habia
desarrollado un estudio purawmente experimental por lo que se
pretendis iniclar la validacién del método planteando un estudio
formal de ésta técnica con el presente trabaljo.

Como el procedimiento es idéntico al reali{zado en el metodo
convencional para pruebas bioquimicas en tubo se estudié como
ofecta al resultado (sensibilidad, especificidad y confiabilidad
diagnéstica) el modificar soporte y volumen de Jos medios de
prueba al colocarlos en caja. Se controlé todas las demds
variables que pudieran afectar los resultados (temperatura de
incubacién, tiempo de incubacién, humedad, atmostera, pH).

Para realizar el estudio se analizarén cepas ATCC de la familia
Enterobacteriaceae, se usaron cajas de petri de 9 cm de diamétiro
y 1.5 cm de altura, una cantidad constante de inoculo y 20 ml-
de medio marca bioxon para todas las pruebas biloquiuicas.
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Como los medios estudiados incluian tanto estado liquido, sélido
y semisélido fué necesario agregar agar bacteriolégico en
cantidad suficiente a los wedios liquidos y semisélidos para
obtener una consistencia sélida (2% de agar). Entonces al
modificar el soporte del wmedio automdticamente para los medios
liquidos y sewisélidos se cambio su consistencia.

Como la distribucién espacial de las muestras en la superficie
de agar en caja fué la unica barrera para svitar contaminacién
entre ellas fué indispensable que las placas antes de ser usadae
estubiésen completamente secas (sin agua de condensacién tanto
sobre la placa de agar como en la tapa de la caja) se encontrd
que la mejor manera de lograr esto era preparar todos los medios
en caja e incubarlos a 3792C por 16 horas antes de usarlos, esto
trajo como desventala un tiempo mayor para la {dentfificacién de
Enterobacterias en placas, pero tambieén sirvié para cowmprobar
que las cajas con wmedio de prueba eran esteriles en el momento
de su utilizacién y en la préctica édste tiempo puede ser
eliminado al tener dia con dia medios listos para su uso.

Al momento de inocular las cajas fué necesario trabajar entre
dos mecheros fisher, sin ninguna corriente de aire y con mucho
cuidado al momento de inocularlas, debido a que se contaminaban
con wmucha facilidad ‘al aumentar considerablemente el tiempo de
exposicién al wmedio ambiente al wuembrar wultiples muestras,
mientras que para los tubos solo estaban expuestos por poco
tiempo y ademds el Area de exposicién en tubo es muchisimo menor
que la de caja.

Para la distridbucién de muestras en las placas de agar se
utilizé una placa de marmol blanco en la que se dibujé con un
marcador el perimétro de la caja con una serie de divisiones
{como en un cuenta colonias) y sobre ella se colocaron caja por
cajs para ser sembradas, esto facilité su limpieza con fenol al
5% y no sufrié deterioro alguno por el calor radiado por los
mecheros.

Todos los medios 1inoculados tanto en caja como en tubo se
incubaron por 24+4/-3 horas a 37+/-12C, transcurrido este tiempo
se procedio a leer los resultados de las pruebas para lo cual no
hubo ningun problema; inclusive para las pruebas RM-VP e Indol
(MI0O Y SIM) en cajla unicamente se colocé una gota de cada
reactivo necesario para determinar la prueba sobre el punto de
inoculacién de cada cepa, por lo que se ohservé un ahorro en
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cuanto & volumen de reactivos wutilizado en . las pruebas
bloquimicas en caja.

En cuanto a los resultados estadisticos obtenidos para el agar
hierro de Kligler, se obhservé una confiabilidad diagnéstica del
16.6% para detectar la fermentacidn de la glucosa, éste valor
fué bajo debido a que el volumen del wmedio colocado en caja (20

ml) tiene un grosor aproximadamente de 6 mm, que no fue
suficiente para brindar el efecto de dos cAmaras, una aerobica y
otra anaerobica, necesarias para poder observar los

fersentadores de glucosa ya que estos son enmascarados por la
alcalinizacién del wmedioc al degradar aminoAcidos favorecida en
aerobiosis una vez consumida la baja concentracién de glucosa.

Como la concentracién de la lactosa es 10 veces superior a la
glucosa s8i es posible detectar a2 los fermentadores de lactosa
sin que exista el efecto de lag dos cAmaras pues el
microorganismo primero fermenta la glucosa y cuando ésta es
agotada comienza a fermentar lactosa que por su concentracién
tan alta no requiere llegar a la utilizacién de aminoacidos
obteniéndose una contiabilidad diagnéstica del 100%.

Para la deteccién de gas en este wmedio debido al pequetio grosor
del medio posiblemente tendié a escapar por el punto de
inoculacién obteniéndose una confiabilidad diagnéstica baja del
40%,

Para ol medfo SIM dié una confiabilidad diagnéstica del 66X para
determinar la wotilidad debido a que la consistencia del medio
{sdlido) no permite la migracién del punto de inoculacién de las
bacterias méviles; pero si consideramos que aun en los sistemas
comerciales no inciuyen esta prueba, éste medio eas Util para la
reduccién de costos al ser usado en tubo puesto que @8 un
minisistema multipruebas muy confiable.

Para @l medio MIO se presenté @]l mismo problema para determinar
motilidad con una confiabflidad diagnéstica del 66%, pero 1la
deteccién de indol es altamente confiable (100%); mientras gque
para la prueba de ornitina es confiable en un 50%, debido a que
la descarboxilacién de 1la ornitina, Iiisina y arginina =me
favorece en anaerobiosis, por lo que el grosor del medio en caja
no es suficiente para mantener esta condicién, ya que en los
tubos los microorganismos ornitina negativos en el fondo se
observa un color smarillo y en la superficie un color purpura
debido a la degradacién de otros aminodcidos presentes en el
medio.

ki



Para las pruebas rojo de metilo y caldo rojo de fenol con
Manitol se observa una confiabilidad del 100% siempre y cuando
la prueba sea positiva. Mientras que para las pruebas Vogues
Proskauver y caldo urea se tiene una confiabilidad del 100% con
respecto a la convencional siempre y cuando sea negativa. Estos
resultados se debierén a que las 90 muestras que se estudiarén
dieron para cada una de estas pruebas un resultado positivo,
' dado que eran positivas y lo mismo ocurrié con los resultados
negativos. Por lo que sélo se pudd determinar para las 90
pruebas que dierén positivas su sensibilidad y no su
espacificidad real al no haber resultados negativos que andlizar
y pars las pruebss negativas sélo se pudé calcular su
especificidad y no su sensibilidad al no haber resultados
positivos que anAlizar. De esto se deduce que es necesario
probar una goama mAs auwplia de cepas que den tanto resultados
positivos como negativos para cada una de éstas pruebas para
determinar su sensibilidad, especificidad y oconfiabilidad
diédgnostica real.

Para e! caldo rojo de fenol con Sacarosa y agar citrato de
Simmons no se afecté su resultado al modificar el soporte y
volumen del medio en caja teniendo una contiabilidad del 100%
con respecto al método de referencia en tubo.

Haciendo un balance .de las ventajas del método de {inoculacién
multiple en caja tenemos: una reduccién en la cantidad de medio,
reactivos y cristaleria que en el método convencionals y las
desventajas: mayor tiempo para realizar las pruebas debido a que
se debe poner por 18 horas en la incubadora a secar las cajas
con medios de prueba antes de usarse, una probabilidad muy alta
de contaminacién al exponer las cajas con medio por un pertodo
de tiempo mayor al wmedio ambiente que en tubo, y ademas el Area
expuesta en caja al medio ambiente es muy grande en comparacién
con la de tubo. Pero las desventajas de éste wetodo pueden ser
eliminadas tieniendo dia con dia medios listo para su uso y al
momento de sembrar las muestras se tiene cuidado se evitara la
contaminacién del medio.

Por todos estos resultados se deduce que el método de
inoculacién multiple en caja es util para las pruebas bioquimica
de citrato de Simmons y caldo rojo de fencl con sacarosa, Yy
para los medios caldo rojo de fenol con Manitol, caldo urea y
rojo de metilo-Voges Proskauer se suguiere que se estudien una
goma wmas variada de cepas para obtener resultados tanto
positivos como negativos y asi{ poder determinar su sensibilidad,
especificidad y confiabilidad diagnéstica; y para los wmedios
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Agar Hierro de Kligler, Medio Ornftina-Notflidad-Indol y medio
Sulfuro-Indol~Notilidad se propone que se realicen una serie de
modificaciénes a las vartables estudiadas (volumen de medio,
consistencia, condiciones de anaerobiosis, etc) para determinar
las condiciones éptimas de el método en placa para no afectar su
sensibilidad, especificidad y confiabilidad diagnéstica de éstos
medios.
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CONCLUSIONES

Para @l Agar hierro de Kligler se obtuvé una confiabilidad
diagnéstica del 100X para la fermentacién de lactosa y
produccién de Acido sulfhidrico, para determinar ls fermentacién
de glucosa del 16.6% y para gas del 40%; pero si concideramos
que los sistemas multipruebas comerciales a excepcién de
Enterotube, no reporta gas a partir de glucosa y que ademas
todos los carbohfdratos los reportan por separado. Se concluye
que la prueba bioquimica en tubo es de wmayor utilidad, pueasto
que por 8 sola ya es un minisistema wmuy completo y por ello
implicitamente ya lleva un abatimiento en su costo.

Para SIM ge concluye que en placa es altamente confiable,
siempre y cuando se determine la wmotilidad del w.o como una
prueba extra (gota pendiente) como oocurre en algunos sistemas
multipruebas.

Para MIO se concluye que la prueba bioquimica en tubo es mas
confiable y por ser un sistema multiprueba ya hay un reduccién
de costos al ser usado para la identificacién bacteriana.

Para la prueba Vogues Proskauer y urea en caja son confiable
siempre y cuando sean negativas. Por lo que se propone estudiar
cepas que para éstas pruebas den resultados positivos y
negativos para poder determinar su confiabflidad diagnéstica en
la identificaciéon de enterobacterias.

Para la prueba rojo de metilo y rojo de fenoli con Manitol en
caja son confiable siempre y cuando sean positiva. Y para poder
determinar su contiabilidad diagnéstica en la identificacién de
enterobacterias es necesario estudiar una variedad de cepas para
tener resultados tanto positivos como negativos.

Para el caldo rojo de fenol con Sacarosa y agar citrato de

Sjmmons tienen una contriabilidad diagnéstica en caja del 100%;
por lo que se comprueba que al modificar el volumen y soporte de
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éstos medios no afectd su confiabllidad diagqnéstica con respecto
al wmétodo de referencia en tubo, teniéndose asi una técnica
alternativa para la identificacién de especie de Enterobacterias
& un costo menor del método convencional en tubo para estos dos
medios.

Por lo que se llega a ]la conclusién de que los medios utiles en
la identificacidén de especies de la tamilia Enterobacteriacea en
caja por inoculacién muitiple son:

- Agar citrato de Simmorie

~ Caldo rojo de fenol con Sacarosa

Comprobandose que no se afecta su sensibilidad, especificidad y
confiabilidad diagnéstica al modificales e! soporte y volumen
del medio. Presentando la ventaja de reducir cantidad de medio
al wutilizar 20 ml para la {dentifiocacién de 25 wuuestras,
reactivos y material al usar una caja en lugar de 25 tubos como
en el método convencional, y las desventajas de requerir wmayor
tiempo para su realizacién y una muy alta probabilidad de
contaminacién por ser mayor el é&rea y tiempo de exposicién al
medio ambiente de las caj)as con wmedio de prueba en caja que en
tubo..

Para los medios:

~ Agar hierro de Kligler

-~ Medio Ornitina-Motilidad-Indol (MIO}

- Medio Sulfuro-Indol-Motilidad (SIK)

Se comprobdé que modificando el soporte y volumen de medioc si se
atecta BsuU sensibilidad, especificidad Y contiabilidad
diagnéstica, siendo esta diltima menor al 80% por lo que no son
utiles con las condiciones estudiadas en éste trabajo para
realizar pruebas bioquimicas en placa para la identificacién de
Enterobacterias.

Para los medios:

- Caldo rojo de fenol con Manitol

7



- Caldo urea
-~ Rojo de setilo-Voges Proskauer

No fue posible determinar si se afecta su sensibilidad,
especificidad y confiabilidad diagnéstica al modificar el
soporte y volumen del wedio debido a que 1las Y0 pruebss
realizadas para cada wedio fuerén todas positivase o negativas
para ilas cepas estudiadas.

En general se llega a la conclusién final de que el metodo en
placa de inoculacién multiple es conriable en la identificacién
de Enterobacterias para las pruebas bioquimicas de citrato de
Simmons y Caldo rojo de fenol con Sacarosa debido a que el
tiempo requerido para la preparacién de medic y su contaminacion
son factores que se eliminan teniendo esfempre medios listos para
su uso, odemAs teniendo cuidado al womento de sembrar las
muestras y asi evitar que se contamine el wedioc. Para los medios
caldo rojo de fenol con Manitol, caldo urea y rojo de metilo-
Voges Proskauer es necesario estudiar una varledad de cepas en
las que se tenga tanto resultados positivos como negativos para
poder determinar su conffabilidad diagnéstica en caja. Y para
los medios Agar hierro de Kliger, Medio Ornjtina-Motilidad-Indol
Y Medio Sulfuro-Indol-Motilidad es necesario realizar estudios
posteriores para determinar las condiciones éptimas del método
en placa para obhtener una confiabilidad diagneéstica similar a
método convencional.
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